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Evolucion de la ensenanza de la toxicologia
en los estudios de Farmacia de la Universidad
Central de Venezuela

Evolution of toxicology teaching in Pharmacy studies
at the Central University of Venezuela

BeATRIZ HELENA GUEVARA!-2, MARY ISABEL AMARO! 3 Y GLADYS ROMERO DE GALi!

Resumen

La ensenanza de la Toxicologia en los estudios de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela, desde su crea-
cion en 1894, ha experimentado cambios sustanciales, modernizado conceptos y contenidos relacionados a estu-
dios de toxicidad «in vitro e in vivo», carcinogénesis quimica, toxicologia industrial, ambiental, alimenticia,
evaluacién de riesgos, neurotoxicologia, inmunotoxicologia, toxicogenética y toxicologia molecular, abriendo nue-
vOs campos en areas de investigacion en nuestra Facultad. Actualmente, la Toxicologia contintia formando parte del
pensum como asignatura obligatoria de los estudios de Farmacia. Ademas, se forman recursos humanos de cuarto
nivel, como Especialistas o Magister Scientiarum desde hace 22 y 6 anos, respectivamente.

Palabras clave: Toxicologia, ensefnanza, especializacion y maestria.

Abstract

Since 1894, the education in toxicology has experienced changes in the School of Pharmacy, Central
University of Venezuela. They are related to studies of toxicity «in vitro e in vivo», chemical carcinogenesis,
environmental, food, industrial toxicology, risk evaluation, neurotoxicology, immunotoxicology, toxicoge-
netic and frontiers in Molecular Toxicology which made possible new fields in research. Nowadays,
Toxicology forms a part of the pensum as obligatory subject of career of Pharmacy and Postgraduate
school. In addition, new human resources in Toxicology are formed at the level of Specialist or Magister
Scientiarum, since 22 and 6 years ago, respectively.

Key words: Toxicology, education, Specialist, Magister Scientiarum.

Introduccion

La historia de la Toxicologia es tan antigua como
la humanidad misma, y en la busqueda de datos
antiguos encontramos, en el Papiro de Ebers (1500
a.C.), citas que se pueden relacionar con téxicos de
origen natural; y aun referencias mas antiguas se
hacen en papiros egipcios que datan de 1700 a.C.,
se advierte el uso de Cannabis indicus 'y de Papaver
somniferum, y aun se hace referencia a intoxicacio-
nes por el elemento plomo. En la medicina hindu
sobresale Veda (900 a.C.); en la griega HipOcrates

(400 a.C.); quienes ya mencionaron varios venenos
en sus escritos y Theofrastus (370-286 a.C.) estudia
los venenos vegetales.

La historia de la humanidad contempla casos
como los de Sécrates, que utiliza sus conocimientos
sobre la cicuta, y el de Cleopatra, que se vale de una
serpiente cobra para poner fin a sus vidas en forma
menos tormentosa.

En la Edad Media se abre el primer centro de que
se tenga conocimiento para atender exclusivamente

Postgrado de Toxicologia!. Unidad de Neurofarmacologia y Farmacologia Clinica? y Unidad de Quimica Medicinal®. Facultad de
Farmacia. Universidad Central de Venezuela. Caracas. guevara.beatriz@gmail.com
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a pacientes intoxicados, por la célebre epidemia de
ergotismo que se presenta al sur de Francia y estara
a cargo de la orden religiosa de los hermanos Anto-
nisti. Ademas, en esta época la historia del veneno
constituye en cierta forma la savia de la vida politica
y cortesana durante largas etapas. La «p6cima» fue
factor determinante en la eleccion y deceso de algu-
nos gobernantes. Aparecen nombres de mujeres tan
famosas como madame Toffana, Lucrecia Borgia,
Catalina de Médicis, y otras, quienes han pasado a la
historia de la Toxicologia por su profesion de enve-
nenadoras (Delgado Garcia, 1991; Repetto, 2004;
Suarez Escandon, 2007).

En 1493 nace Felipe Aureolo Teofrasto Bombast
de Hohemheim, posteriormente llamado Paracelso,
médico aleman profesor de la Universidad de Basilea
importante estudioso de la Toxicologia y quien ex-
preso la famosa sentencia: «Todo es veneno y nada
es veneno; la dosis sola hace el veneno», lo cual es
incontrovertible aun en el siglo XXI (Suarez Escan-
don, 2007).

En el siglo XVIII con la revolucion cientifica, y en
el siglo XIX con la revolucion industrial aparece Ma-
teo Emanuel Orfila (1787-1853), médico espanol
quien inicia profundos estudios sobre los métodos
de la identificacion y dosificacion de los principales
toxicos de la época. Fundador del Museo de Anato-
mia de Paris, escribié su Tratado de los venenos de
los reinos Mineral, Vegetal y Animal o Toxicologia
General considerada sobre los fundamentos de la
Fisiologia, la Patologia y la Medicina Legal, por lo
cual se le reconoce como el padre de la Toxicologia.

Bernardo Rammazzini inicia el estudio de la pa-
tologia que en el ejercicio profesional puede causar-
se, por lo que puede considerarsele el padre de la
Medicina del Trabajo, dibujando con admirable pre-
cision descripciones clinicas y patoldgicas aun vigen-
tes hoy. De él se conoce su frase famosa y necesaria,
que cita en sus capitulos de intoxicacion por plomo:
«Cuando llegues a la cabecera de tu paciente, pre-
guntale en qué trabaja, para ver si en la busqueda de
su sustento no radica la causa de su mal» (Suarez
Escandoén, 2007).

La Toxicologia se ha desarrollado rapidamente
en los ultimos cien anos, pero su crecimiento expo-
nencial data de la era de la posguerra (después de la
Il Guerra Mundial) cuando se dispara la produccion
de moléculas organicas tales como drogas, pestici-
das y sustancias quimicas de uso industrial. Hacia
1955: el toxicologo estadounidense Arnold Lehman
escribio otro adagio que haria historia en la toxicolo-
gia «Usted también puede ser un toxicélogo en dos
sencillas lecciones, cada una de 10 anos-».
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Lehman y colaboradores formalizaron el progra-
ma experimental de evaluacion de seguridad de ali-
mentos, drogas y cosméticos de los Estados Unidos
en 1955. Este programa se mantuvo vigente hasta
1982 cuando fue actualizado por la Oficina de Ad-
ministracion de Drogas Alimentos de ese pais (Food
and Drug Administration, FDA). La primera revista
cientifica sobre toxicologia (Toxicology and Applied
Pharmacology) fue creada por Coulston, Lehman y
Hayes en los Estados Unidos de América.

En América Latina hay que destacar a Emilio As-
tolfi (1930-1995), médico argentino considerardo
padre de la Toxicologia en nuestro continente. Se
formo en la escuela francesa y fue el pionero, fun-
dador y formador de la primera Catedra de Toxico-
logia en la Facultad de Medicina de la Universidad
de Buenos Aires (Argentina), donde se ofrecen cur-
sos a nivel de pregrado y postgrado de especializa-
cion y maestrias desde hace muchos anos. Fue
maestro, consejero y formador del ilustre profesor
de Toxicologia Dario Cérdoba, de la Universidad de
Antioquia (Colombia).

Waldemar Almeida, médico brasilero pionero de
la Toxicologia en Brasil, fallecido en 1996, hizo gran-
des aportes en el campo de la investigacion y creo la
Catedra de Toxicologia y el Centro de Estudios Toxi-
colégicos en el Instituto Oswaldo Cruz de Rio de
Janeiro (Suarez Escandén, 2007).

El paso del tiempo y el propio desarrollo de la
humanidad trajeron aparejada la necesidad de in-
cluir en la docencia la ciencia de la Toxicologia, pues
se debia entrenar a los médicos en el conocimiento
de estos eventos para poder dar respuesta a los
fendmenos y enfermedades que otras ciencias no
podian. En general, la ensenanza de la Toxicologia
era un apéndice de otras disciplinas, normalmente
de Medicina Legal o de Farmacia, y se imparti6 siem-
pre en estas facultades y con muy breve espacio en
los estudios de Medicina (Gonzalez Pérez y Sainz de
la Pena, 1982).

La Revolucion cientifico-técnica ha provocado un
incremento significativo en el uso de sustancias
quimicas, estimandose que unas noventa mil son co-
mercializadas en la actualidad. A pesar de los indu-
dables beneficios que reportan al hombre, cada vez
existe una mayor preocupacion acerca de sus efec-
tos perjudiciales sobre la salud humana y el medio
ambiente, lo cual resalta la trascendencia de los as-
pectos toxicologicos (Gonzalez Pérez y Sainz de la
Pena, 1982; Pratt, 1991). Los avances alcanzados en
estos ultimos tiempos, sobre todo por la utilizacion
de las mas modernas técnicas analiticas y los proble-
mas originados en Salud Publica por numerosos
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agentes quimicos como consecuencia del desarrollo
industrial y tecnolégico, han permitido que la Toxico-
logia adquiera un contenido y fin propio, especifico
y diferente a otras disciplinas médicas, al que no se
le puede negar el caracter de ciencia individual,
constituyendo ya una auténtica especialidad (Her-
nandez Jerez A., 2002).

La ensenanza de la Toxicologia
en diferentes paises del mundo

En 1834 se cred, en la Facultad de Farmacia de
la Universidad de Paris, una Catedra de Toxicologia,
considerada la primera en el mundo, en 1894 la Fa-
cultad de Farmacia de Buenos Aires cont6 con la pri-
mera Catedra Independiente de Toxicologia y en
1901 la Escuela de Farmacia de Sao Paulo, Brasil, fue
la primera en incluir la docencia de Toxicologia en su
programa, la formacion en Toxicologia durante el si-
glo XX, no estuvo exenta de dificultades, como se pu-
so de manifiesto en la reunién de la Federacion
Mundial de Asociaciones de Centros de Toxicologia
Clinica y de Centros Antitéxicos que se celebro en la
sede de la Organizacion Mundial de la Salud, Gine-
bra, Suiza, los dias 18 y 19 de mayo de 1982 (La en-
senanza de la Toxicologia del siglo XXI, 2001).

En general, la docencia en Toxicologia, es un
apéndice de otras disciplinas, normalmente de Medi-
cina Legal y de Farmacia, situacién esta que ha sido
abordada por diferentes autores. El profesor espanol
Manuel Reppeto ha insistido desde 1983, en que los
programas de pregrado de todas las carreras cientifi-
cas o experimentales, y también en las carreras téc-
nicas en las que se manejen o estudien sustancias
quimicas y sus efectos (Biologia, Bioquimica, Medi-
cina, Farmacia etc.), deben incluir como minimo un
curso de iniciacion a la Toxicologia, que no debe
consistir en el estudio de compuestos toxicos ni en
el aprendizaje de métodos analiticos, sino propor-
cionar una base de conocimientos de la Toxicologia
General, primariamente utiles, con fines preventivos
y posteriormente aplicables a cualquier fenémeno,
en el cual el factor téxico esté involucrado a corto o
a largo plazo (Repetto, 2001 ; Texeira Lopez, 2001).
En 1975 en la Universidad de Salamanca y en 1977
en las de Sevilla y Barcelona, Espana, se desgloso
una asignatura con el nombre de Ampliacién de
Toxicologia, que permitié un abordaje mas general
de la materia. En 1984 un real decreto establecié un
catalogo de las Areas de conocimientos a impartir
en las universidades espanolas y en él aparecia
Toxicologia y Legislacion Sanitaria, que por reso-
lucién de fecha 28 de noviembre de 1996 pasa a
denominarse, por fin, y gracias a los incesantes des-
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velos de la Asociacién Espanola de Toxicologia,
«Area de Toxicologia», sin mas apéndices, lo que per-
mitiria una mejor implantacion de esta materia en
las distintas especialidades. Asi, los nuevos planes
de estudio en este pais contemplan lo siguiente: en
la Especialidad de Farmacia, una asignatura de Toxi-
cologia General de 6 créditos, obligatoria para todos
los alumnos de pregrado, que incluye 40 horas de
teoria y 20 de practica; en la Facultad de Medicina,
junto a Medicina Legal se incluye Toxicologia Foren-
se y Docencia en Toxicologia General y Clinica. Se
ofrece como asignatura optativa en Pregrado y en
los programas de Postgrado, cursos sobre Drogadic-
cion, Toxicologia de los Medicamentos, Toxicologia
de Plaguicidas, Evaluacién de Riesgo, Ecotoxicologia
y otras (La ensenanza de la Toxicologia del siglo XXI,
2001). El American Board of Toxicology, organiza-
cion independiente que radica en Washington, tiene
un sistema de examenes y certificados para acredi-
tar suficientes conocimientos en Toxicologia: En
Europa, durante los anos 90, las asociaciones de
toxicologia han establecido los registros de toxicolo-
gos mediante examenes o cursos, que son publica-
dos en listas, a su vez recogidas por la Asociacion
Internacional EuroTox; el proyecto actual es la reuni-
ficacion en una relaciéon mundial de las distintas
naciones y continentes. Después de varios anos de
preparacion, en el ano 2001 ha comenzado a funci-
nar el Registro Espanol de Toxicélogos, que ya ha
publicado sus listas incluidas en EUROTOX (La en-
sefianza de la Toxicologia del siglo XXI, 2001). En la
Universidad de Concepcion, Chile, se imparte Toxi-
cologia en las licenciaturas de Farmacia y Medicina,
existiendo maestrias en Toxicologia Alimentaria y
Ecotoxicologia para graduados en Ciencias Farma-
céuticas; en Montevideo, Uruguay, existe una amplia
experiencia ya que esta presente como entidad pro-
pia a nivel de pregrado en la Licenciatura de Medi-
cina desde 1980 y como curso de postgrado de tres
anos de duraciéon. En Rosario, Colombia, ademas de
Toxicologia General en la Licenciatura de Medicina,
existe un curso de Especializacion en Toxicologia
Clinica y dos cursos de especializacion en Neuroto-
xicologia y de Urgencias Toxicoldgicas; recientemen-
te se ha ofrecido una revision muy interesante sobre
la evolucion, situaciéon y perspectivas de la ensenan-
za de la Toxicologia en Europa, Latinoamérica, Japéon
y Estados Unidos, donde se puede senalar que por
Europa han colaborado toxicélogos de Alemania,
Holanda, Italia, Portugal y Reino Unido (Suarez Es-
candén, 2007).

En Alemania, la Toxicologia es una disciplina
establecida en los 23 estudios de Medicina, Farma-
cia y Veterinaria, donde los estudiantes de Quimica
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tienen un curso de Toxicologia y los de Biologia de-
ben superar materias de Toxicologia y de Ecotoxi-
cologia; en Holanda existe formacién de Toxicologia
Clinica pero no de Forense; en Italia, la ensenanza
de esta especialidad esta integrada en los programas
de Farmacologia, estando presente en las licenciatu-
ras de Farmacia, Medicina, Veterinaria, asi como
materia opcional en Ciencias Biolégicas; en Portugal
se ha producido un gran desarrollo de la Toxicologia,
que refleja la funcién importante y creciente que
tiene la misma en la sociedad, contabilizandose 16
disciplinas de Toxicologia integradas en formaciéon
universitaria y Pre grado y destacandose entre ellas
la existencia de una rotacioén por Toxicologia Am-
biental de caracter obligatorio en la Licenciatura de
Biologia, existen 11 cursos para Master en postgrado
con formaciéon en Toxicologia, reconociéndose la
escasez de Doctorados en esta especialidad; los
estudios de pregrado en el Reino Unido, Inglaterra,
conducen a un bachillerato en Toxicologia y en Far-
macologia; a nivel de postgrado se ofertan cursos de
Master de uno o dos anos en Toxicologia, Toxico-
logia Experimental, Toxicologia Molecular, Genética,
Forense, Toxicologia Ocupacional etcétera, y en
muchos hospitales se imparten cursos de Toxico-
logia Clinica (Repetto, 2001; Texeira Lopez, 2001).

La ensenanza de la Toxicologia
en la Facultad de Farmacia
de la Universidad Central de Venezuela

La Toxicologia, en la actualidad, esta alcanzando
una gran trascendencia social debido al gran nimero
de sustancias quimicas comercializadas y su posible
impacto sobre la salud publica y ambiental, lo cual
ha conducido al desarrollo de estrategias de evalua-
cion de riesgos con fines normativos (Toxicologia
reguladora). Por otro lado, esta dirigiendo también su
atencion hacia los efectos crénicos por exposiciéon a
bajas concentraciones de sustancias quimicas, donde
la evaluacion de los riesgos toxicos tiene especial re-
levancia en términos de monitorizacion biologica y
epidemiologia molecular (Toxicologia preventiva). En
tercer lugar, la Toxicologia se ha beneficiado en gran
medida de los avances en Biologia molecular y celu-
lar, lo que le ha permitido profundizar mas en los
mecanismos de accién toxica y relacionarse estre-
chamente con la patogenia de enfermedades tumora-
les y neurodegenerativas (Toxicologia mecanicista).
Por ello adquiere gran relevancia la ensenanza de
esta ciencia tanto a nivel de pregrado como de post-
grado en la carrera de Farmacia.

En Venezuela, el primer decreto relacionado a la
ensenanza de la Toxicologia se produce el 24 de
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septiembre de 1883 y se refiere a la obligatoriedad
de ensenar Toxicologia en las facultades de Medici-
na. Posterior a la creaciéon de las facultades de Far-
macia en la Universidad Central de Venezuela (UCV)
y la Universidad de los Andes (ULA), en mayo de
1894, gracias al apoyo brindado a través de la Ley
para los Estudios de Farmacia, la Toxicologia Fo-
rense forma parte del pensum de la carrera de Far-
macia, hasta el presente.

En el siglo XIX se producen diferentes aconteci-
mientos y se destacaron personalidades dedicadas a
la Toxicologia, que marcaron el desarrollo incipiente
de la misma en Venezuela; las noticias extranjeras
publicadas contribuyeron al enriquecimiento cienti-
fico de los estudiosos de la época. La especialidad
se nutre entonces de los adelantos en la Quimica,
Bioquimica, Fisiologia e Higiene.

Con el transcurrir del tiempo, los cambios en la
ensenanza de la Toxicologia en la Facultad de Farma-
cia de la UCV corren paralelos con el desarrollo del
pais y las nuevas tecnologias. Asi, en abril de 1904
las autoridades de la UCV y la ULA decretan el pase
de las facultades de Farmacia a Escuelas, quedando
en este periodo la Toxicologia incluida dentro del eje
curricular como asignatura obligatoria del tercer ano
de la carrera de Farmacia. Para 1912 se establece la
obligatoriedad de realizar trabajos de laboratorio en
toxicologia durante seis meses.

En junio de 1915 se establece en la Ley de Ins-
truccion Superior, que las escuelas de Farmacia for-
men parte de las escuelas que integran las Ciencias
Médicas, se mantiene la Toxicologia y los trabajos de
laboratorio en el pensum y se establece un periodo
de cuatro anos para el estudio de la carrera de
Farmacia.

En julio de 1940, bajo el gobierno del General
Lopez Contreras, se promulga la Ley de Educaciéon y
se produce un enorme progreso en los estudios far-
macéuticos, que incluyen la ampliacién de la en-
senanza de la Toxicologia desde el punto de vista
experimental, con el subsiguiente cambio del nom-
bre de la asignatura obligatoria: Toxicologia y Exper-
ticias Toxicolbgicas. Esta disposicion se ratifica en
1941 con motivo de la reinstalacion de las faculta-
des de farmacia y sirve de base para que oficialmen-
te en 1946 se seleccione a la Facultad de Farmacia
de la UCV, para encargarse de realizar las experticias
toxicologicas legales hasta enero de 1951, fecha a
partir de la cual el Cuerpo Técnico de Policia Judicial
asume estas funciones.

En el ano 1953, la Ley de Universidades incluye en-
tre las facultades universitarias a la Facultad de Far-
macia, en lugar de Facultad de Farmacia y Quimica.
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En el Reglamento de la Facultad de Farmacia
creado el ano 1960 se establece que el pensum de
estudio se distribuye en cinco anos, confiriéndose el
titulo de Farmacéutico, el de Profesional y el de Doc-
tor en Farmacia, mediante el cumplimiento de los
requisitos senalados en dicho Reglamento. Igual-
mente se establece la creacion de las menciones, de
las cuales una debe seleccionarse para cursarla co-
mo obligatoria. Entre ellas se incluye a la de Toxi-
cologia e Higiene Industrial, cuyo funcionamiento se
inicia en octubre de 1961. La Higiene Industrial en la
Salud Ocupacional y la Salud Publica permite el ejer-
cicio de un nuevo campo al Farmacéutico, quien
debe desempenar un papel de primera linea en la
estructuracion y ejecucion de programas destinados
a la prevencion de problemas toxicoldgicos. La Men-
cion incluye asignaturas como la Toxicologia Indus-
trial e Higiene Industrial, dictadas por las Catedras de
Higiene Industrial y Toxicologia Industrial en el nove-
no y décimo semestres de la carrera de Farmacia.
Todas estas innovaciones permitieron la evolucion
de la Toxicologia en Venezuela.

En el ano 1969 se adopta un plan de estudios
por semestre, con un total de diez semestres. Es un
pensum orientado a preparar a los estudiantes que
ejercen en la Facultad de una manera integral. En
ese mismo ano, los miembros de la Catedra de Toxi-
cologia Industrial desarrollan los métodos para ensa-
yos biolégicos de pre-toxicidad a fin de evaluar la
inocuidad de productos y materiales de uso huma-
no. Para el ano 1979 se crea la Catedra de Ensayos
Bioldgicos de Cosméticos, y se desarrolla un progra-
ma basado en ensayos bioldgicos aplicables al con-
trol de inocuidad de los productos cosméticos. Este
programa se ajusta al literal «b» del articulo 80 de las
Normas Sanitarias para la Elaboracién, Importacion,
Exportacion, Almacenamiento y Expendio de Pro-
ductos Cosméticos, cuyo cumplimiento es obligato-
rio para al registro y la autorizacién de los productos
cosméticos.

Nuevos cambios ocurren en el ano 2003, el far-
macéutico debe formar parte de los programas so-
ciales de prevencién y tratamiento de toxicomanias
producidas por la adiccion a drogas licitas e ilicitas, y
tal motivacion logra la creacion de la asignatura elec-
tiva Sociedad y Drogas. Esta asignatura se crea como
parte del convenio UCV-Conacuip, adscrita al Proyecto
Programas de Extension Universitaria. Adicionalmen-
te se incluye en el pensum de la Mencion una pasan-
tia de 240 horas, disenada como un complemento
para las asignaturas tedricas y de laboratorio. Se defi-
ne realizar esta pasantia en laboratorios de toxicolo-
dgia orientados al sector industrial. Es asi como la
Mencion queda conformada por seis materias basi-
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cas: 1) Higiene Industrial y 2) Laboratorio de Higiene
Industrial, cursadas durante el noveno semestre de la
carrera; y la 1) Toxicologia Industrial, 2) Laboratorio
de Toxicologia industrial; 3) Ensayos Biologicos de
Cosméticos, 4) Sociedad y Drogas y 5) Pasantias en la
Industria, durante el tltimo semestre de la carrera de
Farmacia. Estas asignaturas proveen al profesional
farmacéutico herramientas utiles para evaluar los
riesgos que provocan agentes quimicos, fisicos, bio-
légicos y ergonomicos que se presentan en fuentes
especificas del area de trabajo y conocimientos gene-
rales sobre contaminacién ambiental con agentes
quimicos, que pueden incidir en la salud de la pobla-
cion de los diferentes ecosistemas.

Es importante senalar que las asignaturas dicta-
das en la Mencién de Toxicologia e Higiene Industrial
se apoyan en una base legal, nacional e internacio-
nal. Entre las leyes nacionales tenemos la Ley del
Trabajo, que define al trabajador y al patrono y esta-
blece las responsabilidades que ellos contraen; la
Ley Organica de Prevencion, Condiciones y Medio
Ambiente del Trabajo con el correspondiente regla-
mento, la cual establece las condiciones idoneas del
sitio de trabajo para evitar danos a la salud del traba-
jador; la Ley Organica del Ambiente; el Reglamento
de las Condiciones de Higiene y Seguridad en el Tra-
bajo y las Normas Covenin. Con respecto a las nor-
mas y lineamientos internacionales, la mencién de
Toxicologia e Higiene Industrial adopta aquellas nor-
mativas establecidas en los Estados Unidos por el
Instituto Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional
(NIOSH), por el Departamento de Trabajo de Admi-
nistraciéon de la Seguridad y Salud Ocupacional
(OSHA), y por la Conferencia Americana de Higienis-
tas Industrial Gubernamentales (ACGIH).

Docentes destacados en la ensenanza de
la Toxicologia en los estudios de Farmacia
en la Universidad Central de Venezuela

Fueron diversos los docentes que contribuyeron
a la ensenanza de la Toxicologia en la Facultad de
Farmacia de la UCV. Una descripcién cronolégica
destaca en primer lugar al Dr. Julio Velasco Castro
quien ingresa a la Catedra de Toxicologia de la
Facultad de Farmacia de la UCV en 1925, desarro-
llando la docencia hasta su jubilacion en 1948. El
Dr. Velasco realiz6é una Especializacion en Toxicolo-
gia en Estrasburgo en 1926. Fue designado Profesor
Honorario de la Facultad de Farmacia y Decano
durante el periodo comprendido entre los anos
1953 a 1959.

El Dr. Alfredo Sandoval G., de profesion farma-
céutico, pionero en la Toxicologia venezolana y gre-
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mialista, quien entre los anos 1944 y 1962, imparte
sus conocimientos en el area con gran capacidad di-
dactica y pedagogica. Participa en la creacion de la
Mencion Toxicologia e Higiene Industrial. En enero
de 1961 es designado miembro de la Comisioén que
elabora por primera vez el Régimen de Estudios para
la Especializacién en Toxicologia, junto con el Dr.
Julio Velasco C. y el Dr. Solén Suarez. Por primera
vez, la Facultad de Farmacia en el periodo lectivo
1961-1962, realiza este curso de Especializacion,
con la posibilidad de hacerlo extensivo a nivel de
postgrado, en forma exclusiva para farmacéuticos
que hayan terminado sus estudios de 4 anos. Esta
posibilidad no se concreta para la época.

