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OBJETIVO

Promover la difusion de conocimientos y resultados de los
proyectos de investigacion del Departamento de Sistemas
Biologicos que se encuentran registrados en la Division de
Ciencias Bioldgicas y de la Salud, asi como la integracion de
las y los estudiantes de licenciatura de QFB y de posgrado en
las investigacion que realiza el departamento, ademas de
establecer un espacio de reflexion sobre la relevancia de las
lineas de investigacion de DSB y el estado en que se
encuentran cada una de las dreas de investigacion
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EL TRATAMIENTO CON 17B-ESTRADIOL Y PROGESTERONA AUMENTA LA
ACTIVIDAD DE GADss EN REGIONES CEREBRALES RELACIONADAS CON
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Palabras clave: Actividad de glutamato descarboxilasa, regiones cerebrales GABAérgicas, alteracion del
suefio y hormonas sexuales femeninas.

Introduccién

Los cambios hormonales alrededor de la menopausia se relacionan con la aparicidon
de trastornos del suefo. Ningun estudio ha evaluado la asociacién entre las
hormonas sexuales y el suefio. Tampoco se conoce la asociacion de estas

hormonas con la produccion del acido Y-aminobutirico (GABA) en diferentes

neuronas gabaérgicas relacionadas con el proceso de suefio. [1]
Objetivo

El objetivo de este estudio fue el de demostrar que el tratamiento con 173-estradiol
y/o progesterona (EPT) a aumenta la sintesis de acido Y-aminobutirico (GABA) en

regiones cerebrales asociadas al suefio en ratas ovariectomizadas.
Método

Se determind la conversion in vitro de glutamato en GABA en diferentes regiones
GABAérgicas del cerebro, de ratas castradas (OVX). Las ratas se inyectaron con
distintas dosis de 17B-estradiol y/o progesterona (EPT) diariamente por cinco

semanas consecutivas, manteniendo un grupo control, con la finalidad de conocer

BIOLOGICOS
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el impacto de estos tratamientos sobre la actividad de la glutamato descarboxilasa
(GAD), presente en el cerebro de los animales. Esta enzima cataliza la conversién
de glutamato en GABA; se han descrito dos isoenzimas de la GAD, GADs5 y GADe7.
Mientras que GADess es una enzima de membrana, el GADe7 esta presente en el

sobrenadante obtenido después de centrifugar el homogenado cerebral a 14.000 g.

[2]

Las ratas se sacrificaron y después, se separd el cerebro y se diseccionaron algunas
de las regiones del mismo: locus coeruleus, sustancia negray el sistema reticular
activador ascendente, que han sido previamente evaluadas por su importancia en
los procesos de suefo. [3-5] Las estructuras separadas se homogeneizaron y
centrifugaron, con la finalidad de obtener las fuentes de GADess y de GADe7. La
fraccion de la membrana y del sobrenadante, se incubaron por separado en
presencia de 173-estradiol y/o progesterona, con glutamato marcado con tritio y con
fosfato de piridoxal, para evaluar la descarboxilacion del glutamato mediante la
formacion de una base de Schiff, en dos periodos de tiempo (una y tres horas). Los
productos formados se separaron por TLC y se identifico la base de Schiff formada,
por su fluorescencia, a una A de 302 nm. Se cuantificé esta reaccion, valorando la

radiactividad presente en la zona de fluorescencia. [5-8]
Resultados

Los resultados indicaron que el tratamiento con 17B-E2, aumentoé la actividad de
GADes y GADe7 en todas las regiones cerebrales estudiadas en comparacion con el
control OVX en los dos periodos estudiados. Sin embargo, la P4, incrementd la
actividad de ambas enzimas (GADess y GADe7), pero solamente en el sistema de
activacion reticular ascendente y locus coeruleus durante los dos tiempos de
incubacion. Mientras que la combinacion de ambos esteroides aumentd
significativamente la sintesis de GABA después de 3 horas para GADes y desde la
primera hora para GADe7. Curiosamente, la presencia de EPT + RU-486 anulo la

actividad de GADss. EI RU-486 es un antagonista de receptor de progesterona (PR).
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Por tanto, la activacién de GADss es dependiente de progesterona. Por el contrario,

GADe7 no depende de este esteroide para su activacion.

Los datos de este experimento podrian explicarse con base a las evidencias
previamente reportadas por, Giangrande, et al. [9] quienes demostraron que los dos
tipos de PR (PR-A y PR-B) tienen diferente afinidad por correguladores nucleares
especificos. Mientras que PR-A muestra una union alta para correpresores como
SMRT, PR-B muestra una unién mas alta para coactivadores como SRC-1.
Informaron también que el antagonista de PR-A RU-486 es capaz de aumentar la

expresion del PR-B.
Conclusiones

EI EPT aumentd la actividad de GADss; mientras que el antagonista del PR RU-486,
bloqueé esta actividad, lo que sugiere que el RU-486 se uni6 al PR-A. Sin embargo,
la actividad de GADe7 se incrementd en presencia de RU-486, lo que podria
explicarse como que este esteroide, aumento la expresion de PR-B y como
consecuencia se activaron coactivadores que aumentaron la codificacion de esta

enzima.
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“DISENO DE METODOS Y SISTEMAS PARA LA EVALUACION FISICOQUIMICA Y
BIOLOGICA DE MOLECULAS DE INTERES FARMACEUTICO”