El Dr. Fernando Asuaje ingresa a la Catedra de
Toxicologia Forense en febrero de 1958, una vez
que finaliza su Especializacion en Farmacologia y To-
xicologia en 1957 y en el area de Toxicologia Sani-
tario-Industrial en Francia en el ano 1958. Su aporte
es relevante, ya que en paralelo dirige el Servicio de
Toxicologia de la Policia Técnica Judicial (PTJ) entre
1958-1960. En 1961 funda la Catedra de Toxico-
logia e Higiene Industrial y ese mismo ano realiza
estudios en Toxicologia e Higiene Industrial en In-
vestigacion en Salud Ocupacional en Cincinnati,
EEUU. Se reincorpora como docente de la Catedra
de Toxicologia en 1962, fecha a partir de la cual se
desempena como Profesor a Dedicacion Exclusiva.
En noviembre de 1967 el Dr. Asuaje realiza su ano
sabatico en la Administracion de Drogas y Alimentos
(FDA) en Washington, EEUU, reincorporandose en
noviembre de 1968, ano en que asciende a Profesor
Titular. Es nombrado Jefe de la Catedra de Toxico-
logia Industrial el 17 de marzo de 1971.

En junio de 1973, el Dr. Asuaje es designado di-
rector del Centro de Informacion y Asesoramiento
Toxicologico Dr. Julio Velasco C. En 1975, se incre-
menta a tres horas semanales el numero de horas
de clases de la asignatura Toxicologia e Higiene In-
dustrial y el numero de créditos de la mencién sube
de 12 a 14. Tras integrarse a la Facultad posterior a
su segundo ano sabatico, en septiembre de 1977, el
Dr. Asuaje asume la jefatura de la Catedra de Toxico-
logia e Higiene Industrial y se integra a la Comision
de Seguridad e Higiene del Trabajo. La reestructur-
cion del pensum de estudios de la Facultad de
Farmacia de la UCV iniciado en 1976, da lugar a
modificar la estructura de la Mencion de Toxicologia
e Higiene Industrial. El Dr. Asuaje, jefe de la Catedra
para el momento, tramita la inclusién de nuevas
asignaturas a la Mencion de Toxicologia. En febrero
de 1980 el Consejo de Facultad aprueba la inclusion
en dicha Mencion de las asignaturas de Ecotoxicolo-
gia, Toxicologia Alimentaria y Ensayos Biolégicos de
Vol. 71
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Cosméticos. El 5 de junio de 1980 se designa al Dr.
Asuaje miembro del Comité del Proyecto de Sueros
Antiofidicos y permanece en dicho cargo hasta
marzo de 1983.

El Dr. Asdrubal Larez Albornoz, ingresa a la
Catedra de Toxicologia Forense en septiembre de
1960. Realiza una Especializaciéon en Toxicologia
Técnica y Sanitaria Industrial en Paris y a su regreso,
sus ideas innovadoras lo llevan a la realizacion de un
proyecto en conjunto con el Dr. Siebert Holz integran-
te del Departamento de Toxicologia y Farmacologia,
para la creacion del primer Centro de Investigaciones
de Venenos del pais, cuya creacién es autorizada
por el Consejo Universitario en septiembre de 1964,
inaugurandose en mayo de 1971 el Centro de Ase-
soramiento Toxicolodgico «Dr. Julio Velasco Castro».
En junio de 1980 el Dr. Larez crea la Unidad de Toxi-
cologia Experimental.

La profesora Gladys Romero de Gali ingresa a
la Catedra de Toxicologia Forense en junio de 1963,
bajo la tutoria del Dr. Larez. En septiembre de ese
ano realiza pasantias en Carcinogénesis Quimica en
la Universidad de Rennes, Francia. Asume la jefatu-
ra de la Catedra de Toxicologia Forense durante el
periodo comprendido entre los anos 1968 al 1980.
Entre los anos 1971-1973 dirige el Centro Toxicol6-
gico Julio Velasco C. La Prof. Gladys Romero de Gali
ingresa como docente a la asignatura de Toxicologia
Forense en julio de 1971. Coordina el Laboratorio
de Analisis del Centro Julio Velasco Castro a partir de
junio de 1973 hasta octubre de 1974, cuando se
traslada a la Catedra de Toxicologia e Higiene Indus-
trial. Realiza estudios de Toxicologia de la Reproduc-
cion en 1974. Con el Dr. Manuel Arellano Parra crea
el Centro General de Intoxicaciones en el Hospital
de Coche, en diciembre de 1976. En junio de 1980
inicia sus estudios de cuarto nivel en el area de Toxi-
cologia en Ciencias del Ambiente en la Universidad
de Texas en Houston, EE.UU., donde obtiene el titulo
de Magister Scientiarum; en el area de Toxicologia
(1983). Una vez incorporada a la Catedra de Toxi-
cologia e Higiene Industrial es designada jefe de la
Catedra. Ejerce la direccién de la Comision de Estu-
dios de Postgrado en 1987 y jefe de la Catedra de
Toxicologia e Higiene Industrial y el Laboratorio de
Ecotoxicologia en mayo de 1988 hasta su jubilacion.
Durante el periodo 1984 a 1994 coordina el Servicio
de Analisis Toxicologico (SAaTox) y en el ano 1992
junto con la Dra. Maria Margarita Salazar-Bookaman
implementa la Unidad de Cultivo Celular, ubicada en
el piso 7 de la Facultad de Farmacia.

La Dra. Margarita Salazar-Bookaman, Farma-
céutico, egresada de la mencién de Toxicologia e
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Higiene Industrial en 1964. Realiz6 estudios de cuar-
to nivel en Farmacologia en la Facultad de Farmacia
de la UCV entre los anos 1966 y 1968 y luego obtu-
vo el titulo de Doctor en Farmacologia en Ohio State
University, Ohio, USA. Asume la jefatura de la Ca-
tedra Toxicologia Forense y la Mencion de Toxico-
logia e Higiene Industrial una vez se jubila la Prof.
Romero de Gali hasta el ano 2008, cuando es electa
decana de la Facultad de Farmacia.

El Prof. Diego Pifa ingresa en septiembre de
1975 a la Catedra de Toxicologia Forense. Es desig-
nado Jefe de la Catedra de Toxicologia Forense en
1981 hasta su jubilacion en marzo de 2004. Desde
el ano 1996 hasta el ano 2004 participa como
miembro del Comité de Seguridad Ocupacional de
la Facultad de Farmacia.

La Prof. Magdalena Luizzi ingresa como perso-
nal docente a la Catedra de Toxicologia Forense en
enero de 1979. Asume la Jefatura de la Catedra de
Toxicologia Forense entre los periodos 1991-1993 y
1997-2000. Realiza su ano sabatico en la Universi-
dad Di Pavia en Italia. En mayo de 2003 alcanza el
rango de Profesor Titular y desde 1996 participa
como miembro del Comité de Seguridad Ocupacio-
nal de la Facultad de Farmacia, hasta su jubilacién
en el ano 2006.

La Dra. Luz Orfila realiza en 1985 estudios de
cuarto nivel en la Universidad de Paris VII, donde
obtiene la Maestria en el ano 1987. Posteriormente,
en el ano 1989 obtiene el titulo de Doctor en To-
xicologia Fundamental y Aplicada. En el ano 1994
ingresa como Investigador-Docente a Dedicacion
Exclusiva en el area de Toxicologia, Unidad de Cul-
tivo Celular adscrita al Instituto de Investigaciones
de la Facultad de Farmacia. La Dra. Orfila asume la
jefatura de la Catedra de Toxicologia e Higiene In-
dustrial, y la docencia de la asignatura Ensayos Bio-
légicos de Cosméticos en mayo de 2000.

Ademas de los docentes antes mencionados,
cabe destacar el aporte fundamental a la ensenanza
de la Toxicologia Forense de profesores que ejercie-
ron la docencia en forma temporal, entre los que
destacan la médico América Montes (1991-1996),
especialista Adelaida Matos (1996-1997), José Luis
Campos (1997-2000) y la especialista Marilu Escor-
che (2001-2006). En la Mencién de Toxicologia e
Higiene Industrial, la especialista, Yanira Rosas,
quien se desempena como docente entre 1992-
1995. Posteriormente participan en la docencia las
especialistas Ivonne Le6n (1995-1996; 1997-1998 y
2000-2008), Adelaida Matos (1996-1997), David
Toring (2005-2007) y Gladys Venegas desde 1998
hasta el presente, quien actualmente es jefe del Ser-
vicio de Analisis Toxicologico (SATOX).
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En la actualidad, la Catedra de Toxicologia cuen-
ta con la Especialista Médico Toxicélogo Ligia Pena,
quien tiene una amplia experiencia adquirida en el
Hospital de Coche; la especialista Daniela Pasqua-
latto, también Coordinadora del Centro de Informa-
cion y Asesoramiento Toxicolégico; la Farmacéutica
Geraldine Guerrero y la Becario Académico Maria
Eugenia Pineda, egresada de la Maestria en el Post-
grado de Toxicologia.

Evolucion de la enseinanza de la Toxicologia
a nivel de Especializacion y Maestria

En el ano 1982, a iniciativa de los profesores Dr.
Gianni Pinardi, presidente de la Comision de Estu-
dios de Postgrado de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Central de Venezuela; Dra. Margarita Sa-
lazar, Jefe de Departamento de Asignaturas Biolo-
gicas Aplicadas; el Dr. Diego Pina y el Dr. Fernando
Asuaje Alvarez de Lugo jefes de las Catedras de To-
xicologia Forense y Toxicologia e Higiene Industrial;
la Dra. Gladys Romero de Gali comienza la construc-
cion del Programa de Especializacion en Toxicologia,
basado en programas internacionales ya existentes y
en las necesidades del pais. Esta propuesta fue con-
cebida bajo la integraciéon de recursos humanos y
materiales de la Universidad Central de Venezuela
con base en la infraestructura docente del curso de
Postgrado de Farmacologia, de Ciencias, Ingenieria y
Medicina.

Posteriormente, durante la gestion del Dr. Nelson
Ferrigni, Presidente de la Comision de Estudios de
Postgrado, se designa una Comision bajo la Coordi-
naciéon de la Prof. Romero de Gali conformada por
los profesores Gladys Romero de Gali, Margarita
Salazar-Bookaman, Asdrubal Larez, Julio Pérez y Ra-
fael Campo. Esta comision fue encargada del estu-
dio del Anteproyecto del Postgrado de Toxicologia y
la tramitacién ante las autoridades pertinentes en
julio de 1984.

En octubre de 1984 se designa a la profesora
Gali a formar parte de la Comision de Estudios de
Postgrado y en febrero de 1986, se adscribe a la Uni-
dad de Toxicologia Experimental los servicios de
Analisis Toxicoldgicos (Satox), Despistaje de Drogas
de Abuso que serviran de apoyo al curso de Post-
grado en Toxicologia, y se designa como coordinado-
ra de dicha Unidad a la Prof. Gali.

Luego del estricto cumplimiento de las instan-
cias académicas requeridas por la Facultad de Far-
macia de la Universidad Central de Venezuela,
durante la gestion decanal del Dr. Candido Ordaz fue
aprobado el proyecto del «Curso de Especializacion
en Toxicologia» cuya coordinacién ejerce la Prof.
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Gladys Romero de Gali en conjunto con el primer
Comité Académico, conformado por los profesores
Gladys Romero de Gali, Margarita Salazar, José Do-
mingo Medina, Anita Stern Israel y Trina Colman. En
abril de 1986, durante el ejercicio del Dr. Ferrigni co-
mo director de la Comision de Estudios de Postgrado
(1984-1987), y en cumplimiento con los requisitos
exigidos por el Consejo de Estudios para Graduados,
se aprueba la creacion del Postgrado de Toxicologia.

Es asi como en septiembre de 1986 se abre por
primera vez el curso de Especializacion en Toxico-
logia con seis alumnos, el cual consta de un progra-
ma de 25 unidades de créditos obligatorios y ocho
créditos electivos. Esta especializacion contribuye a
que la Facultad de Farmacia sea pionera en la ense-
nanza de la Toxicologia, permitiendo la formacion
de profesionales capaces de contribuir a la preven-
cion y resolucion de problemas toxicologicos causa-
do por el mal uso de sustancias quimicas, influencia
de agentes fisicos y biologicos que afectan la salud y
el medio ambiente, formacién de asesores de la co-
munidad en entidades publicas y privadas, donde
participa en la elaboraciéon de medidas de preven-
cion, control de intoxicaciones, investigacion epide-
mioldgica y elaboracion de analisis toxicologicos;
cuya formacion le permite a estos especialistas de-
sempenar cargos como: analista, asesor, investiga-
dor, docente y gerente.

Durante los 14 anos de coordinacion académica
de la Prof. Gladys Romero de Gali, se cumple una
importante mision en la formacion de recursos hu-
manos en el area. Producto del esfuerzo egresan
cinco Especialistas en Toxicologia: los farmacéuticos
Ana Franca Abbinante y Rubén Salas en 1992, Da-
niela Pasqualatto en 1996, Yanira Rosas y Adelaida
Matos en 1997.

En junio de 2001, el Consejo de la Facultad de
Farmacia conoce y aprueba el proyecto de Maestria
en Toxicologia. Ese mismo ano, el proyecto es envia-
do al Consejo de Estudios de Postgrado y Consejo
Nacional de Universidades para su consideracion.
Durante el periodo de la gestion en la Direccion de
Postgrado de la Dra. Yarisma de Barbella, se designa
como Coordinadora del Postgrado de Toxicologia a
la Dra. Luz Orfila y el Comité Académico del Post-
grado es conformado por los profesores Jaime Cha-
rris, Trina Colman, Ana Maria Castejon y Gladys
Romero de Gali. Se amplia el ingreso a profesionales
del area de la salud y ademas del ingreso de Farma-
céuticos, se incorporan Bioanalistas, Médicos, Biolo-
gos, Quimicos y Antropologos. En junio de 2002 la
Comision de Estudios de Postgrado de la Facultad de
Farmacia ratifica a la Dra. Orfila como Coordinadora.
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En este periodo egresan la farmacéutica Maria Isabel
Amaro (2000) y los farmacéuticos Jesus Rodriguez y
Carmen Villarroel (2001). La especialista Amaro se
desempena como Farmacéutico I en el SIMET e ingre-
sa como docente en la Catedra de Quimica de Me-
dicamentos (2005-presente). Jesus Rodriguez se
desempena como docente en la asignatura de la
Mencion de la Toxicologia e Higiene Industrial entre
1996-1998, en la Catedra de Toxicologia Forense
entre 2000-2002 y en la asignatura Sociedad y Dro-
gas en 2002.

Durante el ano 2002-2003, la Dra. Beatriz H
Guevara, farmacéutico con Doctorado en Ciencias,
Mencion Farmacologia, asume la coordinacion del
Postgrado de Toxicologia y se designa el nuevo Co-
mité Académico conformado por los Profs. Jaime
Charris, director de Postgrado; Daniela Pasqualatto,
Fatima Torrico y Trina Colman. Durante esta gestion
se establecen metas importantes como estimular a
los estudiantes de la época a culminar sus estudios,
continuar con el apoyo pedagoégico existente, unir
esfuerzos entre diferentes postgrados, continuar
ofreciendo asignaturas electivas (Toxicologia y Toxi-
cologia Ocupacional) y conformar la nueva gene-
racion de relevo de docentes en el area. En este
periodo egresan las farmacéuticas Gladys Venegas,
Ivonne Le6n y Marilu Escorche, profesoras de Toxi-
cologia e Higiene Industrial desde 1997 y ano 2000,
y de Toxicologia Forense, respectivamente, y Carmen
Duque, miembro activo de Sarox desde 1999 y ac-
tualmente estudiante de la Maestria en Toxicologia.

En octubre de 2003 se ratifica a la Dra. Guevara
como Coordinadora del Postgrado de Toxicologia,
quien continta el procedimiento académico y admi-
nistrativo hasta lograr la aprobacion de creacion del
Proyecto de Maestria. La aprobacion y apertura de la
Maestria en Toxicologia se logra en marzo de 2004.
En efecto, la Dra. Aura Teresa Russa, jefe de la Uni-
dad Técnica del Consultivo Nacional de Universi-
dades recomienda la autorizaciéon para la creaciéon y
funcionamiento de la Maestria en Toxicologia, lo
cual es aprobado por el Coordinador Central de
Estudios de Postgrado durante la gestion del Dr. José
Le6n Ramos.

Es importante destacar que de los 12 egresados,
6 han sido incorporados a la docencia del Postgrado
de Toxicologia. Este mismo ano la Comisién de Es-
tudios de Postgrado de la Facultad de Farmacia y el
Consejo de Facultad aprueban modificaciones del
Programa de Neurotoxicologia, asignatura obligato-
ria de la Maestria en Toxicologia.

Se envia a la Comision de Estudios de Postgrado
las Normas Internas de Procedimiento de los Cursos
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de Postgrado de Toxicologia en el ano 2003. Se in-
cluye la asignatura Farmacologia, de pregrado, como
requisito de nivelacién para cursar el Postgrado de
Toxicologia. En los anos 2001 y 2005 se realizan
autoevaluaciones del Postgrado de Toxicologia, si-
guiendo las normativas de la Asociaciéon Universitaria
Iberoamericana de Postgrado, mostrando resultados
muy favorables (80,25/100) que lo catalogan como
«Muy bueno».

Hasta el momento, la Maestria en Toxicologia ha
permitido alcanzar los siguientes objetivos: 1) res-
puesta de profesionales de diferentes ramas del co-
nocimiento universitario para cursar esta Maestria;
2) las politicas de difusién y promocion de la Maes-
tria del postgrado nacional e internacionalmente han
dado sus frutos por la respuesta de profesionales del
interior y exterior de Venezuela interesados en cur-
sar la Maestria; 3) Optimizacion de los contenidos
programaticos; 4) Crecimiento del namero de lineas
de Investigacion ofrecidas a los estudiantes para sus
trabajos de grado; y 5) politicas de control y segui-
miento instituidas en referencia a los lapsos acadé-
micos establecidos.

Uno de los aportes mas importantes en el desa-
rrollo de la Especializacion y la Maestria de Toxico-
logia resulta, sin duda, la posibilidad del desarrollo
en la Facultad de Farmacia de nuevas lineas de inves-
tigacion en el area. El postgrado cuenta con las lineas
de investigacion diversas, en la que destacan el Es-
tudios de Toxinas de venenos de serpientes, escor-
piones, aranas y otros especimenes ponzonosos; la
Toxicologia cardiovascular, la Neurotoxicologia, el
estudio de las alteraciones de la Homeostasis por
Toxinas, la Toxicologia de nuevos compuestos ob-
tenidos por Sintesis, la Clinica de los emponzona-
mientos, la Toxicologia de Productos Naturales, la
Toxicologia ocupacional, el Modelado molecular de
sustancias toéxicas, la Toxicologia de los metales en
las poblaciones de Venezuela, la Toxicologia de la
reproduccion y la Toxicologia de parasitos.
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La resena expuesta nos permite ser optimistas
en las perspectivas de la Toxicologia en Venezuela y
augura para nuestros egresados del Postgrado un
futuro promisorio que les permitira contribuir al con-
tinuo crecimiento y desarrollo de la Toxicologia co-
mo ciencia en nuestro pais.
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Propiedades de flujo de hidroxipropilmetilcelulosa
en formulaciones oftalmicas

Flow properties of hidroxypropylmethylcelullose
for ophtalmic use

IsAaBEL C ANDUEZA'*, GiSELA S AviLA!, DORIs ATTIAS!

Resumen

La adicion de diferentes sustancias poliméricas puede lograr el incremento de la viscosidad en los colirios y mante-
ner por mas tiempo el contacto entre la cornea y la dispersién aplicada. La viscosidad y las propiedades de flujo de
los vehiculos, podria determinar la velocidad de eliminacion y la absorcion ocular de los farmacos. Algunos polime-
ros hidrofilicos pueden ayudar con la estabilidad de la pelicula lagrimal, reducir la velocidad de eliminacion e incre-
mentar la biodisponibilidad, asi como lubricar el ojo y reducir la friccion durante el parpadeo. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la influencia de soluciones amortiguadoras, isotonizantes y agentes de conservacion antimicro-
biana sobre la viscosidad y propiedades de flujo de dispersiones salinas de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), asi
como evaluar su estabilidad frente a la esterilizacion. Para evaluar estos parametros se emple6 un viscosimetro rota-
cional (Canon LV 2000) con adaptador de muestras pequenas a 26 °C. No se observaron diferencias significativas
en cuanto a la viscosidad y comportamiento reolégico frente a las soluciones amortiguadoras acetato de sodio/citra-
to de sodio o borato de sodio/acido bérico. Por otra parte, la adicion de dextrosa o manitol modificé la viscosidad de
las dispersiones. La formulacion que contenia manitol y borato de sodio/ acido borico modifico el flujo de Pseu-
doplastico a Newtoniano. La viscosidad disminuy6 significativamente por la esterilizacion y la adicion de los preser-
vativos cloruro de benzalconio asociado con EDTA o perborato de sodio. La distribucién uniforme de las
formulaciones sobre la superficie ocular se ve favorecida por la viscosidad y el flujo pseudoplastico encontrados. Se
sugiere el empleo de cloruro de sodio como isotonizante ya que no modifica los parametros evaluados. Los agentes
de conservacién antimicrobiana y el proceso de esterilizacion no presentaron influencia sobre el tipo de flujo.

Palabras clave: Viscosidad, comportamiento reolégico, isotonizante, solucibn amortiguadora.

Abstract

The addition of different agents could increase the viscosity of the eye drops dispersions and delay the contact time
between the cornea and the dispersion. The viscosity and the flow properties of the vehicles could determine the
rate of drainage loss and the ocular absorption of drugs. Some hydrophilic polymers, may help to the tear film stabi-
lity, reduce the elimination rate and increase the bioavailability. They also lubricate the eye and reduce the blinking
friction. The objective of this work was to evaluate the viscosity and the flow properties of different ophthalmic
hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) formulations, which could be influenced by buffering agents, isotonizants and
preservatives, as well as their stability during sterilization process. These parameters were determined by a rotational
viscosymeter (Canon LV 2000) for small samples at 26°C. It was observed no significant effect on the viscosity or the
rheological properties by the use of buffer sodium acetate/sodium citrate or sodium borate /boric acid. However, the
addition of dextrose or mannitol altered the dispersions’ viscosity. The formulation containing mannitol and sodium
borate/boric acid showed a change from Pseudoplastic to Newtonian flow profiles. The viscosity was decreased signi-
ficantly by sterilization and preservatives addition, such as benzalkonium chloride with EDTA and sodium perborate.
The uniform distributions of formulations in the ocular surface were favored by the viscosity and the pseudoplastic
flow. We propose that sodium hydrochloride could be used as isotonic agent because it does not modified the eva-
luated parameters. Therefore, antimicrobial agents and sterilization process do not have influence about the flow.

Key words: Viscosity, rheological properties, isotonizant, buffer.
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Introduccion

Los medicamentos destinados para el tratamien-
to de las diferentes afecciones oculares estan intima-
mente relacionados con los productos de aplicacion
tépica. Para convertir un farmaco activo en un medi-
camento oftalmico es necesario, no sélo formular
un producto estable, libre de microorganismos y que
no sea irritante al ojo, sino también hay que conside-
rar la eficacia del producto. Esta no solo depende de
la actividad del principio activo, sino también de su
dosificacion, duracion en el sitio de aplicacion y de
su posible absorcion. Los productos oftalmicos tra-
dicionales (soluciones, suspensiones y ungiientos)
no mantienen el tiempo de contacto suficiente para
combatir las distintas enfermedades oculares, debi-
do a que las barreras anatomicas y fisiolégicas del
ojo hacen que estos productos presenten una baja
biodisponibilidad y poca duracion de la accion debi-
do a su rapida velocidad de eliminacién precorneal,
y esto ultimo puede traer como consecuencia efectos
secundarios sistémicos (Hughes y Mitra, 1993; Nan-
Jjawade y col., 2007).

Los enfoques para el desarrollo de productos of-
talmicos deben incorporar estrategias que mejoren
la biodisponibilidad y reduzcan la absorcion sistémi-
ca con base en los aspectos anatémicos, fisiologicos
y bioquimicos del ojo (Meqi y Deshpande, 2002).

Las nuevas tendencias tecnolégicas van dirigidas
al empleo de farmacos especificos formulados bajo
sistemas de liberacién. De forma general, se podria
entender como sistema de liberacién, cualquier mé-
dulo de administracion capaz de aportar un benefi-
cio biofarmacéutico, farmacocinético o terapéutico
a un farmaco. Estos beneficios se relacionan con un
incremento de la biodisponibilidad del principio acti-
vo, una prolongacioén del tiempo de permanencia en
el organismo o un cambio en su biodistribucion. En
ultimo término, estos beneficios se traducen en una
mejora en la eficacia terapéutica del farmaco y una
reduccion de su toxicidad, garantizando al paciente
medicamentos seguros, efectivos y confiables. Una
de las maneras de modificar la farmacocinética en
los productos oftalmicos tépicos se enfoca principal-
mente en el empleo de polimeros biodegradables
que permitan mantener por mas tiempo la concen-
tracion de farmaco en el sitio de accion (Urtti, 20086).
Un transportador polimérico debe ser capaz de ga-
rantizar la dosis terapéutica, liberar el activo de ma-
nera controlada, tener poder de penetracién y/o
permanecer en el sitio de accién por mas tiempo.
Ademas, debe ser biocompatible, biodegradable y
no toéxico. A su vez, estos polimeros no deben impe-
dir la vision y ser bien tolerados por los pacientes
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(Barbu y col., 20086). Existen polimeros biodegrada-
bles que son capaces de formar hidrogeles, es decir,
se hidratan en agua o en solventes acuosos e indu-
cen una transicion de liquido a gel. Esa transfor-
maciéon produce un incremento de la viscosidad de
las soluciones, mejorando la retencion de los farma-
cos en la superficie corneal. Existen dos tipos de hi-
drogeles: los propiamente dichos y los geles in situ.
Los primeros son aquellos que no sufren modifica-
cion de la viscosidad después de su administracion
ocular. Los ultimos son dispersiones fluidas que pos-
terior a su instilacion se transforman en gel debido a
interacciones fisicoquimicas con el ojo (Nanjawade y
col., 2007).

Se han empleado tres métodos para producir la
transicién de sol a gel: cambios en la temperatura, pH
y composicion electrolitica (Moorhouse y col., 1981;
Miller y Donovan, 1982; Gurny y col., 1985; Nanja-
wade y col., 2007).

Los polimeros que gelifican por efecto de la tem-
peratura (de interés en este trabajo de investigacion)
son aquellos que forman dispersiones liquidas a
temperaturas entre 20°y 25 °Cy tienen la capacidad
de transformarse en gel, cuando estan en contacto
con los fluidos corporales, debido al incremento de
la temperatura (35°- 37 °C). Entre ellos se pueden ci-
tar los poloxamer, derivados de celulosa (hidroxipro-
pilmetilcelulosa, HPMC) y el xyloglucan (Hoffman y
col., 1986; Nanjawade y col., 2007).

Algunos hidrogeles, como la hidroxipropilmetil-
celulosa (HPMC), contribuyen a la estabilidad de la
pelicula lagrimal y disminuyen la velocidad de elimi-
nacion, incrementando asi la biodisponibilidad de
los ingredientes activos. Ellos también contribuyen a
la lubricacién y disminucion de la friccion durante el
parpadeo; es por ello que son empleados como sus-
titutos de las lagrimas naturales en la terapia del ojo
seco (Maltese y col., 2006).

En trabajos anteriores (Andueza y col., 2006) se
ha demostrado que las caracteristicas de las pelicu-
las formadas por dispersiones de HPMC a diferentes
temperaturas, exhiben peliculas uniformes y conti-
nuas. La presencia de dextrosa mantiene por mas
tiempo al polimero bajo la forma de gel uniforme,
compacto, flexible, con buena adherencia y facil se-
paracion; a su vez, protege a la HPMC de la deshidra-
tacion, favoreciendo asi la humectacion.

Por otra parte, para reducir el traumatismo de los
tejidos en aquellos pacientes que son sometidos a
cirugia intraocular, se emplean durante la misma,
productos conocidos como viscoelasticos, constitui-
dos por derivados de celulosa, como la HPMC, que
proporcionan una barrera fisica protectora entre el
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tejido ocular y los instrumentos quirtirgicos emplea-
dos durante la intervencion (esta técnica recibe el
nombre de viscocirugia) (Maltese y col., 2006).

Hui y Robinson (1985) demostraron que la biodis-
ponibilidad ocular puede ser mejorada con polime-
ros bioadhesivos. Saettone y colaboradores (1989)
senalaron que los polimeros solubles mucoadhesivos
incrementan la absorcion ocular. La bioadhesién (y
mucoadhesién) es un proceso en el cual macromolé-
culas sintéticas y naturales son capaces de adherirse
al sistema mucosal del organismo. Si un material con
estas caracteristicas se incorpora en una formula-
cion, podria mejorar la absorciéon del farmaco o pro-
longar la liberacion en el sitio de aplicacion (Woodley,
2001). Se ha demostrado que la HPMC presenta pro-
piedades bioadhesivas (Henriksen y col., 1996; Dyvik
y Graffner, 1992), siendo de interés para su estudio
en superficies mucosales como el ojo. Este polimero
se ha empleado en muchos sistemas de liberaciéon
controlada, como es el caso de un inserto nasal con
HPMC (Mclnnes y col., 2005).

Ademas, Patton y Robinson (1975) llegaron a la
conclusién de que las propiedades de flujo de los
vehiculos y sus viscosidades determinan el efecto
sobre el drenaje y la absorcion ocular de los farma-
cos (Edsman y col., 1998). Es por ello que el empleo
de polimeros como viscosantes y modificadores reo-
légicos de las formulaciones oftalmicas hidrofilicas
puede influir en la distribucién de un farmaco oftal-
mico en la superficie corneal, asi como en su patréon
de retencion y eliminacion. Andueza y col. (2000b)
han demostrado el comportamiento pseudoplastico
de diferentes dispersiones de HPMC al 2% 4000 cps.
El comportamiento reolégico de las dispersiones
oftalmicas no se debe estudiar de forma aislada, y se
debe relacionar con los componentes de la férmula,
asi como con las interacciones biologicas y quimicas
en el sitio de aplicacion.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la influen-
cia de soluciones amortiguadoras, isotonizantes y
agentes de conservacion antimicrobiana sobre la vis-
cosidad y las propiedades de flujo de dispersiones
salinas de HPMC, asi como su estabilidad frente a la
esterilizacion.

Materiales y métodos

Las formulaciones oftalmicas se elaboraron por
triplicado empleando diferentes concentraciones de
HPMC 4000 cps en soluciones acuosas y aplicando
el método caliente/frio, recomendado en el ensayo
de viscosidad de la HPMC por la USP 30 (2007), y en
Anduezay col. (2000a).
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DispERSIONES DE HPMC AL 2%.
FORMULACION PARA VISCOCIRUGIA

Se procedi6 a disolver los componentes de las
féormulas numeros 1 (Tabla I), previamente pesados
en una balanza analitica Mettler AJ 150 DL, en orden
creciente de solubilidad, en el volumen total de agua
recientemente destilada disponible para preparar
una dispersion isotonica de HPMC al 2% (Anduezay
col., 2006 y 2008). Para la incorporacién del polime-
ro, se empleo el método ya reportado (Andueza y
col., 2000a, 2002 y 2006). De la misma manera se
elaboraron dispersiones de HPMC al 0,5 % y 2% en
agua destilada a fin de comparar los resultados.

DisPERSIONES DE HPMC AL 0,5%.
FORMULACION PARA HIPOSECRECION LAGRIMAL

Se elaboraron formulaciones de HPMC al 0,5%
con los componentes salinos (cloruro de calcio, clo-
ruro de magnesio, cloruro de potasio), soluciones
amortiguadoras (acetato de sodio/citrato de sodio o
acido boérico/borato de sodio) para alcanzar un pH
de 7,2 £ 0,2 e isotonizantes (cloruro de sodio, dex-
trosa o manitol) (Tabla I), formulas nimeros 1y 2 (A,
B, C) siguiendo la técnica de Andueza y col., 2006.
Posteriormente se elaboraron dos formulaciones de
HPMC al 0,5% constituidas por componentes sali-
nos, acido bérico/borato de sodio, cloruro de sodio
y un agente de conservacion antimicrobiana (perbo-
rato de sodio o cloruro de benzalconio con EDTA)
(Tabla I), férmulas 3A y 3B (Andueza y col., 2006).
Estas dos ultimas formulaciones se prepararon y se
sometieron a esterilizacion de la siguiente manera:

Se procedi6 a elaborar dispersiones de HPMC al
2% en agua desmineralizada (dispersion concentra-
da), siguiendo el método de la USP 30 (2007) para el
ensayo de viscosidad de la HPMC, y se esterilizé por
autoclave a 120 °C durante 15 minutos. Posterior-
mente, se prosiguio con la elaboracion de las solucio-
nes diluentes estériles, disolviendo cada uno de sus
componentes en orden creciente de solubilidad, em-
pleando agua desmineralizada y una balanza analiti-
ca Mettler AJ 150 DL. Seguido de ello se realiz6 una
prefiltracibn con membrana Millipore de 0,5 pm, con
posterior filtracion esterilizante en membrana Milli-
pore de 0,20 ym y bajo campana de flujo unidirec-
cional horizontal. En esa misma area, y cumpliendo
con las buenas practicas de manufactura para estos
productos, se procedié a mezclar porciones de la dis-
persion concentrada de HPMC al 2% con cada una de
las soluciones diluentes estériles, para obtener dos
formulaciones de lagrimas artificiales con la concen-
tracion final deseada de HPMC igual al 0,5%. Para
finalizar, se envasaron en frascos goteros de vidrio
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Tabla I
Composicién cualitativa de las formulaciones de HPMC

Férmulas 1A 1B 1C 1D

Ingredientes

2A 2B 2C 2D 3A 3B

Componentes
salinos* X X X X

>
>
>
>

Acetato de sodio

Citrato de sodio X X X X

Acido bérico

Borato de sodio

>
>
>
byl
>
>

Cloruro de sodio X

Dextrosa anhidra X

Manitol anhidro X

Cloruro de
benzalconio +
EDTA

Perborato de sodio
tetrahidratado

* Cloruro de calcio, cloruro de magnesio, cloruro de potasio.

color ambar de 30 mL, previamente lavados y esteri-
lizados (Anduezay col., 2008).

VISCOSIDAD Y COMPORTAMIENTO REOLOGICO

A todas las dispersiones en estudio se les deter-
mino la viscosidad y el comportamiento reologico a
temperatura ambiente 26 + 1 °C, en un viscosimetro
rotacional Cannon LV 2000, con adaptador de mues-
tras pequenas. Se emplearon las agujas N° 5 6 6; las
velocidades fueron 0,3-0,6-1,5-3-6-12-30-60 r.p.m.
Se realizaron las lecturas en sentido creciente y de-
creciente y los valores promedio obtenidos se expre-
saron en fuerza de corte (centipoise por velocidad) o
en centipoises (Fresno, 1993). Para la evaluacion de
los parametros reolégicos es muy importante consi-
derar que todas las determinaciones de las dispersio-
nes no esterilizadas se realizaron 24 horas después
de su elaboraciéon (Andueza y col., 2000), mientras
que las determinaciones de las dispersiones someti-
das al proceso de esterilizacion fueron después de
72 horas (Anduezay col., 2002).

Las viscosidades de las formulaciones estériles
de HPMC al 0,5% se realizaron a diferentes tiempos:
to (24 horas después de someterse a esterilizacion),
t; (un mes), t, (dos meses).

El comportamiento reolégico se evalud segun la
prueba de t de comparacion de pendientes, con un
nivel de confianza del 99%.
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Resultados y discusion

Las dispersiones de HPMC en agua presentaron
reogramas correspondientes a flujos pseudoplasti-
cos, donde la viscosidad de las dispersiones dismi-
nuye con el incremento de la velocidad de cizalla,
como se observa en las figuras 1 y 2. Los valores de
viscosidad obtenidos a diferentes velocidades en
sentido creciente y decreciente se promediaron, ya
que no se observoé en ninguno de los reogramas eva-
luados, diferencia significativa entre ambas curvas.
Estas dispersiones presentaron un indice de pseudo-
plasticidad cercano a uno, lo que se interpreta como
un comportamiento ligeramente pseudoplastico, evi-
denciandose principalmente en la dispersion de
HPMC al 0,5%.

Viscosidad (cps)

6000
’\’\‘\0

5750,
55001
5250
5000
4750,
4500/
4250,
4000

0 1 2 3 4 5 6

Velocidad (rpm)

Figura 1. Reograma de la dispersién de HPMC al 2%, a 26 °C
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Viscosidad (cps)
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Figura 2. Reograma de la dispersién de HPMC al 0,5%, a
26 °C

Este tipo de flujo facilita la distribucion unifor-
me de la dispersién en la cdrnea durante el parpa-
deo, disminuyendo la evaporacién de la lagrima,
asegurando la completa humectacion de toda la
superficie y, por lo tanto, una disminucion de la
resequedad ocular.

Por otra parte, para la administracion bajo la for-
ma de colirio se recomienda un rango de viscosidad
entre 15-25 cps (Ansel y col., 1999), o que no exce-
da de 50 cps (Desai y Blanchardi, 1995); la concen-
tracion de 0,5% de HPMC cumplié con este requisito
y es por ello que se selecciond para la evaluacion de
la viscosidad y propiedades de flujo de las formula-
ciones oftalmicas topicas (Andueza y col., 2006).
Este parametro fisico tiene una gran importancia en
el estudio de los procesos dinamicos precorneales,
asi como es un elemento primordial en el desarrollo
de nuevas formulaciones tépicas como sistemas de
liberacion.

En los productos viscoelasticos para cirugia
intraocular, la viscosidad es muy superior (4000 +
2000 cps) (Fechner, 1985) y su aplicacion es por in-
yeccion. El comportamiento pseudoplastico de la dis-
persion de HPMC al 2% favorece su administracion ya
que, al aplicar una fuerza manual a través del émbolo
de la inyectadora, la dispersion se hace mas fluida,
es decir, disminuye su resistencia a fluir debido a la
fuerza aplicada y una vez en reposo en el tejido co-
rrespondiente, su viscosidad aumenta nuevamente y
ejerce su efecto protector.

La presencia de distintas soluciones amortigua-
doras en las dispersiones salinas de HPMC al 0,5%,
correspondientes a las formulas 1A y 2A, no influyo
sobre el flujo pseudoplastico encontrado. Como se
puede observar, la pendiente de la recta de fuerza
de corte contra velocidad disminuy6 con el aumento
de la velocidad. Esto se puede interpretar en la
Figura 3, donde se grafic6 un comportamiento new-
toniano hipotético para esta dispersion, a fin de
visualizar mejor la variaciéon de las pendientes como
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consecuencia de la disminucién de la viscosidad
(viscosidad = Fuerza de corte/rpm), en funcién del
aumento de la velocidad.

Fuerza de Corte (cps x rpm)
3500

3000

2500
—O0—Agua
- 43 -Form. 1A

—A—Form. 2A
— ——— Newtoniano

2000 |

1500 -

1000

500 -

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Velocidad (rpm)

Figura 3. Reogramas de HPMC al 0,5% en agua, formulas 1A
y 2A,a26°C

Como se puede ver en la misma figura, las tres
rectas resultantes (féormulas 1A, 2A 'y en agua) son si-
milares, por lo que la presencia de los componentes
incorporados en esas dispersiones (Tabla I) no afec-
té la viscosidad ni el comportamiento reolégico.
Esto nos permite ofrecer alternativas en la incorpora-
cion de soluciones reguladoras de pH, tomando en
consideracion que en estudios anteriores se ha re-
portado una buena estabilidad en dispersiones visco-
elasticas de HPMC al 2% con acetato de sodio/citrato
de sodio (férmula 1A) (Andueza y col., 2004). Estu-
dios futuros permitiran evaluar la capacidad tampén
de estas mezclas amortiguadoras para establecer la
féormula de HPMC al 0,5% mas adecuada.

Es importante destacar que para la concentra-
cion al 2%, la viscosidad que proporciona el polime-
ro, es recomendada en viscocirugias; por otra parte,
no se evaluo la solucion amortiguadora de acido
boérico/borato de sodio ni los preservantes ya que,
éstos no se deben incorporar en dichas prepaciones
pues ocasionan efectos téxicos sobre las células of-
talmicas internas.

En cuanto al comportamiento de los agentes iso-
tonizantes, la presencia de la dextrosa o manitol
proporciona una disminucién de la viscosidad de la
dispersion de HPMC al 2% en las formulas N° 1. Este
comportamiento podria relacionarse con la forma-
ciéon de los enlaces isotonizante: agua, previo a la
hidratacién del polimero, ya que como se puede re-
cordar, para esta concentracion de HPMC primero
se forma una solucién con todos los componentes
y luego se hidrata el polimero con ella. La interac-
cion de estos aztlicares previamente disueltos con el
polimero, no permitié que éste alcanzara su total
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viscosidad (Martin, 1993) (Figura 4). Es sabido, que
los derivados de celulosa tienen como estructura ba-
se la molécula de glucosa y el manitol contiene en
su estructura grupos polihidroxilados que podrian in-
teractuar con el polimero en el momento de su hi-
dratacion (Martin, 1993). Este hallazgo pareciera ser
dependiente de la concentracion del HPMC y de la
técnica de manufactura, ya que en la dispersién al
0,5% no se observo esta disminucion de la viscosi-
dad, por el contrario, al hidratar previamente el po-
limero en agua con posterior dilucion al 0,5% en la
solucion de los componentes, se observd un aumen-
to de la viscosidad en presencia de estos carbohi-
dratos (Figura 5).

Fuerza de Corte (cps x rpm)
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Figura 4. Reogramas de HPMC al 2% en las férmulas
N°1,a26°C
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Figura 5. Reogramas de HPMC al 0,5% en la férmulas N° 1, a
26 °C

La influencia de los isotonizantes dextrosa o ma-
nitol, sobre la solucién de sales con acido boérico/
borato de sodio (férmulas N° 2), también evidencio6
un aumento de la viscosidad (Figura 6). La presencia
del manitol, adicionalmente, modifico el tipo de flujo
de pseudoplastico a newtoniano, puesto que no
hubo variacion en funcién de la velocidad aplicada.
Este comportamiento no es deseado ya que las lagri-
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mas naturales presentan flujo pseudoplastico, el
cual tiene menor resistencia al parpadeo para una
mejor distribucién sobre la superficie ocular.
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Figura 6. Reogramas de HPMC al 0,5% en las férmulas N° 2, a
26 °C

La presencia de los agentes de conservacion an-
timicrobiana (férmulas 3) no modificé el comporta-
miento reoldgico de las dispersiones de HPMC al
0.5% (Figura 7). Sin embargo se observo una dismi-
nucion en los valores de viscosidad (fuerza de cor-
te/rpm), que se ve mas pronunciada en presencia de
perborato de sodio (férmula 3B).
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Figura 7. Reogramas de HPMC al 0,5% en las férmulas 2A,
3Ay 3B, a 26 °C

La influencia del proceso de esterilizacion sobre
la HPMC al 0,5% en las formulas 3A y 3B, indicé una
disminucién de la viscosidad en funcién del tiempo
(Figuras 8 y 9), cosa que no ocurrié con la HPMC al
2% en la formulacién 1A estéril, la cual mantuvo su
completa hidratacién, maxima viscosidad y compor-
tamiento pseudoplastico hasta 4 meses después de
su esterilizacion (Andueza y col., 2004).
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Figura 9. Reograma de HPMC al 0,5% en las f6rmulas 3B
(antes y después de esterilizar), a 26 °C y diferentes tiempos

Por otra parte, es importante resaltar que las pen-
dientes entre las rectas de cada férmula evaluada no
presentaron diferencias significativas segun la apli-
cacioéon de la prueba de t de comparacién de pen-
dientes, con 99% de exactitud, lo que ratifica no
variacion del flujo pseudoplastico.

Conclusiones

El reparto uniforme de las formulaciones en el
sitio de aplicacion se ve favorecido por el flujo pseu-
doplastico que, junto con la viscosidad, puede in-
fluir en la distribucién de un farmaco en la superficie
ocular, asi como en su patrén de retencién y elimina-
cion. Se sugiere el empleo de cloruro de sodio como
isotonizante ya que no modifica las propiedades de
flujo y viscosidad en las dispersiones de HPMC eva-
luadas. Sin embargo, los agentes de conservacion
antimicrobiana y el proceso de esterilizaciéon em-
pleando una concentracién de 0,5% de HPMC afec-
tan la viscosidad, no asi el tipo de flujo; por lo que
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se sugiere continuar evaluando la influencia de dife-
rentes agentes conservantes, la interaccion entre los
componentes de la formulacion y el proceso de ma-
nufactura sobre los parametros antes evaluados.
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Regulacion del equilibrio hidromineral
por el sistema renina angiotensina cerebral:
papel de las especies reactivas de oxigeno

Renin angiotensin system in the regulation hydromineral
metabolism: role or the reactive oxigen species

MAIDER VARELA, JORGE ARZOLA, SARA DE JESUS Y ANITA ISRAEL

Resumen

La administracién central de angiotensina II (ANG II) aumenta la excrecion urinaria de sodio y potasio y disminuye el
volumen urinario. Se ha reportado que las especies reactivas de oxigeno (EROs), producto de la estimulacién de la
NAD(P)H oxidasa, median las acciones periféricas de la ANG Il y forman parte de la fisiopatologia de las enfermeda-
des neurodegenerativas, sin embargo se conoce poco acerca de su participacion en la regulacién del balance hidro-
mineral mediada por la ANG II en el sistema nervioso central (SNC). Con el fin de estudiar el papel de las EROs en el
metabolismo hidromineral mediado por la ANG II cerebral, se disenaron experimentos en los que se interrumpe la
cascada de senalizacion de la NAD(P)H oxidasa mediante el uso de antagonistas selectivos. La administracién intra-
cerebroventicular (ICV) de ANG II en ratas produjo una disminucion del volumen urinario a la hora, y un aumento en
la excrecion urinaria de sodio y potasio durante el periodo de las seis horas de recoleccion. La administracion de un
inhibidor de la NAD(P)H oxidasa, la apocinina (APO), de un mimético de la super6xido dismutasa, el tempol (TEM), y
de un inhibidor de la proteina kinasa C, la cheleritrina (CHE), revirtieron el efecto natriurético y kaliurético de la ANG
II-ICV y no afectaron significativamente la antidiuresis. Estos resultados proporcionan evidencia que apoya el con-
cepto de la participacion de las EROs en la senalizacién de la ANG II en la funcién de la regulacion del balance hidro-
mineral central.

Palabras clave: Angiotensina II, natriuresis, apocinina, cheleritrina, tempol.

Abstract

Central administration of angiotensin II (Ang II) is known to reduce urinary volume and to increase sodium and potas-
sium excretion. Recently, a novel signaling mechanism for Ang Il in the periphery has been shown to involve NAD(P)H
oxidase-derived reactive oxigen species (ROS), which are important intracellular messengers of many physiological
and pathological effects of circulating Ang II, and are best known for their role in the pathogenesis of primary neuro-
degenerative diseases. However, the precise pathways and signaling mechanisms used by Ang Il in the brain are in-
completely understood. In order to establish the involvement of ROS in central Ang II-dependent antidiuresis,
natriuresis and kaliuresis, we examined the effect of a selective NAD(P)H oxidase inhibitor, apocynin, the SOD mimetic,
tempol, and the protein kinase C (PKC) inhibitor, chelerythrine. Intracerebroventricular administration of Ang II to cons-
cious hydrated rats resulted in a significant decrease in urinary volume; and an increased sodium and potassium
excretion during the 6-hour period of urine collection. Interference with the NAD(P)H oxidase signaling by central admi-
nistration of apocynin, tempol or chelerythrine, blunted the natriuretic and kaliuretic effect induced by central ad-
ministration of Ang II, without affecting its antidiuretic action. These studies demonstrate that increases of urinary
sodium and potassium excretion elicited by IVT-Ang Il are mediated by NAD(P)H-oxidase-dependent production of
superoxide and PKC activation.

Key words: Angiotensin II, natriuresis, apocynin, chelerythrine, tempol.
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Introduccion

El sistema renina-angiotensina (SRA) ejerce un
papel importante en la regulacion de la actividad sim-
patica, la presion arterial y el balance hidromineral
(Averill y col., 2000; Seltzer y col., 2004). La admi-
nistraciéon central de angiotensina II (ANG II) produce
aumento de la presion arterial, de la liberacion de
vasopresina, de la ingesta de agua y sal, de la excre-
Cion urinaria de sodio y potasio, y disminuye el volu-
men urinario y los niveles plasmaticos de sodio.

El mecanismo de senalizacion de la ANG II en el
cerebro no ha sido esclarecido hasta el presente; sin
embargo se sabe que las especies reactivas de oxige-
no (EROs) son mediadores celulares importantes en
muchos de sus efectos fisiologicos y patologicos. Las
EROs, tales como el superoxido y el peréxido de hi-
drégeno, son moléculas derivadas de la reduccion del
oxigeno que, en oportunidades, actian como segun-
dos mensajeros en diversos tipos celulares, entre las
que se encuentran las células cardiovasculares. Las
EROs tienen varios origenes, aparte de la sintesis mi-
tocondrial, son producidas por enzimas tales como la
xantina oxidasa, la lipooxigenasa, la ciclooxigenasa,
la sintasa del 6xido nitrico y la NAD(P)H oxidasa.

El metabolismo de las EROs esta coordinado por
diversas enzimas antioxidantes tales como la supe-
roxido dismutasa que, mediante la dismutacion de
dos moléculas de superéxido, produce peroxido de
hidrégeno, una ERO mas estable, y que a su vez es
convertido en agua por la accion de la catalasa y la
glutation peroxidasa.

Las EROs son producidas como respuesta a mul-
tiples estimulos tales como hormonas, citokinas,
cambios en la osmolaridad, factores de crecimiento,
entre otros, mediante la estimulacion de diversos
receptores de membrana capaces de activar Kinasas
intracelulares promoviendo respuestas como la in-
flamacion, la diferenciacién y el crecimiento. Siendo
consideradas mensajeros intracelulares, activan fac-
tores de transcripcion que tienen multiples funcio-
nes en la fisiologia y fisiopatologia de las células
vasculares.

La evidencia reciente establece una relacion
entre la ANG Il y la produccién de EROs en diferentes
patologias de tipo cardiovascular. Asi, estudios en
células de aorta aisladas de ratas Sprague-Dawley
revelan que las EROs provenientes de la NAD(P)H oxi-
dasa median la hipertrofia del musculo liso vascular
y la hipertension arterial inducida por ANG II. De
igual forma, la infusion de ANG II causa disfuncion
endotelial, por el incremento de la actividad de la
NAD(P)H oxidasa y con el consiguiente aumento de
la produccién del anion superoxido. El mecanismo
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por el cual la ANG II ejerce estos efectos no se en-
cuentra claro, sin embargo se sabe que la activaciéon
de la proteina kinasa C, de la tirosina kinasa y la pro-
duccion de fosfatidilinositol-3-kinasa se encuentran
involucradas. Igualmente, se ha demostrado que la
ANG II produce un aumento de la expresion de las
subunidades que integran a la NAD(P)H oxidasa co-
mo lo son la p22phox, nox1, nox4, y gp91phox, asi
como un incremento significativo de la actividad de
la proteina kinasa C (PKC) (Mollnau y col., 2002).

Existe evidencia que indica la presencia de los
componentes de la NAD(P)H oxidasa en el sistema
nervioso central (SNC), especificamente se ha repor-
tado en células en cultivo del SNC (Suzukawa y col.,
2000), y algunas de las subunidades han sido localiza-
das en el cerebro de roedores (Serrano y col., 2003).
Aun mas, se ha descrito actividad de la NAD(P)H oxi-
dasa en areas selectas del SNC que participan en la
regulacion de la funcién cardiovascular, el eflujo
simpatico, el equilibrio hidromineral y la funcion
neuroendocrina como lo son el érgano subfornical
(OSF), el nucleo del tracto solitario, la regién ventro-
lateral rostral del bulbo y el hipotalamo (Chan y col.,
2005; Erdés y col., 2006; Wang y col., 2004; Zim-
merman y col., 2004).

Se ha sugerido que el superéxido derivado de
la NAD(P)H oxidasa en el SNC cumple un papel en la
apoptosis neuronal, en la isquemia por accidente ce-
rebrovascular y en las enfermedades degenerativas
como el Parkinson y el Alzheimer (Tammariello y col.,
2000; Walter y col., 1997; Floyd, 1999). Sin embar-
go, ademas de su papel en los procesos fisiopatologi-
cos, las EROs producidas a bajas concentraciones se
encuentran implicadas en los procesos fisiolégicos
del SNC, especialmente en las funciones mediadas
por la angiotensina II, como son la regulacién cardio-
vascular, la ingesta de agua y la estimulacién simpa-
toexcitatoria (Leiter y col., 2005; Erdds y col., 2006;
Gao y col., 2004; Zimmermman y col., 2004).

Asi, se sabe que ciertas acciones centrales de la
ANG II producen la liberacion de norepinefrina des-
de neuronas catecolaminérgicas por un incremento
de la actividad eléctrica. Se ha sugerido la participa-
cion del anién superéxido como una molécula sena-
lizadora a nivel intracelular en la modulacién de la
actividad nerviosa simpatica por parte de la ANG II.
En efecto, se demostré que la transfeccion de un ade-
novirus codificado para la Cu/Zn superéxido dismu-
tasa reduce la simpatoexcitacion en ratones con
infarto al miocardio crénico, indicando que la esti-
mulacion del receptor AT, con la ANG II activa el
eflujo simpatico por estimulacién de la NAD(P)H oxi-
dasa y la produccion de las EROs (Lindley y col.,
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2004). De igual forma, se demostr6é que la adminis-
tracion intracerebroventricular de ANG Il incrementa
la actividad simpatica renal en conejos sanos y en
mayor proporcion, en los que se les ha inducido in-
farto al miocardio experimental e insuficiencia car-
diaca crénica. Este incremento del eflujo simpatico
estuvo asociado con un aumento de la produccion
de EROs en el area rostro-ventrolateral del bulbo y
ambos efectos fueron bloqueados con el tratamien-
to ICV con un antagonista del receptor AT, como el
losartan, un SOD mimético como el tempol y un blo-
queante de la NAD(P)H oxidasa, la apocinina (Gao y
col., 2004). Estos hallazgos indican que el eflujo
simpatico y la simpatoexcitacién en la insuficiencia
cardiaca crénica se encuentran mediados por la ANG
II, el receptor AT, y las EROs.

La evidencia reciente muestra que el incremento
de la presion arterial y la disminucién de la frecuen-
cia cardiaca inducida por la administracion central de
ANGQ II, son bloqueados cuando se sobre-expresa la
superoxido dismutasa o se administra por via intra-
cerebroventricular (ICV) un inhibidor de la NAD(P)H
oxidasa (Erdos y col., 2006). Aun mas, Lindley y col.
(2004) han sugerido que las EROs median la senali-
zacion de la ANG II en el cerebro, y establecen la
relacion entre dicha cascada y el desarrollo de insu-
ficiencia cardiaca por infarto al miocardio. Efectiva-
mente, mediante técnicas inmunohistoquimicas
para detectar la induccion de la familia de c-fos,
FosB, Fral y Fra2, se demostr6 que las neuronas de
los nticleos paraventricular y supradptico son croni-
camente activadas durante el desarrollo de la insufi-
ciencia cardiaca, siendo el anion superoxido el que
conduce la cascada senalizadora (Lindley y col.,
2004). Adicionalmente, se ha demostrado que el in-
cremento de la presion arterial inducido por la infu-
sion crénica de ANG Il se asocia con la elevacion de
los niveles del anidn superoxido en el OSF, una es-
tructura circunventricular localizada fuera de la ba-
rrera hematoencefalica y rica en receptores AT;. La
transfeccion viral selectiva de la superéxido dismuta-
sa al OSF previno el desarrollo de la hipertension y
de la elevacion de la produccion del anién supero-
xido, lo que demuestra que el incremento de la pro-
duccioén intracelular del aniéon superéxido en el OSF
es critico en la desarrollo de la hipertension induci-
da por ANG II (Zimmerman y col., 2004).

Esta evidencia experimental proporciona una
base para la comprension del papel de las EROs
como segundos mensajeros en los procesos fisiolo-
gicos del cerebro y en la regulacion de la funcién car-
diovascular; sin embargo se conoce muy poco sobre
el papel de los mecanismos redox en el metabolis-
mo hidromineral mediado por el sistema renina-
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angiotensina central. Por esta razén examinamos el
papel de la cascada de senalizacién dependiente de
la NAD(P)H oxidasa en la respuesta natriurética,
kaliurética y antidiurética inducida por la administra-
cién central de ANG II, utilizando para ello un inhibi-
dor selectivo de la NAD(P)H oxidasa, la apocinina, un
mimético de la superéxido dismutasa, el 4-hidroxi-
2,2,6,6-tetrametilpiperidina 1-oxil (tempol), y un inhi-
bidor de la proteina kinasa C (PKC), la cheleritrina.

Materiales y métodos
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-
Dawley, de 200 a 250 gramos de peso corporal pro-
cedentes del Bioterio del Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel”, las cuales fueron manteni-
das con agua y alimento estandar para animales de
laboratorio (Ratarina®) ad libitum. Todos los proce-
dimientos fueron aprobados por el Comité de Bio-
terio de la Facultad de Farmacia, Universidad Central
de Venezuela.

CANULACION INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV)

Los animales fueron canulados, bajo anestesia
con pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.), mediante
el uso de un aparato estereotaxico (David Kopf Instru-
ments®), para lo cual se coloco una aguja hipodérmi-
ca de 20 GA, de 4 mm de longitud en el ventriculo
lateral izquierdo, a 1 mm caudal a la sutura coronal y
a 1,5 mm lateral a la sutura sagital. La administracion
ICV de los diferentes tratamientos se realiz6 median-
te el uso de una inyectadora Hamilton, acondicionada
para permitir su adecuada penetracion a través de la
canula. En todos los casos, se confirmé la canulacion
postmortem mediante administracion de 5 pl de solu-
cion colorante Fast Green (Sigma Chemicals Co., MO,
USA), incluyendo, sélo aquellos animales en los que
se observo una distribuciéon uniforme del colorante
en los ventriculos cerebrales (Severs y col., 1970).

Los animales de experimentacion fueron dividi-
dos al azar en cuatro grupos experimentales para la
administracion de los tratamientos a seguir:

I. Bloqueo de la NAD(P)H-oxidasa con apocini-
na: 1. Solucién fisiologica (NaCl 0,9%, 5 pl ICV); 2.
Angiotensina II (50 pmol/5pl); 3. Antagonista de
NAD(P)H-oxidasa: apocinina (33 pg/kg/5 pl, ICV, 15
minutos antes del inicio del experimento); 4. Apoci-
nina+ANG II.

II. Administracion de un SOD mimético: el tempol:
1. Solucion fisiologica (NaCl 0,9%, 5 pl ICV); 2. An-
giotensina II (50 pmol/5pl); 3. Tempol (100 pg/5pl,
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ICV, 15 minutos antes del inicio del experimento);
4. Tempol+ANG II.

Ill. Bloqueo de la proteina kinasa C (PKC) con clo-
ruro de cheleritrina (CH): 1. Solucion fisiologica (NaCl
0,9%, 5 pl ICV); 2. Angiotensina Il (50 pmol/5pl); 3.
Antagonista de PKC (CH) (50 pM/5pl ICV, 15 minutos
antes del inicio del experimento); 4. CH+ANQ II.

Inmediatamente después de cada uno de los tra-
tamientos los animales recibieron una carga oral de
agua (20 ml/kg, p.c.) y fueron colocados en jaulas me-
tabdlicas individuales sin acceso a agua ni alimento.
Se recolectaron muestras de orinaalas 1, 3y 6 h. Se
determind la excrecion urinaria de sodio y potasio.

DETERMINACION DE NA+ Y K+ URINARIO

La cantidad de sodio y potasio en las muestras de
orina recolectadas se determiné por fotometria de
llama (Corning® 405 de Corning Medical Instruments,
UK). Los resultados se expresaron en pEq/100 g, p.c.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresaron como la me-
dia, mas o menos el error estandar de la media (X *
E.E.M). La significancia estadistica fue determinada
usando la prueba de «t» de Student o el analisis de
varianza de dos vias (ANOVA), y por el rango estadis-
tico de Student-Newman-Keul. Se consideré6 como
estadisticamente significativos los valores de p me-
nores de 0,05 (p<0,05).

Resultados

Efecto de la administracion central de la apo-
cinina sobre la accién renal de la ANG II-ICV

En la figura 1 se muestra el efecto de la apocinina
sobre la accion urinaria de la ANG Il administrada
centralmente. El analisis de varianza de dos vias y la
prueba de Newman-Keul revelaron que en este grupo
experimental, la ANG II reduce significativamente el
volumen urinario a la primera hora, efecto que es
revertido a las 3 y 6 horas. El efecto de la ANG II so-
bre el volumen urinario estuvo asociado con un in-
cremento de la excrecion de sodio y potasio urinario
a los periodos de recoleccion de orinade 3y 6 hrs. El
pretratamiento central con el inhibidor de la NAD(P)H
oxidasa, la apocinina, no alter6 significativamente la
accion de la ANG Il sobre el volumen urinario, sin
embargo bloqueo su efecto natriurético y kaliurético
(N= 12-30 por grupo). (Vol: V-ANG II<V-S=APO-ANG
II>APO-S; ANOVA p<0,01). (Excrecion de sodio: APO-
S=APO-ANG II=V S<V-ANG II, ANOVA p<0,01).

Efecto de la administracién central del tem-
pol, un SOD mimético, sobre la accién renal de
la ANG IFICV

En la figura 2 se muestra que la ANG II-ICV redu-
ce significativamente el volumen urinario a la hora,
efecto que se revierte a las 3 y 6 HRS. De igual for-
ma, la accion de la ANG II estuvo asociada a un

"
3.04 c=Salina 1 Salina
eza ANG 2504 2z ANG
7
254
Z =
— 7 S 2004
o 7z 8
S 7 =
= 204 7 g
= 7 =
Qo Z o 1504
5 7 5
£ 154 7 a
z 7 3
[9} 7 g
E Z E 100 4
S 10d o
> : 7 3}
4 g
7
054 dede e ; 504
7
0.0 Z
v APO v APO v APO
1h 3h 6h 1h

350

wke

1 Salina *
ANG

3004

250

Y

200+

150+

Excrecion de potasio (uEq/100 gr)

1004

50

AAAMRMIIITIITIITIITIHRTIITITHITI;MITIITUmItiitiiit ity

AT

APO \' APO
3h 6h

Figura 1. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION CENTRAL DEL INHIBIDOR ESPECIFICO DE LA NAD(P)H OXIDASA, LA APOCININA,
SOBRE EL VOLUMEN URINARIO, LA EXCRECION DE SODIO Y POTASIO EN RATAS TRATADAS CON ANGIOTENSINA II. Los grupos
recibieron solucién fisiolégica (NaCl 0,9%), 5 ul ICV o angiotensina II (50 pmol/5ul) o el antagonista de NAD(P)H-oxidasa:
apocinina (33 pg/kg/5 pl, ICV, 15 minutos antes del inicio del experimento) o APO+ANG II. (N= 12-30 por grupo). *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001 comparado con su control.

22



REGULACION DEL EQUILIBRIO HIDROMINERAL POR EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA CEREBRAL: PAPEL DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

aumento de la excrecion urinaria de sodio y potasio tener las concentraciones de electrolitos dentro de
alas 1, 3y 6 horas. El pretratamiento con el tempol, limites adecuados para la supervivencia del organis-
un superoxido dismutasa mimético, no alteré el mo. Todos esos procesos son debidamente regula-
efecto antidiurético de la ANG II-ICV, pero bloqueé dos e integrados de manera que conforman una
su accion natriurética y Kaliuréticaalas 1, 3y 6 hrs  unidad global en el ser vivo. En los animales superio-
(N= 12-24 por grupo). (Vol: V-ANG II<V S=APO-ANG res, uno de esos mecanismos que han evolucionado
II>APO-S; ANOVA, p<0,01). (Excrecion de sodio: en el tiempo como regulador del medio interno es el
APO-S=APO-ANG II=V-S<V-ANG I, ANOVA: p<0,01). sistema renina-angiotensina (SRA). A nivel periférico,
el SRA constituye uno de los mas importantes siste-
Efecto de la administracién central del inhi- mas que participan en el control de los niveles de
bidor de la PKC, la cheleritrina, sobre la accién aguay sodio en el organismo, asi como en la regula-
renal de 1a ANG II-ICV cion de la presion arterial.

En la figura 3 se muestra el volumen urinario y la La evidencia demuestra que existe en el cerebro
excrecion de sodio y potasio en ratas hidratadas tra-  Un sistema renina-angiotensina activo, el cual partici-
tadas con cheleritrina. El andlisis de varianza de dos  Pa en el control homeostatico y cardiovascular. En
vias y la prueba de Newman-Keul demostraron que la  efecto, todos los componentes del SRA, asi como
ANG II-ICV reduce significativamente el volumen uri- sus ARNm, han sido detectados en diferentes areas
nario ala hora, e incrementa la excrecion urinariade  del sistema nervioso central (Zini y col., 1996).
sodio y potasio alas 3 y 6 horas. El inhibidor selecti- La administraciéon central de ANG II o renina pro-
vo de la PKC, la cheleritrina, administrado central-
mente no altero el efecto antidiurético de la ANG
II-ICV, sin embargo bloque6 completamente las ac-
ciones natriuréticas y kaliuréticas a las 3 y 6 horas
(N= 12-26 por grupo). (Vol: V-ANG II<V S=APO-ANG
II>APO-S; ANOVA p<0,01). (Excrecion de sodio: APO-
S=APO-ANG II=V-S<V-ANG II, ANOVA p<0,01).

duce aumento de la presion arterial, dipsogenia,
aumento del apetito por la sal, antidiuresis y, contra-
riamente a lo que produce periféricamente, incre-
menta la excrecién urinaria de sodio (Itoh y col.,
1988; Wright y Harding, 1997; Unger y col., 1996;
Barbella y col., 1993). El mecanismo y los posibles
efectores involucrados en la natriuresis inducida por
la ANG II, no estan aun bien establecidos.
Discusion Se conoce que las acciones fisiolégicas que me-
La estabilidad del medio interno requiere de me- dia la ANG Il en el sistema nervioso central se en-
canismos fisioldégicos complejos capaces de man- cuentran relacionadas con las EROs y la estimulacion
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Figura 2. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION CENTRAL DEL SOD MIMETICO, EL TEMPOL, SOBRE EL VOLUMEN URINARIO, LA
EXCRECION DE SODIO Y POTASIO EN RATAS TRATADAS CON ANGIOTENSINA II. Los grupos recibieron solucién fisiolégica
(NaCl 0,9%), 5 ul ICV o angiotensina II (50 pmol/5pul) o tempol (100 pg/5 ul, ICV, 15 minutos antes del inicio del experimen-
to) o tempol+ANG II. (N= 12-24 por grupo). *p<0,05; **p<0,01 comparado con su control.
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de la NAD(P)H oxidasa (Sun y col., 2005; Zimmerman
y col., 2004; Gao y col., 2005). En efecto, se ha de-
mostrado que la sobre-expresion de la isoforma de
la proteina Racl dominante-negativa (carente) en el
ratén bloquea la respuesta presora, bradicardica y
dipsogénica inducida por la ANG Il mientras que la
sobre-expresiéon de la Racl la incrementa (Zimmer-
man y col., 2002). La respuesta presora y dipsogéni-
ca es también abolida por la administracion ICV de
gp9lds-tat, un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa (Sun
y col., 2005). Adicionalmente, se ha demostrado
que la ANG Il incrementa la producciéon de superoxi-
do dependiente de la NAD(P)H oxidasa, asi como la
tasa de disparo de las neuronas en cultivos neuro-
nales de hipotalamo y tallo cerebral, efecto que es
atenuado por la gp91ds-tat (Sun y col., 2005). Aun
mas, la respuesta presora y bradicardizante inducida
por la administracion central de ANG II es abolida por
la administracion central de la apocinina, un com-
puesto que inhibe el ensamblaje de la subunidad
p47phox de la NAD(P)H con el complejo de la en-
zima unido a la membrana (Erdds y col., 20086).

Nuestros resultados muestran que el incremento
en la excrecién urinaria de sodio y potasio inducidos
por la ANG II-ICV es inhibido completamente con el
pretratamiento con la apocinina, lo cual indica, de
forma inequivoca, que la produccion de superoxido
dependiente de la NAD(P)H oxidasa media la natriu-
resis y kaliuresis inducida por la administracion cen-
tral de angiotensina Il en ratas conscientes.

Con el fin de establecer el papel del superoxido
como molécula senalizadora en la accion central de
la ANG II sobre el metabolismo hidromineral, emplea-
mos el tempol, una molécula atrapadora de superoxi-
do (Mok y col., 1998) capaz de normalizar la presion
arterial y la produccion de superoxido en modelos
animales de hipertension (Schnackenberg y col.,
1998; Noshiyama y col., 2001). Los efectos natriuréti-
co y Kaliurético de la ANG Il son bloqueados comple-
tamente, in vivo, por el tempol, lo cual indica la
participaciéon del anidén superoxido en el mecanismo
de regulacion del balance hidromineral mediado por
la ANG II en el sistema nervioso central.

Hay que hacer notar que el efecto antidiurético
de la ANGQ II fue resistente al bloqueo de la senaliza-
cion de la via de la NAD(P)H oxidasa, lo que sugiere
que bajo nuestras condiciones experimentales, la
secrecion de vasopresina inducida por la ANG II es
independiente de la produccién de las EROs.

Se ha demostrado que la estimulacion del recep-
tor AT, neuronal por la ANG II activa a la PKC y a la ki-
nasa dependiente de calcio-calmodulina, las cuales
tienen un papel critico en la regulacion de la actividad
nerviosa y de la corriente de potasio (Ix,) neuronal
(Sumners y col., 2002). Hay evidencia experimental
que establece una relacion entre estas dos kinasas y
la produccién de las EROs en muchos tipos de célu-
las, incluyendo a las neuronas (Lassegue y Clempus,
2003). Fleegal y Sumners (2003) demostraron que la
ANG II estimula la actividad de ambas kinasas en el
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Figura 3. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION CENTRAL DEL INHIBIDOR ESPECIFICO DE LA PKC, LA CHELERITRINA, SOBRE EL VOLUMEN URINA-
RIO, LA EXCRECION DE SODIO Y POTASIO EN RATAS TRATADAS CON ANGIOTENSINA II. Los grupos recibieron solucién fisiolégica (NaCl 0,9%),
5 pl ICV o angiotensina II (50 pmol/5ul) o inhibidor de la PKC (CH) (50 uM/5ul ICV, 15 minutos antes del inicio del experimento) o CH+ANG II.
(N=12-26 por grupo). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado con su control.
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hipotalamo y que su inhibicién atentia la acciéon
dipsogénica de la ANG II-ICV. Estos resultados, y los
obtenidos en nuestro laboratorio utilizando un inhi-
bidor de la PKC, la cheleritrina, en donde se evi-
dencia un bloqueo completo de la excrecion urinaria
de sodio y potasio inducida por la ANG II, apoyan la
posibilidad de que la estimulacion de la PKC forma
parte del mecanismo mediante el cual la ANG 1l ejer-
ce su efecto sobre la regulaciéon hidroelectrolitica del
medio interno.

El mecanismo intracelular mediante el cual la
NAD(P)H oxidasa podria estar implicada en la accién
central de la angiotensina Il no esta claro atin. En los
tejidos periféricos, existe evidencia de que la activi-
dad de la NAD(P)H oxidasa es regulada por la PKC
(Griendling y col., 2000; Lassegue y Clempus, 2003),
enzima que también es activada por la ANG II en
neuronas (Sumners y Fleegal, 2002). Adicionalmen-
te, el anion superdxido producido en respuesta a la
estimulacién de la NAD(P)H oxidasa por la ANG II,
secuestra el oxido nitrico, el cual se sabe que inhibe
la actividad del sistema nervioso simpatico (Krukoff,
1999; Zanzinger, 2002); por lo que la reduccion de
la biodisponibilidad del 6xido nitrico generaria sim-
patoexcitacion. Se ha demostrado, también, que las
EROs ejercen un efecto modulador de la liberaciéon
de Ca*? (Volk y col., 1997) y que existe relacion entre
la NAD(P)H oxidasa y el metabolismo de los fosfoino-
sitidos (Bravo y col., 2001). Finalmente, se sabe que
las EROs son capaces de alterar la funciéon de los ca-
nales de potasio en células del musculo liso vascular
(Armstead, 2001), y que en el SNC la angiotensina Il
también es capaz de inhibir las corrientes de K" en
neuronas aumentando la tasa de descarga (Sun y
col., 2005).

Estos hallazgos nos permiten inferir que la activa-
cion de los receptores AT}, acoplados a proteinas G,
conlleva a la estimulacién de la proteina Kinasa Cy a
la modulacion de los canales de potasio y el disparo
neuronal; o bien a la hidrélisis de fosfoinositidos y a
la movilizacion de calcio. Estas rutas de senalizacion
podrian ser las responsables de la accién presora,
dispogénica y natriurética de la ANG II en el SNC.
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Efecto de la Cedrela odorata sobre indicadores
de estabilidad fisica en dispersiones de lipoesferas

Influence of Cedrella odorata on physical stability indicators
of lipospheres dispersion

Monica J Buonanno R, GiseLA AviLA DE A, Dogis AtTias DE G

Resumen

Los exudados gomosos tienen una amplia aplicacion en el area farmacéutica y cosmética, como agentes promotores
de estabilidad fisica, por sus caracteristicas propias que permiten utilizarlos tanto como agentes emulsificantes, geli-
ficantes, asi como viscosantes y suspensores en los sistemas heterogéneos, en los cuales, la principal causa de ines-
tabilidad fisica es la sedimentacion de la fase interna. La Cedrela odorata se encuentra dentro de este tipo de
agentes. Nuestro objetivo es la evaluacion de las propiedades hidrodinamicas de lipoesferas en dispersion acuosa de
Cedrela odorata al 5%. Los resultados muestran que las lipoesferas en dispersion acuosa, presentan una alta veloci-
dad de sedimentacién, mientras que, al utilizar como vehiculo la dispersion acuosa de Cedrela odorata, se reduce de
manera importante la velocidad de sedimentaciéon de la fase interna del sistema analizado. Concluyéndose que la
dispersion de Cedrela odorata al 5% permite disminuir la inestabilidad fisica, mejorando las caracteristicas del siste-
ma en estudio.

Palabras clave: Exudado gomoso, Cedrela odorata, Velocidad de sedimentacién.

Abstract

The gummy exudate, are useful in the pharmaceutical and cosmetic field, like stability promoting agent, by their cha-
racteristics, allowing use as emulsifying, jellying, viscosity and suspending agents on heterogeneous systems:; in
which the main cause of instability physics is the sedimentation of the internal phase. The Cedrela odorata is in this
type of agents. Our objective is the evaluation of the hydrodynamic properties of lipospheres in Cedrela odorata dis-
persion at 5%. The results of the study show, high speed sedimentation by the lipospheres in water, whereas when,
using Cedrela odorata dispersion slower rates of sedimentation significantly. Results suggest that Cedrela odorata
dispersion at 5%, allows reduce instability physics improving the characteristics of the system under study

Key words: Gummy exudates, Cedrela odorata; sedimentation rate.

Introduccion

Una de las herramientas tecnologicas mas utiles
para evitar problemas de inestabilidad, es la utiliza-
cion de agentes promotores de viscosidad; pues
ellos, como su nombre lo indica, favorecen un incre-
mento en la viscosidad de los sistemas que los con-
tienen y, con ello, disminuyen las inestabilidades de
orden fisico. Razon por la cual, estos agentes son
considerados estabilizantes de los sistemas hetero-
daéneos en general. Comunmente, los polimeros son
los que se emplean como agentes suspensores o
viscosantes.

Las gomas son definidas como materiales polimé-
ricos naturales, capaces de disolverse o dispersarse
en el agua. En términos cientificos se denominan
hidrocoloides y entre éstos encontramos gomas natu-
rales, modificadas sintéticamente y sintéticas. Los
exudados gomosos pertenecen al primer grupo, lla-
mados también gomas vegetales, gomas solubles en
agua, coloides hidrofilicos o fibras dietéticas solubles
(Anderson y Brydon, 1986).

Los exudados gomosos son productos naturales
que excretan las plantas de regimenes tropicales y
subtropicales, en condiciones adversas, y aparecen
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como una respuesta a la practica de herida mecani-
ca espontanea, accidental o intencional a nivel del
tallo, por remocién de una rama o por la presencia
de insectos, bacterias u hongos (Le6n de Pinto y
col., 1989).

La exudacién de la goma se ha considerado co-
mo un producto del metabolismo de las plantas. Los
exudados gomosos, polimeros de gran aplicacion in-
dustrial (Le6n de Pinto, 1979), pueden estar consti-
tuidos por unidades de hexosas (galactosa, manosa,
glucosa), pentosas (arabinosa y xilosa), metil-pento-
sas (ramnosa) y acidos urénicos (acidos galacturoni-
co, glucurénico y su 4-0-metil-éter). La mayoria de
las gomas estudiadas tienen estructuras en las que
un galactano ramificado constituye el esqueleto cen-
tral; sus ramificaciones estan, preferentemente,
constituidas por galactosa, arabinosa, ramnosay aci-
dos uroénicos (Ledn de Pinto y col., 1992; Le6n de
Pinto y col., 1993). Se ha reportado recientemente
un heteroglicano, de nucleo estructural atipico para
las gomas de Cercidium praecox (Le6n de Pinto y
col., 1994) y de Cedrela odorata (Le6n de Pinto y col.,
1996).

Se han realizado estudios fisico-quimicos y es-
tructurales de algunos de estos polimeros tanto en
la Universidad del Zulia como en la Universidad Cen-
tral de Venezuela, Facultad de Farmacia (Avila,
1991), y se ha demostrado que algunas de las go-
mas nativas tienen caracteristicas que les permiten
competir con las presentadas por la Acacia senegal
en sus multiples aplicaciones. Los exudados gomo-
sos tienen numerosas aplicaciones en productos de
consumo; las aplicaciones tradicionales se refieren a
funciones como espesantes (Andon, 1987), emulsifi-
cantes (Judie, 1991), gelificantes (Rees, 1972), y re-
cientemente se han estudiado sus caracteristicas
como viscosantes (Buonanno y col., 2004). Entre es-
tos agentes se encuentra el exudado de la Cedrela
odorata, de la cual se ha reportado su comporta-
miento reoldgico como agente estabilizante de siste-
mas heterogéneos (Buonanno y col., 2004). El
presente trabajo pretende evaluar las caracteristicas
hidrodinamicas de las lipoesferas en el marco de dis-
persiones acuosas y con componentes macromole-
culares, y de esta manera establecer con futuras
investigaciones su compatibilidad y las ventajas que
puedan generar este tipo de dispersiones en la efec-
tividad desde el punto de vista cosmético.

Desde que los liposomas constituyen parte de
una nueva forma de liberacion de principios activos
y que, dentro de este tipo de vectores existen las li-
poesferas, que son formas con mayor estabilidad
que los liposomas, surge la inquietud de trabajar con
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estos vectores para determinar sus caracteristicas
propias y su comportamiento hidrodinamico. Adicio-
nalmente, considerando que los exudados gomosos
presentan propiedades como vehiculos estructura-
dos, los cuales permiten disminuir la velocidad de
sedimentacioén en los sistemas heterogéneos, se
evaluaron las caracteristicas propias de las lipoesfe-
ras y el efecto que sobre éstas podria tener la incor-
poracion de un derivado macromolecular de origen
natural como lo es el exudado de Cedrela odorata.

Materiales y métodos

Se utilizaron como componentes del sistema, el
exudado gomoso de la Cedrela odorata y lipoesferas
contentivas de vitaminas Ay E.

Las muestras del exudado gomoso de la Cedrela
odorata fueron suministradas por el Centro de Inves-
tigaciones en Quimica de los Productos Naturales de
la Universidad del Zulia. La Cedrela odorata, conoci-
da como cedro americano, es un arbol de la familia
de las Meliaceas de regiones tropicales de América.
Sus nombres comunes son: cedro acajou, cedro
espanol, cedro de las barbares, cedro de Guyana.
Esta especie fue debidamente clasificada por la li-
cenciada Carmen Clomens, de la Universidad del
Zulia. Su recoleccion se realizé en periodos no llu-
viosos del ano, en la localidad de Guamo, estado Ya-
racuy. Para estimular la producciéon del exudado se
practicoé una herida a nivel del tallo. Las muestras
del exudado fueron suministradas en forma cruday
pulverizada.

Las muestras de lipoesferas fueron suministra-
das por Lipo Technologies. Se recibieron muestras
de lipoesferas L1045 y L954, ambas con el mismo
contenido de vitaminas A y E, siendo la tinica dife-
rencia el color de la pelicula que las recubre; en el
primer caso un color rojo y en el segundo una cu-
bierta de color blanco; ambas en vehiculo acuoso
con sus correspondientes preservativos.

Para la determinacion de la distribucién de tama-
nos de las lipoesferas en el vehiculo acuoso y en la
dispersion de Cedrela odorata al 5%, se elaboraron
dispersiones en proporciéon de 1:10 de lipoesferas
en agua y en exudado macromolecular. Para la deter-
minacién de la distribucién de tamanos se utilizé un
analizador de tamano de particula por dispersiéon de
laser (Coulter LS Particle Size Analyser), modelo LS
230 con moédulo de pequenos voliimenes para sus-
pension, utilizando un modelo 6ptico de Fraunhofer.
El tiempo de corrida fue de 60 segundos, utilizando
agua como fluido; se obtuvo la grafica del porcenta-
je de particula en namero, en funciéon del diametro
de esas particulas en micrémetros, el cual se funda-
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menta en la difraccién del rayo laser y a través de
ésta permite conocer el tamano de las particulas
analizadas (Allen, 1990). Las determinaciones se
realizaron por triplicado para cada dispersion de
lipoesferas al tiempo O, 1, 2, 7 y 15 dias.

Para la determinacion de la variacion de la con-
ducta hidrodinamica de lipoesferas en dispersion
acuosa de la Cedrela odorata en funcion de la velo-
cidad de sedimentacién, se elaboraron dispersiones
de Cedrela odorata al 5% en agua desionizada y a
éstas se les incorporo lipoesferas en una proporcion
de 1:10, tanto para las L1045 como para las L954.

La determinacién de velocidad de sedimenta-
cion se realizé mediante el uso del dispositivo Tur-
biscan 2000 MA. El fundamento consiste en hacer
incidir una cantidad de energia en forma de fotones
a través de la solucién que se va a analizar. Una
parte de la energia incidente logra atravesar la mues-
tra y es detectada mediante un diodo; se dice que es
la energia transmitida. Por el contrario, a la energia
que no logra atravesar la muestra se le llama energia
de retrodifusion (Back Scattering). La prueba en el
Turbiscan MA 2000 es un barrido de energia lumi-
nosa a lo largo de la longitud de un tubo de ensayo
en el que se encuentra la muestra. A cada 0,5 mm
de la longitud del tubo, el Turbiscan libera un pulso
de fotones que son detectados en modo de transmi-
sidn y retro-difusion por los respectivos diodos. En el
tiempo se registra la evolucion de la senal de transmi-
sion y retro-difusion; la interpretacion de la secuencia
que muestra la senal permite determinar si la emul-
sion es estable o si ésta sigue un mecanismo de de-
sestabilizacion. En consecuencia, el equipo mide los
parametros de retro-difusion y energia transmitida en
funcion de la longitud de la celda en donde se colo-
ca la muestra. Es importante destacar que ambos
parametros dependen de la distribucién de las parti-
culas en la muestra que es analizada. Las lecturas
pueden registrarse de acuerdo con el fendmeno que
se decide observar, en funcion de las caracteristicas
de la muestra. Por ende, al hablar de porcentaje de
transmision o porcentaje de luz que retorna en el
tiempo se indica la tendencia a sedimentar o flocu-
lar que tiene el sistema. la distancia o longitud en
milimetros a la que aparece el pico o el valle de luz
que retorna o que es transmitida, es indicativo de los
milimetros que ocupa el sedimento o la floculacion
en ese sistema. Asi mismo, puede interpretarse la
formacién de un sedimento en el tiempo por des-
censo del porcentaje de luz transmitida, durante el
registro realizado, o por incremento del porcentaje
de luz que retorna o «Back Scattering». Este equipo
esta dotado de un software que permite programar
el intervalo de lectura deseado, el cual debera ser
estandarizado en funcién de la muestra.
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Para utilizar este equipo fue necesario observar y
conocer las caracteristicas opticas de las particulas y
dispersiones que se estudian. Razén por la cual se
determino a las lipoesferas el indice de refraccion
para establecer el parametro que permitiera obtener
mejores resultados, pues podria presentarse el caso
de particulas que absorban luz y por ende no se
dgeneren picos de luz al utilizar como referencia el
«Back Scattering». Aun cuando existe sedimentacion,
en tal caso seria necesario realizar la lectura en tér-
minos de luz transmitida para poder obtener resulta-
dos acordes con la realidad del sistema.

Para realizar las determinaciones se colocaron
aproximadamente 7 ml de las dispersiones dentro
de la celda del Turbiscan. Estas muestras se corrie-
ron tres veces y cada registro tuvo un tiempo de 30
minutos para las lecturas. Se realizaron lecturas de
muestras al tiempo O es decir inmediatamente des-
pués de elaborada la muestra, a 7 dias y a 15 dias.
Durante el intervalo de tiempo las muestras se man-
tuvieron en condiciones de temperatura +- 10 °C
para evitar la contaminacién de las mismas y previo
a las lecturas se mantuvieron una hora a temperatu-
ra ambiente de 25 °C.

Resultados

A partir de los datos recopilados se obtuvieron
los siguientes resultados (ver tabla I):

En la Tabla I se muestran los resultados corres-
pondientes a la determinaciéon de la distribucion de
los tamanos de las lipoesferas L954 y L1045, tanto
en agua como en la dispersion de Cedrela odorata,
en funcion del tiempo.

Se observa en la misma que la distribucion de
tamanos, para ambos casos, permanece casi inva-
riable en el tiempo del estudio. Asi mismo se esta-
blece una diferencia entre las lipoesferas L954 y las
L1045, pues para el primer caso existe una distribu-
cion de 68% de la muestra entre 1333 y 685,86
micras; mientras para el sequndo caso la distribu-
cion de 68% de la muestra se encuentra entre 1508
y 737,93 micras.

Esta diferencia en los tamanos podria ser la res-
ponsable de las variaciones de velocidad de sedi-
mentacién que se evidenciaron entre las lipoesferas
L954 y L1045; pues dentro de las variables que afec-
tan este parametro, el tamano de las particulas es de
importancia relevante.

En la Figura 1 se representa el tiempo de sedi-
mentacion de la dispersion de lipoesferas L954 en
agua. En el eje de las ordenadas se representa el por-
centaje de luz transmitida y en las abscisas el tiempo
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Tabla I
Sistema L954 en agua L1045 en agua L954 en disp. L1045 en disp
C.odorata C.odorata
Distribucién de tamafos menor que Limite Superior
D90 D16 D84 D90 D16 | D84 D90 D16 D84 | D90 D16 D84
Tiempo de lectura
pm pm pm pm pm pm pm pm pm pm pm pm
TOd 1482 |685,86| 1333 1656 | 737,93| 1508 1347 |288,83| 1141 1348 | 291,3 | 1142,6
T7d 1483 685 1334 1656 | 736,81 | 1508 1347 |288,83| 1141 1348 291,3 | 1142,6
T15d 1482 |685,86|1333,5| 1656 |736,81| 1508 1347 |288,83| 1141 1348 | 291,3 | 1142,6
Promedio 1482,5 | 685,57 | 1333,5| 1656 | 737,18 | 1508 1347 [288,853| 1141 1348 | 291,53 | 1142,6
Ds 0,5774 | 0,4965| 0,50 0 0,6466 0 0 0 0 0 0 0

Resumen de los valores de tamaiio de particulas obtenidos durante el estudio entre el tiempo 0 y 15 dias

L954 en agua al tiempo 15 dias (20/06/03 14:41)
Transmission Zone 1
6.9mm to 14.3mm

0%\ S - S =

omin 10min 20min

L1045 en agua al tiempo 15 dias (25/06/03 10:48)

Transmission Zone 1
6.3mm to 11.1mm

100

80

80

40

20

o B SN

omin 10min 20min

Figura 1. Determinacién del tiempo de sedimentacién de la
lipoesfera L954 en dispersién acuosa.

Figura 3. Determinacién del tiempo de sedimentacién de la
lipoesferas de L1045 en dispersién acuosa.

L954 en dispersiéon de C.odorata al tiempo 15 dias (27/11/03 10:33)

Trar i Zone 1
7mm to 20mm

2.6%

L —

9.4%

9.3%

9.2%
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L1045 en dispersion de C.odorata al tiempo 15 dias (20/11/03 15:23)
Transmission Zone 1
11.4% _ 7mm to 20mm

11.2
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10.8%

10.6%
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10.4

10.2% —
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Figura 2. Determinacién del tiempo de sedimentacién de la
lipoesfera L954 en dispersiéon de Cedrela odorata

en minutos. Este grafico permite establecer el tiem-
po en el que se genera el sedimento en funcion de la
disminucién del porcentaje de luz transmitida. Por
ello, sobre esta base podemos establecer que la dis-
persion acuosa de las lipoesferas genera sedimento
de particulas a partir de los 2 minutos, por lo que se
observa un porcentaje de luz transmitida muy cerca-
no a 0%. Mientras que, para el caso de las lipoesfe-
ras L954 en dispersion de Cedrela odorata, que se

30

Figura 4. Determinacién del tiempo de sedimentacién de
lipoesferas de L1045 en dispersién de Cedrela odorata

representa en la Figura 2, se observa un descenso
del porcentaje de luz transmitida, sin llegar a niveles
cercanos a 0% como ocurria con la dispersién de li-
poesferas en agua; lo cual es indicativo del efecto
retardante en la sedimentacion que genera la disper-
siébn macromolecular utilizada en el estudio.

En la Figura 3 se representa el tiempo de sedi-
mentaciéon de la dispersion de lipoesferas de L1045
en agua. En el eje de las ordenadas se representa el
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porcentaje de luz transmitida y en las abscisas el
tiempo en minutos. Mediante esta representacion se
establece el tiempo en el que se genera el sedimen-
to como consecuencia de la disminucién del porcen-
taje de luz transmitida. Por ende, sobre esta base y
de acuerdo con lo observado en la Figura 3, pode-
mos establecer que la dispersion acuosa de lipoesfe-
ras genera sedimento de particulas a partir de 1
minuto, por lo que se observa un porcentaje de luz
transmitida muy cercano a 0. Por otra parte, el caso
de las lipoesferas de L1045 en dispersion de Cedre-
la odorata que se representa en la Figura 4, se obser-
va un descenso del porcentaje de luz transmitida,
sin llegar a niveles cercanos a 0% como ocurria con
la dispersion de lipoesferas en agua; lo cual es indi-
cativo del efecto retardante en la sedimentaciéon que
genera la dispersion macromolecular utilizada en el
estudio.

Nuestros hallazgos demuestran que la dispersiéon
macromolecular de Cedrela odorata al 5% utilizada
en el presente estudio permite disminuir la sedimen-
tacion de las lipoesferas L954 y las L1045, con lo
cual se genera un sistema fisicamente mas estable
desde el punto de vista de separacion de fases. Esto
se explica sobre la base de que la Cedrela odorata
en su dispersion acuosa, da lugar a la formacion de
una red macromolecular, generandose un incremen-
to en el rango de viscosidad del sistema como tal
(Buonanno y col., 2004). El mismo permitira mante-
ner la fase interna, que en este caso son las lipoesfe-
ras, dispersas por mas tiempo, dando lugar a un
descenso en la velocidad con la que sedimentan (Pa-
tel y Levinson, 1986).

Conclusiones

Los resultados del presente trabajo indican que:

* Las lipoesferas L954 y L1045 analizadas en
vehiculo acuoso poseen una distribucion de tama-
nos heterogénea en ambos casos, siendo que el
68% de la lipoesferas L954 presenta un tamano
mayor o igual que 685,57 micras y menor o igual
que 1333,5 micras; mientras que las lipoesferas
L1045 estan entre mayores o iguales que 737,18 mi-
cras y menores o iguales que 1508 micras, con dife-
rencia en el comportamiento hidrodinamico de las
particulas que conforman al sistema. Para las L954
el D90 presenta un valor de 1482 micras y para el
caso de las L1045 el D90 corresponde a un valor de
1656 desde el tiempo O dias hasta el tiempo 15
dias. Esta distribucién de particulas no presenta
variaciones durante el tiempo en el que se realizo el
estudio.
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* Los sistemas de lipoesferas L954 y L1045 en
dispersion acuosa de Cedrela odorata al 5% presen-
taron una distribucion de tamanos que sigue siendo
heterogénea, ya que para las L954 el 68% de la
muestra esta comprendida entre 288,83 micras y
1.141 micras, y para las lipoesferas L1045 el 68% de
la muestra presenta una distribucion entre 291,3
micras y 1142,6 micras, considerandose los limites
de rangos inclusive para ambos casos. El valor del
D90 para la dispersion de lipoesferas L954 corres-
ponde a 1.347 micras y para las L1045 a 1.348
micras y se mantiene durante el tiempo del estudio.

+ Los sistemas de lipoesferas en agua, tanto para
las L954 como para las L1045, tienen una velocidad
de sedimentacion alta, lo cual permite considerarlos
como fisicamente inestables. Este comportamiento
se mantiene en el tiempo y se le atribuye, tomando
en consideracion la Ley de Stokes, al rango de tama-
no que presentan las lipoesferas y a la baja viscosi-
dad del medio, el cual en este caso es agua.

« Las lipoesferas L954 y las L1045 en dispersion
acuosa de Cedrela odorata al 5%, muestran una
velocidad de sedimentacién disminuida con respec-
to a las lipoesferas en agua, y esto podria sustentar-
se sobre la base de que la Cedrela odorata en su
dispersion acuosa, da lugar a la formacion de una
red macromolecular, lo cual genera un incremento
en la viscosidad del sistema como tal. Este compor-
tamiento prevalece en el tiempo correspondiente al
estudio. Por ende, podemos considerar que la dis-
persion acuosa de Cedrela odorata al 5% es capaz
de impartir viscosidad al sistema, resultando esto en
una mayor estabilidad fisica.
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Actividad antiinflamatoria y compuestos
quimicos aislados del extracto cloroférmico
de las hojas de Synedrella nodiflora (L.) Gaertn
Anti-inflammatory Activity and Chemical Compounds isolated from

chloroform extract of Synedrella nodiflora (L.) Gaertn leaves
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Resumen

La especie Synedrella nodiflora (L.) Gaertn (Compositae/Asteraceae) es una hierba erecta con ramificaciones, de
aparicion anual, originaria del Caribe y en la actualidad constituye una maleza pantropical. En Venezuela se encuen-
tra frecuentemente en las tierras calientes, formando parte de la maleza conocida cominmente como «deshinchado-
ra» o «colmillo de puerco». En la medicina popular venezolana la hoja es usada en forma de cataplasma con aceite
para curar golpes o hematomas. Se evalu6 la actividad antiinflamatoria del extracto de cloroformo obtenido de las
hojas de esta planta, y se aisl6 y caracterizé cinco compuestos quimicos. Las hojas secas y molidas fueron extraidas
por maceracion a temperatura ambiente con solventes de polaridad creciente: hexano, cloroformo y etanol. La acti-
vidad antiinflamatoria de los extractos fue evaluada usando la técnica del edema de pata inducido por carragenina
en ratas. El extracto de cloroformo mostré una actividad antiinflamatoria comparable con la fenilbutazona y el cele-
coxib. El extracto se fraccioné utilizando columnas de silica gel y fase reversa, y luego fueron eluidas con diferentes
solventes. Los compuestos aislados fueron identificados por técnicas espectroscépicas. Del extracto de cloroformo
se caracteriz6 los compuestos: estigmasterol, acido kaurénico, trans-fitol, acido palmitico y el etil-éster del acido pal-
mitico. Debido a que los compuestos aislados han reportado actividad antiinflamatoria, se infiere que ellos podrian
ser responsables de la actividad antiinflamatoria que se le atribuye a las hojas de Synedrella nodiflora (L.) Gaertn.

Palabras clave: Synedrella nodiflora, actividad antiinflamatoria, terpenos.

Abstract

Synedrella nodiflora species (L.) Gaertn, (Compositae/Asteraceae) is a small, annual weed of cultivation, native to
tropical America, found in the Caribbean and at present constitute a pantropical weed. In Venezuela, grows thickly
undisturbed sites, particularly of cleared rainforest, cultivated lands and plantation and it is known commonly like
«deshinchadora» or «colmillo de puerco». In the Venezuelan popular medicine the leaf is used in the form of cata-
plasm with oil to cure bumps, blows or hematomas. In this investigation the anti-inflammatory activity of chloroform
extract of Synedrella nodiflora leaves was evaluated, and then were isolated and characterized five chemical com-
pounds. The dry and ground leaves were extracted by maceration at room temperature with organic solvents in incre-
asing polarity: hexane, chloroform and ethanol. The anti-inflammatory activity was evaluated using carrageenan
induced paw edema technique, in rats. The chloroform extract showed a comparable anti-inflammatory activity with
fenilbutazone and celecoxib. The extract was fractioned using silica gel columns and reverse phase, and then eluted
with different solvents. The isolate compounds were identified by spectroscopic techniques. From the chloroform
extract the following compounds were characterized: estigmasterol, kaurenic acid, trans-fitol, palmitic acid and the
palmitic acid ethyl-ester. Since the isolated compounds have shown anti-inflammatory activity we infer that they
could be responsible for the anti-inflammatory activity of Synedrella nodiflora leaves.

Key words: Synedrella nodiflora, anti-inflammatory activity, terpens

Laboratorio de Productos Naturales.

Laboratorio de Neuropéptidos.

Herbario Victor Manuel Ovalles, Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela, Caracas D.C., Venezuela.
Correspondencia: nery.perez@ucv.ve, neryperez42@dmail.com

Revista Facultad de Farmacia + Vol. 71 + N°2 « 2008 33




NERY PEREZ, BALBINA NOGUERA, MARIELLA PASTOLLERO, GERARDO HAIEK, ANITA ISRAEL Y JOSE D MEDINA

Introduccion

La busqueda de farmacos antiinflamatorios sinté-
ticos o naturales de alta efectividad, constituye un
campo actual de las investigaciones, debido a la fre-
cuencia del empleo de este tipo de medicamento y las
reacciones colaterales indeseables que los acompa-
nan, ya sean drogas de tipo esteroidal o no esteroida-
les. Como parte de un estudio de plantas que crecen
en nuestro pais y con posible actividad antiinflamato-
ria, se estudio las hojas de la especie Synedrella nodi-
flora (L.) Gaertn (Asteraceae). Esta planta es una
hierba erecta con ramificaciones, de aparicion anual,
originaria del Caribe y en la actualidad constituye una
maleza pantropical. En Venezuela se encuentra fre-
cuentemente en las tierras calientes, formando parte
de la maleza; es conocida comuinmente en la medici-
na popular venezolana como «deshinchadora» o «col-
millo de puerco»; la hoja es usada en forma de
cataplasma con aceite para curar golpes o hemato-
mas (Delascio, 1985; Morton, 1981). En otras regio-
nes tropicales del mundo (Africa, Asia, Caribe y
Latinoamérica) es empleada como antiinflamatorio,
emenagogdo, diurético, laxante, anticonceptivo y con-
tra una variedad de afecciones como: reumatismo,
ulceras varicosas, llagas, lepra, enfermedades del
corazon, resfriado, dolor de cabeza y dolor de oidos
(Forestieri, 1996; Mannan y col., 1978; Morton, 1981;
Garcia, 1992; Grenand, 1987; Robineau, 1995).

Se han reportado varios estudios biologicos de
esta planta (Forestieri y col., 1988; Forestieri y col.,
1996; Abad y col., 1996; Martin Rathi y col., 2005),
asi como varios estudios fitoquimicos que demues-
tran la existencia en la planta de compuestos de na-
turaleza esteroidal y terpénica, asi como saponinas
(Mannan y col., 1978; Alonso y col., 1985; Aalbers-
bergy col., 1991; Yang y col., 1994). Sin embargo
existe muy poca informacion acerca de la posible
actividad antiinflamatoria de la especie Synedrella
nodiflora. Es por ello que en el presente trabajo nos
abocamos al estudio de la actividad antiinflamatoria
del extracto de cloroformo obtenido de las hojas de
esta especie, en un modelo experimental de inflama-
cion aguda como es la induccién del edema de pata
de la rata mediante la inyeccién subplantar de carra-
denina. Adicionalmente se procedi6 a aislar y caracte-
rizar los posibles compuestos responsables de esta
actividad antiinflamatoria, empleando métodos con-
vencionales de extraccion, separacion y purificacion,
asi como técnicas espectroscopicas respectivas.

Materiales y métodos

PLANTA

Las hojas de la especie Synedrella nodiflora fue-
ron recolectadas en la ciudad de Caracas en Vene-
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zuela, e identificadas por el profesor Gerardo Haiek.
Se depositaron muestras de referencia en el Herba-
rio Victor Manuel Ovalles de la Facultad de Farmacia,
Universidad Central de Venezuela, Caracas, Distrito
Capital. El numero de coleccion es 9927.

EXTRACTOS

Las hojas se secaron al aire y sequidamente se
pulverizaron con un molino mecanico. El material
vegetal (2,3 Kg) fue extraido fraccionadamente por
maceracion a temperatura ambiente con los siguien-
tes solventes de polaridad creciente: hexano; cloro-
formo y etanol, hasta agotar el material vegetal. Los
solventes se evaporaron hasta sequedad al vacio
obteniéndose el extracto de hexano (65 g; 2,83%),
cloroformo (87 g; 3,78%) y etanol (42 g; 1,82%). En
el presente estudio se empled unicamente el ex-
tracto de cloroformo.

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Se evalu6 la actividad antiinflamatoria del ex-
tracto de cloroformo (80 mg/Kg) de las hojas de la
especie Synedrella nodiflora, utilizando el modelo
de la inflamacion aguda inducida por la carragenina
(Mizushima y col., 1972), y empleando como refe-
rencia las drogas antiinflamatorias no esteroidales,
el celecoxib (10 mg/Kg) y la fenilbutazona (80
mg/Kg). Para ello se utilizaron ratas machos de la
cepa Sprague-Dawley (180-220 g), las cuales fueron
mantenidas en grupos de seis, con libre acceso a la
comida y al agua. Los animales fueron divididos en
los grupos experimentales siguientes: 1. Control (car-
boximetilcelulosa al 2%, p.o.); 2. celecoxib (CLX)
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO; 10 mg/Kg, p.0),
3. fenilbutazona (FBZ) (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO; 80 mg/Kg, p.o), ambas sustancias fue-
ron usadas como drogas de referencia; 4. extracto
de cloroformo (DBHC, 80 mg/Kg, p.0). Una hora des-
pués de la administracién de cada uno de los trata-
mientos se indujo el edema de la pata mediante la
inyeccion de 0,05 mL de una suspension de l-carra-
genina tipo IV (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) al
3% en solucion fisiologica, en la aponeurosis plan-
tar de la pata trasera derecha de la rata. Se produjo
una reacciéon de caracter inflamatorio (edema) y se
cuantificé la inhibicién del mismo por el método de
desplazamiento de volumen, utilizando un pletis-
moémetro digital (Ugo Basile, Modelo 7140, Italia).
Las determinaciones se realizaron antes y una, tres,
cinco y siete horas después de la inyeccién subplan-
tar de carragenina. Los procedimientos aplicados
en estos experimentos fueron aprobados por la Co-
mision de Bioterio de la Facultad de Farmacia de la
UCV.
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Los resultados de la actividad antiinflamatoria
fueron expresados como la media, mas o menos, el
error estandar de la media (Media + EEM) del volu-
men desplazado y como porcentaje de inhibicion
del edema, calculado mediante la fébrmula (1-Vt/Vc)
x 100, donde Vty Vc son el volumen medio de la
pata de los animales tratados y control, respecti-
vamente. La diferencia entre los grupos experimen-
tales fueron analizadas utilizando la prueba t de
Student no-pareada y el analisis de varianza de una
via (One way ANOVA). Los valores p<0,05 se toma-
ron como indicativos de significado estadistico.

AISLAMIENTO DE COMPUESTOS QUIMICOS

El extracto de cloroformo (70 g) se fraccioné me-
diante cromatografia de columna de fase normal
sobre silica gel (400 g), utilizando mezclas de solven-
tes de polaridad creciente: hexano/cloroformo
(25:75), cloroformo (100), cloroformo/acetato de
etilo (95:5), 90:10, 50:50, acetato de etilo (100),
acetato de etilo/metanol (50:50), metanol (100). Se
recolectaron 74 fracciones de aproximadamente
100 mL c/u. Todas las fracciones se evaluaron por
cromatografia de capa fina y las que resultaron simi-
lares se reunieron, obteniéndose en total 14 fraccio-
nes: 1 (1-6), II (8-12), III (13-18), IV (19-23), V
(24-27), VI (28-32), VII (33-37), VIII (38-42), IX (43-
49), X (49-54), XI (55-57), XII (58-65), XIII (68-71),
X1V (72-74). De la fraccion VI (1 g) obtenida del ex-
tracto de cloroformo, se aislaron 3 mg de estigmas-
terol (S1), el cual fue purificado por cristalizacion,
23 mg de acido kaurénico (S2) y 25 mg de trans-fitol
(83), los cuales fueron purificados por cromatografia
en columna fase normal (50 g de silica gel). A partir
de la fraccion IX (1 g) obtenida del extracto de cloro-
formo se aislaron 60 mg de acido palmitico (S4)y 3
mg del etil-éster del acido palmitico (S5), que fueron
purificados por cromatografia en columna fase nor-
mal (50 g silica gel) y por cromatografia en capa fina
preparativa.

DATOS ESPECTROSCOPICOS
DE LOS COMPUESTOS AISLADOS

Estigmasterol (S1) (Estigmasta-5,22-dien-3-be-
taol, (248S)-5,22-estigmastadien-3-beta-ol): sélido
blanco. MS: m/z (intensidad relativa (%)): 413 (100),
395(20), 380(25), 370(30), 352(30), 300(30),
273(30), 271(60), 255(45), 230(15), 200(20),
173(23), 133(37), 81(40). RMN H ': § (ppm) (270 MHz,
CDCls): 3,50 (m,H-3); 5,33 (m, H-6); 0,68 (s; H-18);
0,99-1,01 (H-19, H-21); 5,14 (dd, H-22, Jpy,55 = 15,1
Hz; Jyp/20 = 8,4 Hz); 5,00 (dd, H-23, Jy5,2, = 15,1 Hz,
Jan/20 = 8,4 Hz); 0,76-0,84; H-26, H-27, H29). RMN C
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13, § (ppm) (75 MHz, CDCl3): 37,2(C1); 31,6(C2);
71,8(C3); 42,2(C4); 140,7(C5): 121,7(C6); 31,8(C7);
31,8(C8); 50,1(C9); 36,4(C10); 21,2(Cl11);
39,6(12); 42,1(C13); 56,8(C14); 24,3(C15);
28,9(C16); 55,9(C17); 12,2(C18); 19,3(C19);
40,4(C20); 21,0(C21); 138,3(C22); 129,2(C23);
51,2(C24); 31,8(C25); 18,9(C26), (
25,3(C28); 12,0(C29).

Acido kaurénico (S2) (Acido (-)-kaur-16-en-19-oico,
acido ent-kaur-16-en-19-oico): sélido blanco. MS: m/z
(intensidad relativa (%)): 302(65), 287(48), 259(38),
257(33), 241(65), 213(48), 187(48), 159(38),
131(100), 105 (60), 91(83). RMN H ': § (ppm) (270
MHz, CDCls): 0,93(s, 3H-20a); 1,22(s, 3H-18b);
1,57(bs, 2H-11); 2,03(bs, 2H-15); 2,61(bs, 1H-13a);
4,77(bs;1H-17a); 4,72(bs;1H-17b). RMN C !3: § (ppm)
(75 MHz, CDCls): 40,7(Cl1); 19,1(C2); 37,8(C3);
44,2(C4); 57,0(C5); 22,0(CB); 33,1(C7); 43,7(C8);
55,1(C9); 39,7(C10); 18,4(Cl11); 41,3(C12);
43,9(C13); 39,7(C14); 49,0(C15); 155,9(C16);
103,7(C17); 29,0(C18); 184,5(C19); 15,6(C20).

Trans-fitol (S3) (2E, 7R, 11R)-3, 7, 11, 15-tetra-
metilhexadec-2-en-1-ol): liquido aceitoso ligeramen-
te amarillo. MS: m/z (intensidad relativa (%)): 296(1),
278(1), 263(1), 249(1), 236(1), 222(1), 210(1),
196(1), 179(1), 165(1), 151(1), 137(2), 123 (22),
111 (6), 95 (13), 81 (24), 71 (100), 57 (27), 43 (28).
RMN H !: § (ppm) (270 MHz, CDCl3): 4,14(d,1H-1, J =
6,05 Hz); 5,38(t, 1H-2, J=6,05y 1,24 Hz); 1,96(t,
2H-4); 1,50(m, 1H-7); 1,64(s, 3H-17); 0,85(d, 6H-16
y 20); 0,84(d, 3H-18); 0,83(d, 3H-19). RMN C !3:
0 (ppm) (75 MHz, CDCls): 59,4(Cl); 123,1(C2);
140,3(C3); 39,9(C4); 25,2(C5); 36,7(C6); 32,7(C7);
37,4(C8); 24,5(C9); 37,3(C10); 32,8(C11); 37,4(C12);
24,8(C13); 39,4(Cl14); 28,0(Cl15); 22,7(C16);
16,2(C17); 19,8(C18); 19,8(C19); 22,6(C20).

21,0(C27);

Acido palmitico (S4) (Acido hexadecanoico): s6-
lido blanco. MS: m/z (intensidad relativa (%)):
356(100), 239 (6), 227 (14), 213 (38), 199 (20), 185
(11), 171 (37), 157 (38), 143 (22), 129 (58), 115 (21),
101 (10), 87 (42) 73 (56), 60 (42). RMN H !: § (ppm)
(500 MHz, CDCls): 0,86 (t; 3H-16); 1,23-1,28 (bs; 24H-
4 all5); 1,61 (m; 2H-3); 2,32 (t; 2H-2); 10,96 (bs; 1H-
COOH). RMN C!3: § (ppm) (125 MHz, CDCl5): 180,53
(C-1); 34,12 (C-2); 24,66 (C-3); 29,05 (C-4); 29,23 (C-

5); 29,42 (C-6); 29,58 (C-7); 29,69 (C-8); 29,69 (C-9);
29,69 (C-10); 29,69 (C-11); 29,66 (C-12); 29,36 (C-
13); 31,92 (C-14); 22,68 (C-15); 14,09 (C-16).

Ester del 4cido palmitico (S5) (Hexadecanoato
de etilo): sélido blanco. MS: m/z (intensidad relativa
(%)): 284(100), 278(12), 241(7), 213(4), 185(6),
157(14), 143(8), 129(6), 115(12), 101(50), 88(100),
70(16), 55(16), 43(25).
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EQuipos

Punto de fusién: Fisher-Jhons (los valores son re-
portados sin corregir). Espectrometria de masa:
Cromatoégrafo de gases acoplado a masas GC/EM,
Varian Saturno 2000. Espectroscopia: RMN-'H y !3C:
JOEL-Eclipse, 270 MHz y Bruker, 500 MHz. Los es-
pectros fueron realizados en CDCls.

Resultados

La inyeccion subplantar de la carragenina des-
arrollé un edema significativo en la pata de la rata
en el grupo control. La Tabla I, en la que se muestran
los resultados como volumen desplazado, y la Figura
1, en la que se expresan los resultados como por-
centaje de inhibicion de la inflamacion, indican que
la administracion por via oral, una hora antes de la
inyeccion de la carragenina, caus6 una inhibicion
significativa del edema (p<0,01). El efecto inhibito-
rio maximo del extracto se registro a las 3h (36,42%)
y 5h (37,41%) después de la inyeccion de la carrage-
nina. Estos valores fueron comparables con los de
las drogas antiinflamatorias no esteroidales de refe-
rencia: la fenilbutazona (FBZ) y el celecoxib (CLX)

Del extracto de cloroformo se aisl6 y caracterizo,
en base a los datos obtenidos de RMN-'H y -13C,
DEPT, COSY 'H-'H, HETCOR 'H-'3C y por compara-
cion con los reportados en la literatura y bases de
datos, los compuestos quimicos: estigmasterol (Vi-
qary col., 1992; Gémez y col., 1999; Forgo y Kover,
2004); acido kaurénico (Thorleif y Supa, 1971;
Enriquez y col., 1997; Nguyen y col., 1992), trans-
fitol (Sims, 1976; Probstle, 1994; Furumoto y col.,
2002; Spectral Database for Organic Compounds,
SDBC); acido palmitico (Bengsch y col., 1986; Spec-
tral Database SDBC; ACD Lab; Lipid library) y etil-
éster del acido palmitico (Spectral Database SDBC;
Lipid library) (Figura 2). A excepcion del estigmaste-
rol, ninguno de los compuestos habia sido previa-
mente aislado de las hojas de Synedrella nodiflora.

Discusion

La evidencia muestra que la especie Synedrella
nodiflora se ha empleado en la medicina tradicional,
en especial las hojas se han utilizado como cata-

plasma para el reumatismo doloroso. Sin embargo,
hasta el presente no se ha establecido su posible

Tabla I
Yolumen Desplazado (mL)

1h 3h 5h 7h
Control (1) ND 1,57 + 0,08 1,6+0,11 1,41 + 0,08
FBZ ND 0.85+0,07 * 0.96 + 0,07 * 0.83+0,07 *
DHCB ND 1,08 +0,14 * 1,16 +0,17 * 1,03+0,15*
Control (2) 0,63 + 0,07 1,10 + 0,05 1,28 + 0,09 ND
CLX 0,30+ 0,05 * 0,72+ 0,05 * 0.91 +0,06 * ND

Actividad antiinflamatoria, expresada como volumen desplazado en el pletismémetro digital, del extracto de cloroformo
(DBHC) comparado con fenilbutazona (FBZ) con respecto al control (1), y con celecoxib (CLX) con respecto al control (2).

*p<0,01. ND: No Determinado.
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Figura 1. Actividad antiinflamatoria del extracto de cloro-
formo (DBHC) comparado con celecoxib (CLX) y fenilbuta-
zona (FBZ).
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Figura 2. Compuestos quimicos aislados de los extractos de
cloroformo de hojas de Synedrella nodiflora (L.) Gaertn. S1:
estigmasterol; S2: acido kaurénico; S3: trans-fitol; S4: acido
palmitico y S5: etil-éster del acido palmitico.
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uso como antiinflamatorio. Por ello, en el presente
estudio examinamos el efecto antiinflamatorio del
extracto de cloroformo de las hojas de la especie
Synedrella nodiflora en el edema de la pata de la
rata inducido por la carragenina. Nuestros resulta-
dos muestran que la inyeccién subplantar de carra-
genina produjo edema significativo, cuya primera
fase se sabe que resulta de la liberacién de histami-
na, serotonina y kininas y cuya segunda fase se co-
rrelaciona con niveles elevados de prostaglandinas,
oxigeno derivado de los radicales libres, la produc-
cion de la ciclooxigenasa inducible y la activacion e
infiltracion local de neutrofilos. La administracion
oral del extracto de cloroformo de las hojas de la
especie Synedrella nodiflora produjo una inhibicién
significativa del edema de la pata de la rata, que fue
comparable en magnitud al producido por la fenilbu-
tazonay el celecoxib.

El estudio fitoquimico permitio la identificacion
de cinco compuestos quimicos (estigmasterol, acido
Kkaurénico, trans-fitol, acido palmitico y etil-éster del
acido palmitico), cuya actividad antiinflamatoria ha
sido evidenciada a través de estudios in vivo e in
vitro. En efecto, mediante el uso del modelo del ede-
ma de la oreja del ratén inducido por TPA in vivo
(acetato de 12-O-tetradecanoilforbol), usando aplica-
ciones simples (modelo agudo) y multiples (modelo
cronico) del agente a evaluar, se demostro un efecto
antiinflamatorio significativo para el estigmasterol
comparados con la indometacina (0,5 mg/oreja) y la
dexametasona (0,05 mg/oreja) (Gébmez y col.,
1999). Los resultados del modelo agudo mostraron
una inhibicién del 59%, después de la administra-
cién topica de una dosis de 0,5 mg/oreja. En el
modelo cronico el efecto antiinflamatorio fue mas
moderado, la inhibicién del edema fue de un 36%.
Igualmente, se evalu6 la actividad de la enzima mie-
loperoxidasa, la cual fue reducida en un 73% en el
modelo agudo, mientras que en el edema crénico la
inhibicion de la enzima fue de un 30%. Estos resul-
tados indicaron que el estigmasterol es mas efectivo
como agente antiinflamatorio topico en procesos
agudos que en crénicos y su accion esta marcada-
mente influenciada por la inhibicion de la migracion
de neutrofilos dentro del tejido inflamado. Estudios
similares han sido reportados por Kasahara y col.,
1994 y Garcia y col., 1999.

El efecto antiinflamatorio in vivo del acido kauré-
nico fue investigado utilizando el modelo de edema
de pata inducido por albumina en la rata. Tanto la
aspirina como el acido kaurénico, en la dosis mas
alta, mostraron efecto antiinflamatorio significativo,
comparable y mantenido durante todo el periodo de
observacion (4h) (Sosa y col., 1997). Schwaiger y
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col. (2004) estudiaron in vitro la actividad inhibitoria
del acido kaurénico sobre la biosintesis de leucotrie-
nos (LTB,). El acido kaurénico fue evaluado en tres
concentraciones; 25 pM, 10 pMy 5 pM; y como con-
trol positivo se utilizé el zileuton (10 pM), un inhibi-
dor especifico de la enzima 5-lipooxigenasa. El acido
Kkaurénico exhibié una marcada actividad inhibitoria
de 74% a una concentracion de 25 pM, mientras que
a concentraciones menores la inhibiciéon de la bio-
sintesis fue insignificante.

En los procesos inflamatorios se encuentran
involucradas dos isoformas distintas de la enzima
ciclooxigenasa, llamadas COX-1 y COX-2, las cuales
participan en la conversion del acido araquidonico a
prostaglandinas. La COX-1 esta encargada de la sin-
tesis de prostaglandinas implicadas en la homeos-
tasis general, mientras que la COX-2 inducible se
encarga de la producir prostanoides en los lugares
inflamados. La evidencia experimental in vitro ha
demostrado que el acido kaurénico tiene una activi-
dad antiinflamatoria mucho mayor contra la COX-1
(IC50 = 121,86 pM) que la aspirina (IC5o = 1.804 pM) y
una actividad inhibitoria relativamente significante
contra COX-2 (IC5¢ = 127,6 pM), comparada con la
obtenida por el control positivo indometacina (ICsq =
76,5 pM) (Nguyen y col., 1992).

La actividad antiinflamatoria in vivo del fitol ha
sido evaluada usando los modelos de inflamacién
de edema de la oreja de raton inducido por el EPP
(etil-fenilpropiolato) y el edema de pata inducido por
la carragenina, la histamina o por el compuesto
48/80, en la rata (Pongprayoon y col., 1992; Shimizu
y Tomoo, 1994). El fitol (1 mg/local; 65,3%) atenud
de manera significativa la inflamacion inducida por
la carragenina, siendo mucho mas potente (0,5
mg/local; 74,2%) sobre el edema inducido por hista-
mina, sugiriendo que el mecanismo de accion es
debido a la inhibicion de los receptores H,. También
in vitro se evalué la actividad inhibitoria del fitol
sobre la biosintesis de prostaglandina (Probstle,
1994). El fitol mostr6 una actividad inhibitoria signi-
ficativa sobre la enzima ciclooxigenasa (Cl5¢y=55,7
PM), mientras que la indometacina exhibié una Cls
de 1,2 pM, y la aspirina mostré sélo un 37% de inhi-
bicion a una concentracion de 250 pM.

El acido palmitico también inhibe la actividad de
las enzimas ciclooxigenasa (Zhang y col., 2003). El
nivel de inhibicion de la COX-1 y COX-2, a una concen-
tracion de 100 pg/mL, fue de 39 y 45%, respecti-
vamente. Los controles positivos vioxx® (1,67 pg/mL),
celebres™ (1,67 pg/mL), aspirina (180 pg/mL), napro-
xen (2,52 pg/mL) e ibuprofeno (2,06 pg/mL) mos-
traron un 23, 37, 46, 92 y 30% de inhibicion de la
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COX-1, respectivamente, y en las mismas concentra-
ciones exhibieron un 67, 88, 24, 61 y 43% de inhibi-
cion de la COX-2, respectivamente. Estos resultados
se asemejan a los previamente obtenidos por Probs-
tle (1994) en un estudio in vitro sobre la inhibicion
de la biosintesis de prostaglandinas. El acido palmiti-
Co a una concentracion de 200 pM inhibi6é en un 77%
la sintesis de prostaglandina y la Cl5q fue de 18,5 pM,
comparado con la indometacina que a la misma dosis
mostré un 100% de inhibiciéon (Clsg=1,2 pM), mien-
tras que la aspirina, a una dosis de 250 pM inhibi6 so-
lamente un 39%, la sintesis de prostaglandina.

Estos hallazgos parecen indicar que los com-
puestos aislados de los extractos de la especie Syne-
drella nodiflora podrian ser responsables en cierto
grado de la actividad antiinflamatoria observada
después de la administraciéon del extracto clorofor-
mico evaluado en el presente trabajo.

Nuestros hallazgos, en los que se demuestra la
actividad antiinflamatoria de las hojas de Synedrella
nodiflora, contribuyen a la validacion del uso de esta
planta como antiinflamatorio en la medicina tra-
dicional.
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Posible nitracion del complejo I mitocondrial
durante la hipoxia/re-oxigenacion

Possible nitration of mitochondrial complex I
in hypoxia/re-oxygenation conditions

DANIELA URRECHEAGA SILVA

Resumen

La nitraciéon de los residuos de tirosina de las proteinas es una modificacién post-translacional que ocurre en condi-
ciones tanto fisiolégicas como patolégicas. Este proceso puede alterar las propiedades funcionales y estructurales
de las proteinas, asi como su fosforilacion. El peroxinitrito (ONOO") es el principal agente nitrante de las proteinas
en el organismo, y es formado por la reaccion entre cantidades equimolares de los radicales 6xido nitrico (NO) y
anion superoxido (Oy7). E1 ONOO™ formado extra o intramitocondrialmente puede difundirse a través de los compar-
timientos mitocondriales y producir oxidacion, nitracion y nitrosilacién de criticos componentes de la matriz, de la
membrana externa e interna y del espacio intermembrana de la mitocondria. Uno de esos componentes suscepti-
bles de ser nitrado es el complejo I de la cadena de transporte de electrones, cuya principal funcién es la transfe-
rencia de electrones desde la NADH a la ubiquinona. Se ha observado que durante la hipoxia/re-oxigenacion se
produce una inhibicion de la actividad del complejo I, siendo la nitracion uno de los mecanismos propuestos como
responsable de este efecto. Por lo tanto este articulo es principalmente focalizado en las evidencias que existen en
la literatura sobre la nitracion del complejo I en condiciones de hipoxia/re-oxigenaciéon.

Palabras clave: Complejo I, mitocondria, nitracién, hipoxia, re-oxigenacion.

Abstract

Protein tyrosine nitration is a common post-translational modification occurring under physiological and pathological
conditions. This process can alter functional and structural properties of the proteins as well as their phosphoryla-
tion. Under normoxic conditions 0.1-3% of the oxygen consumed by mitochondria is converted to superoxide (O5).
Once formed superoxide anion may undergo a near-diffusion-controlled reaction with NO yielding the highly reactive
oxidizing peroxynitrite, which can, especially in the presence of CO,/bicarbonate anions, react with protein tyrosine
residues forming 3-nitro-L-tyrosine. Extra- or intramitochondrially formed peroxynitrite can diffuse through mitochon-
drial compartments resulting in oxidation, nitration and nitrosation of critical components in the matrix, inner and
outer membrane and intermembrane space of the mitochondria. One of those susceptible components being nitra-
ted is the complex I, which is the first enzyme of the respiratory electron transport chain, whose main functional role
is to transfer two electrons from NADH to ubiquinone in the inner-mitochondrial membrane. It has been observed
that during hypoxia/re-oxygenation mithocondria exhibit a specific and significant decrease in complex I (NADH:CoQ
reductase) activity, being nitration one of the mechanisms proposed as responsible for this effect. Therefore this
review article was mainly is focused on the evidence shown in the literature related to nitration of complex I in hypo-
xia/re-oxygenation conditions.

Key words: Complex I, mitochondria, nitration, hypoxia, reoxygenation.

Laboratorio de Neuropéptidos, Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela, y Laboratorio de Bioenergética, Universidad
Joseph Fourier, Grenoble, Francia.
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Introduccion

La mitocondria es un organelo especializado en
la produccion de energia, pero también participa en la
produccién de especies reactivas de oxigeno, en
la regulacion del ciclo celular, en la apoptosis y en la
termogénesis (Gibson, 2005).

Clasicamente, la regulacion del metabolismo ener-
gético se basa en la relacion entre el ADP/ATP, pero
recientemente ha sido identificado el 6xido nitrico
(NO) como un regulador fisiologico de la transferen-
cia de electrones y la sintesis del ATP por inhibicion de
la citocromo c oxidasa, enzima terminal de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial (Callender y
col., 2007; Carreras y col., 2004). Adicionalmente, el
NO estimula la produccion de especies reactivas de
oxigeno, dentro de las que destacan el anién supe-
roxido y el peréxido de hidrogeno (Carreras y col.,
2004). Dependiendo de la concentracion de NO en la
matriz mitocondrial, éste puede reaccionar en forma
equimolar con el anidén superdxido para generar pe-
roxinitrito, el cual es responsable de la nitracién,
oxidacion y nitrosilacion de los componentes mito-
condriales, lo que puede ocasionar una alteracion de
la funcién mitocondrial (Frein y col., 2005).

La nitraciéon de las proteinas es considerada un
proceso acumulativo y danino a la célula, el cual
afecta la actividad y funciéon de la proteina nitrada,
siendo éste un proceso selectivo, dinamico y reversi-
ble el cual puede ser tanto vital como danino para la
funcién celular (Turko y Murad., 2002). En las ultimas
décadas ha crecido de forma exponencial el interés
en identificar las proteinas mitocondriales que consti-
tuyen el «proteoma de nitrotirosina» con la finalidad
de entender el papel que juegda la nitracion de protei-
nas en la funcion mitocondrial durante condiciones
tanto normales como patoloégicas (Gibson, 2005).

Una de las proteinas que ha sido identificada co-
mo susceptible de ser nitrada es el complejo I de la
cadena de transporte de electrones, el cual parece
muy susceptible a los efectos del peroxinitrito y a la
nitraciéon (Carreras y col., 2004). Se ha observado la
inhibicién de la actividad del complejo I en enfer-
medades en donde hay un incremento del estrés oxi-
dativo y nitrosativo, como son la enfermedad de
Parkinson, la sepsis, la endotoxemia, la angina y el
cancer, asi como en condiciones donde hay hipoxia
(Brown y Borutaite., 2004). Un complejo I deficiente
produce una disminucion de la energia generada por
el sistema de fosforilacion oxidativa, asi como una
mayor generacion de especies reactivas de oxigeno
(Brown y Borutaite., 2004). Dada la importancia que
tiene la transformacion de energia por parte del com-
plejo I mitocondrial, junto con otras de las proteinas

Revista Facultad de Farmacia « Vol. 71 +« N°2 « 2008

implicadas en el transporte de electrones, ha surgido
en el ambito cientifico la «nueva era del estudio del
complejo I mitocondrial». Como parte de esta nueva
vision cientifica, se pretende estudiar la nitracién del
complejo I durante la hipoxia.

1. La Mitocondria
1.1. ASPECTOS BASICOS

La mitocondria es un organelo subcelular muy
complejo que tiene como principal funcién la pro-
duccién de energia en forma de ATP, necesaria para
la viabilidad y funcionamiento normal de la célula;
ademas esta implicada en muchas otras funciones
celulares, tales como: el metabolismo de acidos gra-
sos, la biosintesis de pirimidinas, la homeostasis de
calcio y la senalizacion celular (Gibson, 2005).

La mitocondria es el tnico organelo que contie-
ne su propio ADN, denominado ADNmt, el cual es
responsable de codificar 13 proteinas esenciales
que forman parte del complejo I, 1II, IV y V del siste-
ma de fosforilacion oxidativa, asi como también dos
ARN ribosémicos y 22 ARN de transferencia (Schef-
fer, 2001). El resto de las proteinas mitocondriales
son codificadas por el genoma nuclear.

Entre las estructuras que componen la mitocon-
dria se encuentran la membrana externa e interna,
el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial,
las cuales cumplen funciones metabolicas especifi-
cas. Especificamente, en la membrana interna se
encuentran las proteinas que conforman el sistema
de fosforilacion oxidativa (OxpHos, de acuerdo con
sus siglas en inglés) (Lesnefsky, 2006).

El OxpHOS consiste en cinco complejos proteicos,
a saber: la NADH: ubiquinona 6xido reductasa (com-
plejo I), la succinato ubiquinona 6xido reductasa
(complejo II), la ubiquinol: citocromo c 6xido reduc-
tasa (complejo IlI), la citocormo c oxidasa (complejo
1V) y la FoF-ATP sintasa (complejo V). Los primeros
cuatro complejos, junto con la ubiquinona y el cito-
cromo ¢, constituyen la cadena de transporte de elec-
trones (Lazarou y col., 2008; Wallace, 2008).

Los electrones generados por la oxidacion del
NADH y del succinato por el complejo 1y I, respecti-
vamente, son transferidos a la ubiquinona, la cual se
encarda de transportar los electrones a través de la
membrana interna hasta el complejo IIl. Este ultimo
transfiere los electrones de la ubiquinona reducida
al citocromo c, el cual se encuentra en el espacio in-
termembrana. Finalmente, el complejo IV completa
la transferencia de electrones del citocromo c al oxi-
geno, reduciéndolo a agua (Lazarou y col., 2008; Wa-
llace, 2008).
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Este proceso de transferencia genera la energia
necesaria para la sintesis de ATP, a través de la fuerza
protomotriz producida por la translocacién de pro-
tones provenientes de los complejos I, 11y IV, desde
la membrana interna hacia el espacio intermembra-
na; de manera que el complejo V se acopla a la ener-
gia del gradiente electroquimico para sintetizar el ATP
en la matriz mitocondrial, tal como se ilustra en la Fi-
gura 1 (Lazarou y col., 2008; Wallace, 2008).

Q

oxidoreductase
(SDH; complex )

oxidoreductase
(complex ll)

(COX; complex IV)

Figura 1. Sistema de fosforilacién oxidativa (Wallace, 2008).

La disfuncién del sistema de fosforilacién oxida-
tiva esta asociada con una serie de manifestaciones
clinicas, tales como miopatias, encefalopatias y car-
diopatias. Siendo las deficiencia del complejo I l1a
que con mayor frecuencia causa la disfunciéon de
este sistema (Verkaart y col., 2007).

1.2. EL coMPLEJO |

La NADH: ubiquinona 6xido reductasa o comple-
joI(CI; EC 1.6.5.3) es la enzima mas grande y com-
pleja de la cadena de transporte de electrones, que
tiene como principal funcién la transferencia de
electrones desde la NADH a la ubiquinona (Q) en
una reaccién que es acoplada a la translocacién de
protones a través de la membrana interna mitocon-
drial hacia el espacio intermembrana (Brown y
Borutaite, 2004). La accion redox del CI puede ser
resumida en la siguiente reaccion:

NADH + H* + Q+ 4“+matrix_> NAD* + QHZ + zl'l-rrespau:io intermembrana

El mecanismo mediante el cual el CI utiliza la
energia redox para translocar cationes como el H" o
iones como el Na* a través de la membrana interna
mitocondrial no ha sido bien establecido (Takahiro,
2002). Adicionalmente, el CI cumple otras funciones,
entre las que destaca la produccién de anién supero-
xido (Brand y col., 2004; Carreras y col., 2004).

El CI esta compuesto por 45 subunidades que
ensambladas forman una estructura con un peso
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molecular de aproximadamente 1000 kDa; siete de
estas subunidades son codificadas por el ADN mito-
condrial y las 38 subunidades restantes son codifica-
das por el ADN nuclear (Lenaz y col., 2006; Lazarou
y col., 2008).

Dicho complejo esta compuesto por tres médu-
los funcionales, a saber: el médulo N (NADH-deshi-
drogenasa), que transfiere los electrones desde la
NADH via la mononucleétido flavina (FMN en su si-
glas en inglés) a una cadena de grupo de proteinas
de hierro azufradas (Brandt y col., 2006; Lazarou y
col., 2008). El moédulo Q (hidrogenasa), que recibe
los electrones provenientes de los grupos de protei-
nas de hierro azufradas (Fe-S) y los transfiere a la
ubiquinona. Tanto el médulo N como el Q se en-
cuentran en la matriz mitocondrial (Brandt y col.,
2006; Lazarou y col., 2008). Por ultimo el médulo P
(transportador), que esta embebido en la membrana
mitocondrial interna y que tiene como funcioén trans-
locar los protones a través de la membrana hacia el
espacio intermembrana (Figura 2) (Brandt y col.,
2006; Lazarou y col., 2008).

N Module
Q Module
Electron transfer to

B
Binds NADH, captures
electrons from oxidation 7FMN
4 of NADH oN / 3
¥
ubiquinone

P Module
Binding of ubiquinone
and proton pumping

Figura 2. M6dulos del complejo 1y actividad
(Lazarou y col., 2008).

1.2.2. Estructura y subunidades del complejo I

La estructura del complejo I mitocondrial tiene
una forma de L, compuesta por un brazo periférico
hidrofilico que se proyecta hacia la matriz mitocon-
drial, y por un brazo hidrofébico perpendicular embe-
bido en la membrana interna (Lazarou y col., 2008).

El brazo periférico del CI se subdivide en dos sub-
complejos, el la y el I\, los cuales estan compuestos
por subunidades hidrofilicas y contienen a la mono-
nucleétido flavina (FMN) y a ocho grupos de proteinas
hierro azufradas, los cuales son: el Nla, el N1b, el
N3, el N4, el N5, el N6a, el N6b y el N2, siendo este
ultimo el que le dona los electrones a la ubiquinona
(Figuras 2 y 3) (Takahiro, 2002).

Asi mismo, el brazo hidrofébico se subdivide en
dos subcomplejos que son ly y I, compuesto por las
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subunidades hidrofébicas. En este brazo se lleva a
cabo la reduccion de la ubiquinona y el transporte
de iones (Figuras 2 y 3) (Takahiro, 2002).

El complejo I bacteriano esta compuesto por
catorce subunidades que son conservadas a través
de la evolucion (Vogel y col., 2007). Estas subunida-
des representan el centro del complejo 1 y compo-
nen las unidades estructurales minimas requeridas
para la funcion primaria de la enzima y la transferen-
cia de electrones acoplada a la translocacién de pro-
tones (Lazarou y col., 2008).

La composiciéon de las subunidades del comple-
jo I bovino ha sido extensamente estudiada y la
nomenclatura de las subunidades esta basada en el
tamano expresado en kDa, mientras que la nomen-
clatura de las subunidades del complejo I humano
se basa en el nombre del gen que las codifica (La-
zarou y col., 2008). De esta forma las subunidades
que son codificadas por el genoma nuclear son lla-
madas NADH ubiquinona deshidrogenasa (NDU, de
acuerdo a sus siglas en inglés), seguido por la des-
cripcion de su funcion o localizacion, de la siguiente
forma: las siglas FS para las proteinas de hierro azu-
fradas, las siglas FV para la region de la flavo protei-
na, las siglas FA para el subcomplejo a, las siglas FB
para subcomplejo f y las siglas FC para el subcom-
plejo aun no definido. Y aquellas que son codifica-
das por el ADN mitocondrial son nombradas NADH
deshidrogenasa (ND), sequido por el niimero de la
subunidad (Figura 3) (Lazarou y col., 2008).

Las catorce subunidades del complejo I humano
son la NDUFS1, NDUFS2, la NDUFS3, NDUFS7,
NDUFS8, NDUFV1 y NDUFV2, las cuales son codifica-
das por el genoma nuclear y estan implicadas en la
oxidacion del NADH y la subsecuente transferencia
de electrones a la ubiquinona. Mientras que las siete
subunidades restantes son: la ND1-6 y la ND4L, que
son codificadas por el ADN mitocondrial y estan lo-
calizadas en el brazo hidrofébico del complejo (La-
zarou y col., 2008). Las subunidades ND1, la ND4 y
la ND5 pueden albergar un sitio de unién a la quino-
na, por lo que pueden estar implicados en la union a
la ubiquinona. Por comparacién de analisis de se-
cuencias, de las subunidades ND2, ND4 y ND5 mues-
tran que son similares a los antiportadores de K*/H*
o Na*/H* lo que las pudiera implicar en la funciéon de
translocaciéon de protones del complejo I (Lazarou y
col., 2008).

Todas las otras subunidades que no forman
parte del centro del complejo I son llamadas subuni-
dades accesorias o supernuméricas y no se ha esta-
blecido la funcién exacta que cumplen, sin embargo
se ha propuesto que pueden estabilizar o proteger al
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I

Human Bovine Human Bovine Human Bovine Human Bovine
NDUFS1 75 kDa NDUFS1 75 kDa NDUFB2 AGGG NDUFC1  KYFI
NDUFV1 51kDa NDUFV1 51 kDa NDUFB8  ASHI ND1 ND1
NDUFS2 49 kDa NDUFS2 49 kDa NDUFB11 ESSS ND2 ND2

NDUFS3 30 kDa
NDUFV2 24 kDa
NDUFS8 TYKY
NDUFS7 PSST
NDUFS4 18 kDa

NDUFS3 30 kDa NDUFB1 MNLL ND3 ND3
NDUFV2 24 kDa
NDUFS8 TYKY
NDUFS7 PSST

NDUFS4 18 kDa

NDUFB10 PDSW ND4L  ND4L
NDUFAB1 SDAP
NDUFB5 SGDH
NDUFB9  B22
NDUFB7 B18
NDUFB6 B17
NDUFB4 B15
NDUFA7 Bi14.5a NDUFC2 B14.5b
NDUFV3 10 kDa NDUFB3 B12
NDUFA13 B16.6 ND4 ND4
NDUFA12 B17.2 ND5 ND5
NDUFA11 B14.7 NDUFA4 MLRQ

NDUFA2 B8
NDUFS6 13 kDa
NDUFA5  B13

NDUFA2 B8
NDUFS6 13 kDa
NDUFA5  B13
NDUFA7 B14.5a
NDUFV3 10kDa
NDUFA13 B16.6
NDUFA12 B17.2
NDUFA11 B14.7
NDUFAB1 SDAP
NDUFA9 39 kDa
NDUFA8 PGIV
NDUFS5 15 kDa
NDUFA6  B14
NDUFA1 MWFE
NDUFB4 B15
NDUFA3 B9
NDUFA4 MLRQ
ND6 NDé

Figura 3. Topologia de la subunidades del complejo I
(Lazarou y col., 2008).

complejo de las especies reactivas de oxigeno (EROs)
(Lenaz y col., 2006; Lazarou y col., 2008; Vogel y
col., 2007). Asi mismo, se han sugerido funciones
mas especificas para estas subunidades; por ejemplo
la subunidad de 10 y 18 kDa son fosforiladadas de
forma dependiente del AMP ciclico; otras subunida-
des, como la NDUFA13, o también llamada GRIM-19,
esta implicada en la apoptosis (Lazarou y col., 2008).

Un importante punto al cual se debe hacer refe-
rencia es la existencia de supercomplejos en condi-
ciones fisiologicas. Investigadores como Schagger y
Pfeiffer, en el 2000 han aportado evidencia convin-
cente de la existencia de multicomplejos en levadu-
ras y en mitocondrias de mamiferos, utilizando
técnicas que permiten separar los complejos de la
membrana mitocondrial como lo es la electroforesis
nativa en gel de poliacrilamida (BN-PAGE en sus si-
glas en inglés) (Schagger y Pfeiffer., 2000). Estos tra-
bajos han demostrado que los complejos 1y Il de la
mitocondria del corazoén de bovino interaccionan
formando un supercomplejo, el cual consiste de un
complejo 1 y dos complejos III (I;11I,) los cuales se
ensamblan en dos grandes supercomplejos con dife-
rentes nameros del complejo IV (I;111,1V, y 1;111,1V,).
Estos resultados han despertado interés en determi-
nar la influencia del complejo Ill sobre el complejo I
(Lenaz y col., 20086).
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1.2.4. Aspectos médicos del complejo 1

Alrededor del 50% de todos los desérdenes mi-
tocondriales afectan el metabolismo energético, y
éstos pueden ser originados por mutaciones en las
subunidades del complejo I (Brandt, 2006). Por
ejemplo, mutaciones en el ADNmt que codifica las
subunidades del complejo estan asociadas con la
neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON en sus
siglas en inglés) que so6lo afecta al nervio 6ptico.
Otras mutaciones pueden dar origen a encefalopa-
tias mitocondriales, acidosis lactica y episodios se-
mejantes a los accidentes cerebrovasculares (MELAS,
en sus siglas en ingles) (Lazarou y col., 2008). Los
defectos del CI también estan asociados con el sin-
drome de Leigh, el cual se caracteriza por presentar
alteraciones a nivel del sistema nervioso central en
los ninos (Brandt., 2006; Lazarou., 2008). Deficien-
cias del CI mitocondrial también son frecuentemen-
te asociadas con enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Parkinson, asi como en en-
fermedades en donde hay una sobreproduccién de
especies reactivas de oxigeno y nitrogeno como lo
es la angina, enfermedades isquémicas, sepsias, en-
dotoxemia y cancer, entre otras (Carreras, 2004; Le-
nazy col., 2006).

1.3. PrRODUCCION DE ANION SUPEROXIDO
EN LA MITOCONDRIA

En la ultima década ha crecido de forma expo-
nencial el interés por conocer el papel de las espe-
cies reactivas de oxigeno (EROs) como moléculas de
senalizacion celular; éstas engloban un gran rango
de moléculas que incluyen el anién superéxido (O5),
el peroxido de hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxilo
("OH), entre otros. Varios sistemas enzimaticos pro-
ducen EROs, incluyendo la cadena de transporte de
electrones de la mitocondria, el citocromo P-450, la
lipooxigenasa, la ciclooxigenasa, la NAD(P)H oxidasa,
la xantina oxidasa y los peroxisomas (Turko y Murad,
2002; Fruehauf y Meyskens, 2007).

Sin embargo, la mitocondria es considerada co-
mo una de las principales fuentes intracelulares de
estas EROs en condiciones normales y fisiologicas
via el complejo 1 y Ill de la cadena de transporte de
electrones (Giulivi y col., 2003, 2006). La tasa de pro-
duccién de EROs por la mitocondria se incrementa
en una variedad de condiciones patologicas, dentro
de la cuales se incluyen la hipoxia, la isquemia, la re-
perfusion, la angina, entre otras (Chen y col., 2003).
De un 2 a un 3% del oxigeno consumido por la mito-
condria es reducido parcialmente a anidén superéxido
(0y), el cual puede ser convertido por reacciones
enzimaticas y no enzimaticas en otras especies reac-
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tivas de oxigeno (Warnholtz y col., 2004; Vizi y Chino-
poulos., 2006; Zhang y Qutterman, 2006).

No se ha establecido el mecanismo exacto por el
cual el complejo I genera O,"; se ha propuesto a la
mono nucleétido flavina (MNF), las proteinas de hie-
rro azufradas (FeS) y los centros de unién a ubiqui-
nona (Q) como los posibles sitios de produccion de
O, por parte del complejo I. En contraste, el comple-
jo Il produce O, por los centros Q, y Q; del ciclo de
oxidacion de la ubiquinona (Figura 4) (Zhang y Gut-
terman, 2006).

Dentro de la mitocondria se encuentran defensas
antioxidantes contra el O,’, entre las cuales se pue-
den citar dos ejemplos: el primero de ellos se trata
de la manganeso super6xido dismutasa (MnSOD),
que cataliza la conversion del O, a H,O, en la matriz
mitocondrial y en el espacio intermembrana, y en el
citosol por la cobre/zinc superoxido dismutasa
(Cu/Zn-SOD); el segundo, la glutation peroxidasa
(GPX), la cual convierte en agua al peroxido de hidro-
geno formado por la superéxido dismutasa (Figura
4). Es importante destacar que el H,O, en presencia
de metales de transicion es convertido en "OH, una
especie muy reactiva, la cual media el dano al ADN,
proteinas y lipidos durante el estrés oxidativo (Zhang
y Gutterman, 2006).

Cytoplasm

02" —|cuzaSOD -+ H202
VDAC

|
02" —[euzasoD -+ H,0,

N

Q CytC
e ~/Qo & -
| / e I o 1,

Il Qi
NADHQH; /
?2" H20 Mllo-:::::l'ial
MnSOD /

l GPX

H202 /

Outer membrane

Intermembrane
space

Inner membrane

Figura 4. Produccioén de O, por el complejo 1y Il de la cade-
na de transporte de electrones y enzimas antioxidantes.

Debido a la presencia de estas defensas antioxi-
dantes en la mitocondria y la incapacidad del O, de
traspasar la membrana interna mitocondrial, la me-
dida de la produccion de O, en la mitocondria se
realiza por deteccion fluorométrica del peroxido de
hidrogeno o por medida directa utilizando métodos
de spin traps con espectroscopia electronica de
resonancia paramagnética en mitocondrias aisladas
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en presencia de sustratos del complejo I (piruvato,
malato y glutamato), o en presencia de sustratos del
complejo II (succinato y a-glicerofofato), asi como en
presencia o ausencia de ADP, y con uso de inhibido-
res de los complejos de la cadena respiratoria (Vizi y
Chinopoulos, 2006). Todas estas variables pueden
influir crucialmente en los sitios y los mecanismos
por los cuales se produce EROs en las mitocondrias
aisladas.

1.3.1. Produccion de Anion superoxido
por los complejos 1y 1l1

El complejo I es considerado una de las principa-
les enzimas que contribuyen a la generaciéon de O,
en la mitocondria, pero el sitio de reduccién univa-
lente del oxigeno en el CI no ha sido bien estableci-
do. Se ha sugerido a las proteinas hierro azufradas,
especificamente al N2 y al N1a, los sitios de union a
ubiquinona, y a la FMN como los donadores de elec-
trones al oxigeno (ver Figura 5) (Lenaz y col., 2006;
Brand y col., 2004).

—» NADH % _. NAD*

FMN ﬁ
% ':> 0
[Nla Nlb]

su«,unaln
matrix

N.\ @

pyruvate

intermembrane space
malate

Figura 5. Posibles sitios de produccién de O, en el complejo
I (Brand y col., 2004).

La produccion de O, por el Cl es alta durante la
transferencia de electrones reversos desde el succi-
nato al NAD*, mientras que durante la transferencia
de electrones desde el CI la produccion de O, es
menor. En presencia de inhibidores del CI como la
rotenona la formacién de O, es incrementada con
sustratos del complejo I mientras que con sustratos
del CII la produccion de O, es inhibida (Lenaz y col.,
2006; Brand y col., 2004).

Por lo tanto se ha clasificado a los inhibidores del
complejo I de la siguiente forma: los de clase A, que
inducen un incremento en la produccién de EROs
desde el CI (rotenona, piericidina A, mixotiazol, etc.)
y los de clase B, que previenen completamente la
producciéon de EROs por la enzima (stigmatelina, cap-
saicina, coenzima Q,). Muchos de los inhibidores de
la clase A son también inhibidores del centro Qo del
ClIII (Lenaz y col., 20086).

Vol. 71

Revista Facultad de Farmacia - « N°2 « 2008

El complejo Il o ubiquinol: la citocromo c 6xido
reductasa es otra enzima de la cadena de transporte
de electrones que ha sido identificada como genera-
dora de O, Este produce O, por autoxidaciéon de la
ubisemiquinona (QH), intermediario formado duran-
te el ciclo Q en el complejo, en el cual el centro Qo
del complejo produce O, hacia el espacio intermem-
brana y en el sitio Qi produce O, hacia la matriz mi-
tocondrial. Los inhibidores como la antimicina A
prolongan la vida de la QH impidiendo su paso a ubi-
quinol, lo que origina que se incremente la pro-
duccién de O, hacia la matriz; mientras que los
inhibidores como el mixotiazol inhiben al centro Qi y
previenen la formacion de ubisiquinona, por lo que la
produccion de O, por ese centro disminuye (Zhang y
Gutterman, 2006; Chen y col., 2003). Por lo tanto, el
CIII tiene la capacidad de producir EROs hacia la
matriz y el espacio intermembrana mitocondrial.

De esta forma el Cl y el CIII pueden jugar distin-
tos papeles en la producciéon de anién superéxido
durante situaciones diferentes. Por ejemplo, se ha
sugerido que el complejo Il es el principal sitio de
produccién de O, durante la hipoxia/ re-oxigenacién
en células endoteliales del cordon umbilical.

En este mismo contexto, la producciéon de O, es
regulada por factores fisiolégicos como son el poten-
cial de membrana, el calcio intracelular y el 6xido
nitrico. Asi como también se ha visto que un com-
plejo I deficiente incrementa la producciéon de las
EROs (Lenaz y col., 2006, Verkaart y col., 2007).

Se ha establecido una relacion entre las enfer-
medades mitocondriales y la producciéon de EROs,
asi la sobreproduccién de EROs y una disminucién
en la producciéon de ATP pueden causar deficiencias
de la fosforilaciéon oxidativa y esto ocasionar enfer-
medad mitocondrial (Kirkinezo y Moraes., 2001).

1.4. PrRopuccioN DE NO EN LA MITOCONDRIA

Otra especie reactiva de oxigeno indispensable
para los procesos de nitracion, es el 6xido nitrico
(NO), el cual se produce dentro de la mitocondria a
través de la enzima 6xido nitrico sintasa mitocon-
drial (NOSmt) (Giulivi, 2002; Ghafourifar y Cadenas,
2005). El NO que produce la mitocondria y el gene-
rado fuera de ella, proveniente de la sintesis induci-
da por las 6xido nitrico sintasas celulares, regula el
consumo de oxigeno mitocondrial y el potencial
transmembrana por inhibicién de la citocromo c oxi-
dasa, asi como también estimula la produccién de
O, mitocondrial (Warnholtz y col., 2004). Este NO
puede reaccionar con el O, para formar peroxinitri-
to (ONOO"), un agente nitrante de las proteinas mito-
condriales (Kulwant y col., 2004).
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2. Nitracion de Proteinas Mitocondriales

La nitracion de los residuos de tirosina de las pro-
teinas es una modificacién post-translacional que
ocurre en condiciones tanto fisiologicas como pato-
légicas (Ischiropoulos., 2003). La adicion covalente
de un grupo nitro (NO,") en la posicion orto de uno de
los carbonos del anillo aromatico de la tirosina forma
3-nitrotirosina (3-NT) (ver Figura 6), la cual es conside-
rada como un biomarcador del estrés oxidativo
dependiente del 6xido nitrico (NO) (Halliwell, 1997).

R R
e
NO:
OH CH
P-Tyrosine 3-Nitrotirosine

Figura 6. Formacion de 3-Nitrotirosina.

Este proceso es mediado por especies reactivas
de nitrégeno, como lo son el peroxinitrito (ONOO") y
el di6éxido de nitrégeno (‘NO,); formados como pro-
ductos secundarios del metabolismo del NO en pre-
sencia de oxidantes como el anién superoxido (0,"),
el peroxido de hidrégeno (H,O,) y con metales de
transicion (Radi, 2004).

Se ha establecido que la nitracion de los residuos
de tirosina de las proteinas puede alterar la estructu-
ray funcion de las mismas, asi como su fosforilacion
(Turko y Murad, 2002). La adicién del grupo NO," al
residuo de tirosina cambia el pka del grupo hidroxi-
lode 10.1 a 7.2, lo que introduce una carga nedativa
a la tirosina nitrada a pH fisiolégicos, generando alte-
racion de la estructura y de la actividad catalitica de
la proteina (Woon-Seok Yeo y col., 2008).

Este proceso también puede cambiar la tasa de
degradacion proteolitica de las proteinas nitradas y
favorecer su rapida eliminacion o acumulacion en el
organismo, lo que sugiere que la nitraciéon de protei-
nas esta envuelta en la iniciacion y progresion de en-
fermedades en donde hay sobreproducciéon de NO y
especies reactivas de oxigeno (EROs) (Turko y Mu-
rad, 2002; Woon-Seok Yeo y col., 2008).

Como se explico, una de las especies reactivas de
nitrégeno que median la nitracion de proteinas es el
peroxinitrito (ONOO’), un agente nitrante, el cual es
formado por la reacciéon entre cantidades equimolares
de los radicales 6xido nitrico (NO) y anidn superdxido
(05) (k~ 10'°MIs’!) (Radiy col., 2002). Este anion no
reacciona directamente con los residuos de tirosina

46

sino que sufre una serie de reacciones de descompo-
sicion. Una de estas reacciones da origen a su forma
protonada, el acido peroxinitroso (ONOOH), el cual es
transformado por escisién homolitica en didéxido de
nitrogeno (‘NO,) y radicales hidroxilo (‘"OH), siendo
este ultimo el responsable de causar danos al ADN,
proteinas y lipidos durante el estrés oxidativo (Figura
7.1) (Woon-Seok Yeo y col., 2008). El 'OH oxida los
residuos de tirosina de las proteinas formando el radi-
cal tirosilo, el cual reacciona con ‘NO, para formar 3-
NT (Woon-Seok Yeo y col., 2008). El ONOO" también
puede reaccionar con el diéxido de carbono (CO,)
para formar nitroso peroxocarboxilato (ONOOCO,), el
cual se descompone espontaneamente a carbonato
(CO5™") y didxido de nitrégeno (‘NO,) (Figura 7.2)
(Woon-Seok Yeo y col., 2008). El CO5" formado reac-
ciona con los residuos de tirosina para formar radical
tirosilo que luego es transformado en 3-NT por reac-
cion con el ‘NO, (Figura 8) (Radi y col., 2002).

El peroxinitrito no es la tnica fuente de forma-
cion de 3-NT in vivo; otras especies, como lo son el
dioxido de nitrogeno, el acido nitroso, el cloruro de
nitrilo y ciertas peroxidasas, median también la for-
macion de 3-NT en el organismo. Por ejemplo, el
nitrito (NO,') es formado por la autooxidacion del NO
o por oxidacién del peroxinitrito; éste en presencia
de H,0, y de peroxidasas forma el ‘NO, el cual tam-
bién es una especie nitrante (Figura 7.3) (Woon-Seok
Yeo y col., 2008).

En la mitocondria la nitracion de tirosinas es
mediada principalmente por las reacciones del CO5z"~
con la tirosina, o por reacciones con metales de tran-
sicion; esta ultima es catalizada por la manganeso
superoxido dismutasa (Mn-SOD) (Figura 9) (Radi y
col., 2002).

NO, + HjO, + Peroxidese ——— —» NO,

¥

0y + NO ———— ONOO

>N

NO, + COy +——— [ONOOCO;]} ONOOH ———» OH + NO,

Figura 7. Vias de formacién y descomposicién del peroxinitri-
to (ONOO) y diéxido de nitrégeno (-NOy). Oy, anién superoxi-
do; NO, 6xido nitrico; ONOOCO,", nitroso peroxocarboxilato;
ONOOH, acido peroxinitroso; “OH, radicales hidroxilo; CO,,
diéxido de carbono; CO5™~, carbonato; NOy’, nitrito; H,O,, pe-
réxido de hidrégeno (Woon-Seok Yeo y col., 2008).

Tirosina + CO;” 3 Radical tirosilo + HCO3
Radical tirosilo + -NO, ———p 3-Nitrotirosina

Figura 8. Formacion del radical tirosilo y 3-nitrotirosina en
presencia de CO3" (Radi y col., 2002).
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ONOO™ + Me" —»-Me""'= 0 + -NO,

Tirosina + Me™'= 0 —— Radical tirosilo + Me" + HO,

Radical tirosilo + -NO, — 3-Nitrotirosina

Figura 9. Reaccién del peroxinitrito con metales de transi-
ciéon y formacién de 3-nitrotirosina (Radi y col., 2002).

Otra de las reacciones mediadas por el NO en la
mitocondria son las de nitrosacién, la cual se produ-
cen cuando las concentraciones de NO son altas. El
NO reacciona con el oxigeno para producir ‘NO, el
cual reacciona rapidamente con el NO para producir
N,05 (Figura 10) (Brown y Borutaite, 2004). Este ulti-
mo, es el agente nitrosante el cual dona un grupo
NO* a las aminas para producir S-nitrosoaminas o a
los tioles para formar S-nitrosotiol (RSNO). La nitro-
sacion es frecuentemente también llamada nitrosila-
cion, pero este término se refiere a la adicién de un
grupo NO* a los atomos de Fe?*.

02 NO

NO¥>N02 \—> N203  RSH
ProteinSH

RSNO — =5 ProteinSNO+ RSH

NO RS®

Figura 10. Reaccién de Nitrosacién. NO, 6xido nitrico; O,,
oxigeno; -NO,, di6xido de nitrégeno; N,05, RSH, RS’, RSNO,

S-nitrosotioles; ProteinaSH; ProteinSNO, proteina nitrosilada
(Brown y Borutaite, 2004).

La transferencia directa del grupo NO™ entre los
diferentes S-nitrosotioles es un proceso conocido
como transnitrosacion. La nitrosacion, al igual que la
nitracién de proteinas, puede alterar la funcién de
las mismas (Brown y Borutaite, 2004).

Es necesario destacar que la nitracion de tirosina
tiene un cierto grado de selectividad, no todos los
residuos de tirosina son nitrados (Woon-Seok Yeo y
col., 2008). Ciertos residuos de tirosina estan corre-
lacionados con la relacion estructura-funcion de las
proteinas nitradas; por ejemplo los residuos de tiro-
sina 356 y 366 de la proteina esfingosina 1-fosfato
liasa 1 se encuentran localizados en el dominio cata-
litico de la proteina (Woon-Seok Yeo y col., 2008). Se
han establecido los factores que determinan la apa-
rente selectividad de la nitracion de proteinas, los
cuales son; la proximidad del residuo de tirosina al
sitio de generacién de los agentes nitrantes, segun-
do la abundancia de la proteina y el nimero de re-
siduos de tirosina en la proteina y por ultimo la
secuencia de aminoacidos de la proteina o el medio
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ambiente nitrante (Ischiropoulos, 2003; Woon-Seok
Yeo y col., 2008; Schopfer y col., 2003).

En conclusién, queda establecido que en la mito-
condria se produce O,y NO, que son capaces de
reaccionar para formar peroxinitrito. Este peroxinitri-
to formado en la mitocondria tiene una vida media
corta de 3 a 5 msegq, por lo que se especula que pue-
de difundir fuera de la mitocondria. Esto aunado al
hecho que el peroxinitrito formado extramitocon-
drialmente puede difundir, a través de mecanismos
aun no establecidos al interior de la mitocondria,
incrementa la probabilidad de que las proteinas de
los cuatro compartimientos mitocondriales sean
nitradas (Radi y col., 2002); lo cual ha sido corrobo-
rado por la identificacion de un gran nimero de pro-
teinas nitradas in vivo e in vitro en la mitocondria,
especialmente las que se encuentran localizadas en
la matriz mitocondrial (Aulak y col., 2001; Turko y
col., 2001).

Ahora bien, la primera proteina nitrada identifica-
da in vivo fue la manganeso superdxido dismutasa
(MnSOD), la cual cataliza la conversion del anidén su-
peréoxido en peréxido de hidrégeno. La nitraciéon de
la misma causa su inactivacién, de forma que regula
positivamente la formacion de peroxinitrito intrami-
tocondrial, que desencadena senales apoptoticas en
la mitocondria (Ischiropoulos, 2003; Radi, 2004);
siendo la nitracién de esta proteina un ejemplo de la
proximidad intramolecular que regula la nitraciéon
sitio especifica (Woon-Seok Yeo y col., 2008). Otras
proteinas implicadas en las vias antioxidantes, meta-
bdlicas y del sistema de fosforilacion oxidativa han
sido identificadas como nitradas in vivo (Figura 11).
Algunas de ellas son la aconitasa, la citocromo c, los
canales anionicos dependientes de voltaje, la ATPasa,
la succinil-CoA sintasa, la succinil-CoA:3-oxoacido
CoA-transferasa, la malato deshidrogenasa (MDH), la
glutamato deshidrogenasa (GDH), la acil-CoA des-
hidrogenasa (acil-CoA-DH), la enoil-CoA hidratasa
(enoil-CoA-HD), la p-cetotiolasa (B-KT) y los comple-
jos 1y IV de la cadena de transporte de electrones
(Koeck y col., 2005).

Ademas de producir nitracion y nitrosilacion de
las proteinas, el peroxinitrito y el NO pueden dispa-
rar procesos que afectan la fisiologia mitocondrial,
de los cuales se puede mencionar inhibicion del me-
tabolismo energético, alteraciones de la homeosta-
sis del calcio y apertura del poro de transicion de
permeabilidad, asi como inhibicién del citocromo c,
de la ATP sintasa, del complejo 1y Il de la cadena de
transporte de electrones (Brown y Borutaite, 2004).

Son numerosos los articulos que han sido publi-
cados en donde se utilizan técnicas protedmicas
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Figura 11. Proteinas mitocondriales nitradas. Las proteinas marcadas de color rojo son las que han sido identificadas como
nitradas. MnSOD, manganeso super6xido dismutasa; A, aconitasa; Cyt c, citocromo c; VDAC, canales anidénicos dependien-
tes de voltaje; ATPasa; SS, succinil-CoA sintasa; SCOT, succinil-CoA:3-oxoacido CoA-transferasa; M-DH, malato deshidroge-
nasa; G-DH, glutamato deshidrogenasa; A-DH, acil-CoA deshidrogenasa; EH, enolil-CoA hidratasa; KT, p-cetotiolasa y los
complejos 1y 1V de la cadena de transporte de electrones (Koeck y col., 2005).

para identificar proteinas mitocondriales nitradas en
condiciones tanto normales como fisiopatologicas,
con fuentes enddégenas o exdgenas de especies reac-
tivas de nitrégeno (Bailey., 2005). Frecuentemente
estos estudios han detectado las proteinas nitradas
por Western blot, utilizando anticuerpos contra 3-NT
pero también usando inmunohistoquimica, immuno-
precipitacion, HPLC con deteccién electroquimica y
espectrometria de masa para su identificacion (Lar-
sen., 2008). Muchos de estos estudios han observado
un incremento de las proteinas nitradas en enferme-
dades donde hay una sobreproduccién de estrés
nitrosativo, seguido de la identificacion de los resi-
duos de tirosina nitrados, con la finalidad de enten-
der el papel que juega la nitracién en la fisiologia
mitocondrial en condiciones tanto normales como
patologicas.

2.1. NITRACION DEL COMPLEJO |

Como se menciond anteriormente, se sabe que
el complejo I, o NADH: ubiquinona 6xido reductasa
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es una enzima compleja que forma parte de la cade-
na de transporte de electrones, cuya principal fun-
cion es la transferencia de electrones desde la NADH
a la ubiquinona, en una reaccion que es acoplada a
la translocacién de protones a través de la membra-
na interna mitocondrial (Brown y Borutaite, 2004).
Adicionalmente cumple otras funciones, dentro de
las que se destaca la produccién de anion superoxi-
do, esto aunado a la presencia del NO en la mitocon-
dria la hace altamente susceptible a los efectos del
peroxinitrito y a la nitracién (Carreras y col., 2004).

El complejo I es inhibido por el peroxinitrito y el
o6xido nitrico a través de diferentes mecanismos, en-
tre los cuales se encuentran la S-nitrosacién, la ni-
tracion de tirosinas y danos a los centros de hierro
azufradas del complejo (Brown y Borutaite, 2004).

Galkin y Moncada (2007) han demostrado que la
exposicion prolongada de preparaciones de mem-
branas mitocondriales al NO produce una persisten-
te inhibicién del complejo I, la cual es atribuida a la
nitrosacién de residuos de tiol, hecho que ha sido
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demostrado por otros grupos (Dahm y col., 2006;
Borutaite y col., 2000). Asimismo, Borutaite y co-
laboradores (2006) demostraron que la adicion de
donadores de NO S-nitrosantes como el SNAP (S-
nitrosoacetilpenincilamina) a mitocondrias aisladas
de corazén produce una rapida inhibicién de la ac-
tividad del complejo I y un incremento de la pro-
duccién de H,0O,; este ultimo efecto es similar al
producido por la rotenona, un inhibidor del complejo
I. Cuando estas mitocondrias tratadas con SNAP fue-
ron expuestas a la luz (la cual destruye los S-nitroso-
tioles), se revirtiéo de forma parcial la inhibicién de la
actividad y la produccion de H,0O,, lo cual sugiere que
la S-nitrosacién del complejo I puede ser responsable
de estos dos efectos. En este mismo contexto, el
PTIO, un atrapador de NO que remueve el NO libre,
no inhibié la disminucion de la actividad y el incre-
mento de la producciéon de H,O, inducidos por el
SNAP, lo que indica una posible reaccion de transni-
trosacion (Figura 12).

Sin embargo, el ditiotreitol (DTT), un agente re-
ductor de tioles, no inhibié completamente el efecto
producido por el SNAP en la mitocondria, 1o que
sugiere que el SNAP media la inhibicion y la produc-
cion de EROs por un mecanismo adicional a la S-
nitrosacion.

Otro hallazgo interesante que muestran estos
autores es el hecho que el SNAP solo incremento la
produccién de H,O, en presencia de sustratos del
complejo I como lo son el piruvato/malato, mientras
que en presencia de sustratos del complejo Il como
lo es el succinato, el SNAP no produjo ningun incre-
mento con respecto a la mitocondria control, asi
como tampoco produjo inhibicion de la actividad del
complejo Il y III, indicando que la produccién de
EROs en las mitocondrias tratadas con SNAP es
mediada por el complejo I (Figura 13).

Por otra parte, en experimentos realizados por el
mismo grupo de Riobo y col. (2001) se reportd que
la exposicion de mitocondrias aisladas y de las parti-
culas submitocondriales a un donador del NO (DETA-
NONOate) resulta en una inhibicién especifica de la
NADH:ubiquinona 6xido reductasa, la cual es par-
cialmente prevenida por la super6xido dismutasa
(SOD) y por el acido urico, ambos atrapadores del
O,y del ONOO' respectivamente. Estos hallazgos
indican la participaciéon del ONOO™ como mediador
de la inhibicién del complejo I. Sin embargo, el
hecho de que la glutation reducida (GSH) no revierte
la inhibicién del complejo I sugiriere que la S-nitrosa-
cion no esta envuelta; aunado a la deteccion de 3-NT
de la subunidades del complejo I, parece indicar
mas bien que la nitracion pudiera estar mediando la
inhibicién (Tabla I y Figura 14) (Riobo., 2001).
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Figura 12. Efectos del SNAP sobre la actividad y produccién
de H,O, por el complejo I en mitocondrias aisladas de cora-
z6n. Las mitocondrias de corazén fueron tratadas con 1 mM
de SNAP durante 30 min. en ausencia o en presencia de 1
mM de PTIO o con 2 pM de rotenona por 5 min., luego fueron
lavadas para determinar la produccién de H,O, por la técni-
ca de Amplex Red (B) y actividad del complejo I (A). + light
indica que las mitocondrias fueron expuestas a la luz duran-
te 4 min. (Brown y Borutaite, 2004).
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Figura 13. Efectos de sustratos exégenos en la produccién
de H,0, en mitocondrias aisladas de corazén. P + M= 1 mM
Piruvato + 1 mM Malato; P + M + R= 1 mM Piruvato + 1 mM
Malato + 2 pM Rotenona; S= 5 mM succinato; S + Ro= 5 mM
Succinato + 2 pM Rotenona (Brown y Borutaite, 2004).

Existe evidencia adicional que sugiere que el
peroxinitrito inhibe el complejo I mediante un meca-
nismo que implica la nitracion de tirosina (Bharath y
col., 2005; Yamamoto, 2002). En efecto, mediante
un estudio exhaustivo realizado por Murray y col.
(2003) en mitocondrias aisladas de corazén de bovi-
no, se demostré que los complejos I, Il y V son inhi-
bidos por el peroxinitrito; adicionalmente, mediante
el uso de técnicas protedmicas se aisl6 el complejo |
y se identific6 mediante técnicas de espectrometria
de masa a cinco proteinas del complejo I nitradas: la
subunidad de 49 kDa (NDUFS2), la TYHY (NDUFS8),
laB17.2, 1a B15 (NDUfB4) y la B14 (NDUFA6). Aun
cuando las subunidades B15 y B14 fueron las que
mayor nivel de nitracién presentaron, éstas no estan
implicadas en la funcion catalitica del complejo I pe-
ro si en el proceso de ensamblaje del mismo. (Murray
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Tabla I
Efecto del NO en las actividades del complejo 1
y Il de particulas submitocondriales

Enzyme activity
(nmol of NAD*/min per mg of protein)

NADH: cytochrome Succinate : cytochrome

¢ reductase ¢ reductase

Control 8549 107410
Decayed DETA-NONCate 1742 -
DETA NONQate (without succinate) 7545 105413
DETA-NONQOate 1945° 13+ 11

+20 #M S0D B+ -

+100 #M SODt 7649 -

+20 M S00 +2 mM uric acid 4743

+100 »M SOD +2 mM uric acidt 78+6 -

+5mM GSH3 80+8 -

+5mM GSH§ 249 -

* P < 0.05 with respect to control values.

+ Submitochondrial particles obtained in 100 #M CuZn-SOD-supplemented sonicabon
medium were used.

3 GSH was included at the beginning of incubation with NO.

§ GSH was added after 20 min of incubation with NO and incubated for an additional
30 min.

DETA-NO (I ¢M NO) ONOO~
MW ! (50 M)
(kDa) a b c d e
83 —
-
46 — e
il
ta wg = l
Time of
exposure (min) 0 30 120 120
Plus 20 uM SOD _ - - +

Figura 14. Deteccién de 3-NT en particulas submitocondria-
les de higado de rata, incubadas con DETA-NONOate.

y col., 2003). Adicionalmente, la NDUFS2 forma par-
te de las subunidades que constituyen el centro del
complejo 1y que estan implicadas en la oxidaciéon
del NADH y transferencia de electrones, asi como la
subunidad accesoria B17.2 implicada en el ensam-
blaje del complejo. Otro trabajo realizado en un mo-
delo de encefalomielitis autoinmune identificaron a
la subunidad B14 (NDUFA6) como nitrada, la cual
pertenece a las subunidades NDUFA del complejo I
que estan envueltas en el ensamblaje del mismo (Qi
y col., 20086). Por lo que no esta claro si la nitracion
mediada por el peroxinitrito induce inhibicién del
complejo 1.

Auln mas, en células dopaminérgicas provenientes
de pacientes con enfermedades neurodegenerativas
se ha detectado 3-NT en la membrana plasmatica, el
nucleo y en fracciones mitocondriales pertenecientes
a subunidades del complejo I (Yamamoto., 2002). Lo
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que sugiere que la nitracion del complejo puede pro-
ducir disfuncién mitocondrial, la cual ha sido ob-
servada en pacientes con enfermedad de Parkinson
y angina.

En este mismo contexto se ha observado que la
deficiencia del complejo I genera una disminucion
de la produccioén de la energia mitocondrial e incre-
menta su propia produccién de anion superoxido, lo
cual desencadena estrés oxidativo y nitrosativo en el
organismo (Carreras, 2004; Takahiro, 2002).

3. La hipoxia

La hipoxia es considerada como una reducciéon
de la entrada de oxigeno en los tejidos por debajo de
los niveles fisioldgicos e insuficiente para la de-
mandas celulares. Es un factor comun en muchas
enfermedades entre las que se encuentran desérde-
nes pulmonares, sepsis, accidentes cerebrovascula-
res, angina e isquemia entre otras (Poderoso y col.,
1978; Brandt, 2006; Blomgren y col., 2006). La hi-
poxia produce una serie de respuestas adaptativas a
nivel tisular, celular y molecular. Una respuesta fisio-
légica a la hipoxia requiere de la existencia de un
sensor de oxigeno acoplado a sistemas de traduc-
cion de la senal (Hoffman y col., 2007). La mitocon-
dria ha sido propuesta como uno de esos sensores,
ya que incrementa la produccién de EROs durante la
hipoxia (Chandel y Schumacker, 2000; Guzy y Schu-
macker, 2006). Estas especies parecen actuar como
segundos mensajeros en respuestas adaptativa a la
hipoxia en una variedad de células.

Existe evidencia que demuestra que la hipoxia
incrementa la produccion de especies reactivas de
oxigeno y de 6xido nitrico mitocondrial (Warnholtz.,
y col., 2002; Chandel y Schumacker, 2000; Guzy y
Schumacker, 2006). El mecanismo mediante el cual
la hipoxia incrementa la produccién de O, no ha sido
bien establecido. Se han propuesto varios mecanis-
mos; uno de ellos indica que las bajas concentracio-
nes de oxigeno en la citocormo c oxidasa (complejo
IV) causa un flujo reverso de electrones hacia la cade-
na proximal e incrementa la produccion de anién su-
peroxido (Hoffman y col., 2007). Sin embargo,
recientemente este mecanismo ha sido redefinido y
se ha propuesto que la hipoxia puede inducir un cam-
bio conformacional en el complejo IIl de la cadena
de transporte de electrones, el cual facilita la interac-
cion entre el radical ubisemiquinona (UQ) y el O, La
ubisemiquinona es un radical libre que puede trans-
ferir un electrén al oxigeno molecular para formar
anion superoéxido. Este tltimo modelo esta basado
en estudios que muestran que los inhibidores de la
cadena de transporte de electrones, como la roteno-
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nay el DPI, previenen la generacion de ubisemiquino-
na, disminuyendo por ende la generaciéon de EROs en
células sometidas a hipoxia, mientras que inhibido-
res como la antimicina A o el cianuro tienden a incre-
mentar la generacion de EROs por acumulacion de la
ubisemiquinona (Figuras 15y 16) (Warnholtz y col.,
2002; Guzy y Schumacker, 2006).

Otro mecanismo propuesto para la generacion
de EROs durante la hipoxia consiste en que el com-
plejo IV puede reducir al citocromo c y por ende
incrementar la producciéon de anién superoéxido, ya
que el citocromo c oxidado es un atrapador de este
anion (Skulachew, 1998).
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Figura 15. Modelo propuesto para la producciéon de O, por el
ciclo de oxidacién de la ubiquinona del complejo Il durante
la hipoxia (Warnholtz y col., 2002).
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Figura 16. Efecto de los inhibidores de la cadena de trans-
porte de electrones y del ebselen en la oxidacién del DCFH
en células hepaticas 3B durante la hipoxia. DCFH= 2’,7’-
diclorofluorescina (Guzy y Schumacker., 20086).
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Sin embargo, se necesita el oxigeno para la pro-
duccién de las EROs. Existe controversia y debaten
para explicar como la hipoxia incremente la genera-
cion de las EROs en la mitocondria. Una hipétesis
alternativa ha sido propuesta, en la que se sugiere
que durante la hipoxia la generacion de EROs dismi-
nuye y que ésta actiia como senalizaciéon hipoéxica,
activando la expresién de genes a través de la esta-
bilizaciéon del factor inducible de hipoxia alfa (HIF-a
en sus siglas en inglés) (Hoffman y col., 2007).

Por otro lado, se ha demostrado que la hipoxia
incrementa la producciéon de NO y nitrito en las mito-
condrias aisladas del higado de la rata en un modelo
de hipoxia/re-oxigenacion (isquemia-reperfusion); y
que esta produccion puede ser inhibida por el L-NAME,
un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (Figura 17)
(Schild y col., 2003). Adicionalmente, se demostrd
que la hipoxia produce un deterioro del estado acti-
vo de la respiracion en presencia de glutamato/
malato después de la re-oxigenacién (Figura 18).
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Figura 17. Efecto de la hipoxia sobre la produccién de NO y
nitrito. La mitocondria del higado de la rata (2 mg/ml) fue
incubada en presencia de 10 mM de L-argininao 10 mM de L-
NAME a 30 °C. Deteccioén de la producciéon de NO y medida
del consumo de O, por un electrodo sensible a NO combina-
do con un electrodo tipo Clark (A), Produccién de NO mas
nitrito (B) (Schild y col., 2003).
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Aun mas, el NO producido durante la hipoxia incre-
menta los niveles de proteinas carboniladas y pro-
duce una disminucién de los niveles de glutatiéon
reducido (GSH); ambos efectos fueron bloqueados
por el L-NAME, lo que sugiere que la hipoxia media
sus acciones a través del NO generado por la 6xido
nitrico sintasa mitocondrial (Schild y col., 2003).

Velocidad de respiracién en ng atomos
de 0 min! mg-!

-hip/reox +hip/reox
Sin reposo 6.9+0.8 7.7 0.8
Activa 80.5+4.6 67.6 £ 7.1
RCR 11.6 £+ 0.9 8.7+1.6
L-arginina
Reposo 10.5 £ 2.1 8.1 +0.6
Activa 499+ 3.8 51.5+4.3
RCR 4.7 £1.7 6.4+1.7
L-NAME
Reposo 7.2+0.6 7.4+0.7
Activa 80.5+5.2 82.1 +6.9
RCR 11.1 £1.9 11.1 £0.6

Figura 18. Efecto del NO sobre la respiracién mitocondrial
en condiciones norméxicas y de hipoxia/re-oxigenaciéon. Las
mitocondrias hepaticas fueron incubadas en el medio de
incubacién a 30 °C o sometidas a 10 min. a hipoxiay a 5 min
de re-oxigenacion. Inmediatamente antes de la medida del
consumo de oxigeno, se adiciono como sustrato 5 mM glu-
tamato mas 5 mM de malato, y se registré el consumo de
oxigeno en condiciones basales por 3 min. Se adicion6 ADP
(200 pM) para estimular el estado 3 de la respiracion. Donde
se indica, las incubaciones también contenian 10 mM de L-
arginina o de 10 mM de L-NAME. Los datos de la respiracién
en reposo o activa, asi como el indice de control respirato-
rio (RCR), se presentan como la media x ESM de cinco prepa-
raciones mitocondriales (Schild y col., 2003).

Se ha propuesto a la citocromo ¢ oxidasa como
una fuente de NO en condiciones de hipoxia en la mi-
tocondria (Castello y col., 2006; Palacios y col.,
2007). La citocromo c oxidasa cataliza la oxidacién y
reduccion del NO. Cuando el NO interacciona con la
enzima reducida, ésta lo transforma a N,O. Pero
cuando el NO interacciona con la enzima oxidada se
forma nitrito (NO,), el cual también puede ser reduci-
do por esta enzima a NO (Castello y col., 2006; Pala-
cios y col., 2007). Alin mas, se ha propuesto que el
NO producido por la citocromo c oxidasa es el res-
ponsable de reaccionar con el anién superoxido y for-
mar peroxinitrito generando nitracion de proteinas
durante la hipoxia (Figura 19) (Castello y col., 2006).

Asimismo, también existen estudios que mues-
tran que la hipoxia inhibe la actividad de los comple-
jos 1y lll de la cadena de transporte de electrones y
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Figura 19. Modelo propuesto para el papel de la citocromo c
oxidasa en la generacién de NO durante la hipoxia (Castello
y col., 2006).

produce nitracién, nitrosilacion y carbonilacién de
las proteinas mitocondriales (Schild y col., 1997;
Frost y col., 2005; Giusti y col., 2008). Experimentos
realizados por Giusti y colaboradores (2008) mostra-
ron un incremento de la expresion y actividad de la
6xido nitrico sintasa mitocondrial después de 0 a 2
horas de post-hipoxia en mitocondrias de cerebro de
embriones de pollo expuesto in vivo a hipoxia/re-
oxigenacion (Figura 20) (Giusti y col., 2008). En pa-
ralelo con la cinética de activacion de la NOSmt se
observo inhibicion del complejo 1 y acumulaciéon de
proteinas mitocondriales nitradas (Figura 21) (Giusti
y col., 2008).

Investigaciones recientes sugieren que la nitra-
cion de las proteinas pudiera ser un mecanismo de
senalizacion celular (Koeck, 2005). Igualmente se ha
demostrado la especificidad de la nitracion de pro-
teinas y la alteracion de la estructura y funcion de las
proteinas nitradas. Sin embargo existe muy poca evi-
dencia acerca de la reversibilidad de la nitracién de
las proteinas, proceso que ha sido denominado como
desnitracion. En modelos de hipoxia/re-oxigenacion
ha sido observada la desnitracion de proteinas mi-
tocondriales.

Todos estos hallazgos parecen indicar que la dis-
minucion de la actividad del complejo I mitocondrial
es mediada por el NO, por mecanismos de S-nitrosila-
cién o nitracién del mismo (Borutaite y col., 2006;
Ribo y col., 2001; Murray y col., 2003). Esta evidencia,
aunada al hecho de que la hipoxia induce un incre-
mento de la actividad de la NOSmt y de la produccién
de O,, asi como una inhibicién del complejo I, nos
permite proponer que el posible mecanismo me-
diante el cual la hipoxia produce inhibicién del com-
plejo I es a través de la nitracion de algunas de las
subunidades del complejo I con funcién catalitica.

La evidencia permite proponer avenidas para es-
tablecer el papel de la nitracion del complejo I du-
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Figura 20. Incremento de la expresiéon y actividad del NOSmt
después de la hipoxia/re-oxigenacién. Inmunoblots represen-
tativos de a) homogenatos y b) fraccién citolégica reveladas
con anticuerpo anti-nNOS. Las membranas fueron deshibridi-
zadas y reincubadas con anti-actina para confirmar la carga
de igual cantidad de proteinas; c y d) Inmunoblots represen-
tativos de la fraccién mitocondrial con anticuerpo anti-nNOS;
y c) analisis densitométrico de la cinética de 0—4. Se evaludé
la igualdad de la carga de proteinas de la fraccién mitocon-
drial con un anticuerpo contra la proteina mitocondrial cons-
titutiva VDAC (en inglés, voltage-dependent anion channel);
e) actividad de la mtNOS en la fraccién mitocondrial, medida
como la conversion de [3H)-L-arginina a (3H)-L-citrulina. Los
valores son la media £ ESM de n = 4 experimentos indepen-
dientes. *P <0.05, **P <0.01 vs. control (Giustiy col., 2008).
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Figura 21. Actividad del complejo I mitocondrial y acumula-
cién de proteinas mitocondriales nitradas después de la
hipoxia/re-oxigenaciéon. Inmunoblots representativos de la
fracciéon mitocondrial incubada con anticuerpo contra anti-
3-nitrotirosina en la re-oxigenacién tardia, a) inicial; y b) re-
oxigenacion tardia. Se incluye el analisis densito métrico de
la cinética a 0-4 h. Las membranas fueron deshibridizadas e
incubadas con anti-VDAC para confirmar igual carga de pro-
teinas. Los valores de densidad 6ptica son la media £ ESM
de n = 4 experimentos independientes. *P <0.05, **P < 0.01
vs. control (Giusti y col., 2008).

rante la hipoxia o hipoxia/re-oxigenacion, situaciéon
que se asemeja a la condicion de isquemia/reperfu-
sidn; en presencia o ausencia de donadores de NO,
peroxinitrito e inhibidores de la NOsintasa. Resulta
interesante igualmente, determinar el efecto de la
hipoxia sobre la actividad de los complejos 1y Il y
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evaluar el efecto de inhibidores como la rotenona,
antimicina A y mixotiazol en presencia de sustratos
del complejo 1y el complejo Il de la cadena de trans-
porte de electrones como una forma de evaluar la
producciéon de EROs en la mitocondria sobre la nitra-
cion del complejo I durante la hipoxia.
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La Revista de la Facultad de Farmacia fue creada en
1959 y constituye una publicacién periédica, arbitrada,
de aparicion semestral, destinada a promover la difu-
sién de articulos cientificos en el area de las ciencias de
la salud, asi como en areas basicas y aplicadas relaciona-
das con la obtencién, ensayos, analisis, usos y produc-
cion de medicamentos, alimentos, cosméticos, toxicos y
substancias relacionadas.

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

Forma y preparacion de los manuscritos

Para la publicacion de trabajos cientificos en la Re-
vista de la Facultad de Farmacia, 1os mismos estaran de
acuerdo con los requisitos originales para su publica-
cion en revistas biomédicas, segun el Comité Internacio-
nal de Editores de Revistas Médicas (2003). Ademas, los
editores asumen que los autores de los articulos cono-
cen y han aplicado en sus estudios la ética de experi-
mentacion (Declaracién de Helsinki, y el Cédigo de
Bioética y Bioseguridad, 2da. edicion, 2002, del Ministe-
rio de Ciencia y Tecnologia y el Fondo Nacional de Cien-
ciay Tecnologia).

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

Normas de Publicacion

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

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

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

b. Resumen y palabras clave.

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

d. Agradecimientos.
e. Referencias bibliograficas.

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

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

h. Leyenda de las figuras.

La pagina del titulo debera contener:

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

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

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

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

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

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

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

disease chemotherapy. Interciencia 8: 405-417.

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

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

Nombre(es) de autor(es), capitulo del libro. En: titu-
lo de libro, namero de la edicién (excepto si es la pri-
mera), editorial, lugar de la edicién, ano de publicaciéon
y paginas.

Ejemplo:

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

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

6. Figuras: Las figuras deben ser de buena calidad, en
papel con fondo blanco. Las fotografias de especi-
menes 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 impresién
correran a cargo del autor del trabajo.

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

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

Las leyendas de las figuras deberan presentarse a
doble espacio en pagina aparte y usar el nimero que
corresponde a cada figura. Cuando se usen simbo-
los y fechas, numeros 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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