Marcela Hurtado y de la Peiia*., Georgina Alarcon Angeles, José Raiil Medina Lopez
Departamento de Sistemas Biolégicos, Area de Farmacocinética/Farmacodinamia
*Marcela Hurtado y de la Peiia:

Correo: mhurtado@correo.xoc.uam.mx

Palabras clave: log P, cromatografia de afinidad, Biosensores, biomateriales

INTRODUCCION

En el desarrollo farmacéutico, particularmente en las etapas tempranas de la investigacién, la
caracterizacion fisico-quimica de las moléculas y la determinacién de propiedades bioldgicas
fundamentales (ademas de las posibles actividades farmacoldgicas observadas in vitro) resultan una
parte critica para la seleccion, disefio y prediccion de las estructuras con el mejor desempefio
farmacéutico.

Entre las caracteristicas relevantes de los farmacos que afectan directamente la velocidad y
extensién de la absorcién se pueden mencionar: la solubilidad, el log P, la estabilidad metabdlica,
asi como entre las propiedades farmacocinéticas particularmente importante la unién a proteinas
plasmaticas. Esta serie de pardmetros deben ser determinados durante el desarrollo de las
moléculas para permitir tamizar las moléculas con las mejores caracteristicas y reducir el nimero y
costo de sus estudios. [1]

El método estandar para determinar solubilidad es el termodindmico a temperatura y condiciones
constantes hasta alcanzar la saturacion, los periodos de tiempo para alcanzar el equilibrio son de 24
horas y la cantidad de compuesto requerido para realizar la determinacién son considerables,
tomando en cuenta las curvas de saturacién que deben obtenerse. [2]

El log P se suele evaluar de forma rutinaria por su comportamiento de distribucidon en un sistema
bifasico (n-octanol/agua) o lo que conocemos como log D si este sistema se refiere a un compuesto
ionizado en fase acuosa, controlado su grado de ionizacién mediante un fase amortiguada a un pH
establecido.[3]

La determinacién de unidn a proteinas suele ser mediante un estudio de didlisis al equilibrio,
requiriendo membranas semipermeables y prolongados periodos de tiempo para alcanzar el
equilibrio entre los lados de la membrana.

Los estudios de genotoxicidad suelen ser en animales de laboratorio y en cultivos celulares. [4]

La propuesta del trabajo es disefiar los métodos y sistemas que permitan determinar las
propiedades mencionadas de una manera agil y obtener la informacidn requerida en el proceso de
la investigacion a fin de realizar la selecciéon de las moléculas con datos confiables obtenidos
sistematicamente en un menor tiempo.

Es posible la determinacion de la lipofilicidad de las moléculas mediante cromatografia de liquidos
de alta resolucion en fase reversa, ésta se basa en la relacién que guarda el tiempo de retenciény



la distribucion de un analito en una fase estacionaria no polar. El calculo del factor de retencidn es
fundamental, ya que es relacionable con la lipofilicidad en una escala logaritmica. [3]

La cromatografia de afinidad se define como un tipo de cromatografia que utiliza un agente
bioldgico (ligando de afinidad) como fase estacionaria para retener analitos en funcion de
interacciones que tienen lugar en sistemas bioldgicos (enzimas, anticuerpos, proteinas, receptores,
DNA). El ligando de afinidad es inmovilizado dentro de la columna y usado para retener
selectivamente analitos o bien evaluar sus afinidades. [5]

Pr otra parte, los biosensores son instrumentos analiticos construidos mediante la inmovilizacidn de
un ligando bioldgico, asociado a un trasductor fisicoquimico (electrodo) disefiados para que ocurra
una reaccion rapida entre el ligando y un determinado compuesto, dicha reaccién es detectada de
manera muy sensible por el trasductor generando una sefial. [6]

La genotoxicidad es un tema de constante preocupacion, no sélo para nuevas moléculas, sino
también para productos de degradacion y sustancias relacionadas es una prioridad de investigacion
[7]. El que los compuestos presenten afinidad por el ADN o presenten dafos sobre las bases puricas
puede alertar de riesgos de genotoxicidad. Los biomateriales permiten mediante:

1) Cromatografia de afinidad y andlisis frontal fuera de linea, evaluar afinidad.

2) Con el uso de biosensores, detectar precozmente y con alta sensibilidad dafio sobre la guanina o
adenina, causado por moléculas genotdxicas.

OBIJETIVO

El disefio y evaluacion de métodos alternativos aplicables a la investigacién Farmacéutica, para la
caracterizacién fisicoquimica y determinacién de propiedades bioldgicas bdsicas de moléculas
sintetizadas o aisladas.

MATERIALES Y METODO

PROPIEDAD EQUIPO METODO
ANALITICO

SOLUBILIDAD HPLC TERMODINAMICO

INTRINSECA KNAUER SMARTLINE

LOG P HPLC VARIAN | RELACION LIPOFILICIDAD vs FACTOR DE
PROSTAR RETENCION (FASE REVERSA ENDCAPING)

UNION A | HPLC KNAUER CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN LINEA-

PROTEINAS SMARTLINE ANALISIS FRONTAL

AFINIDAD POR | HPLC VARIAN | ANALISIS FRONTAL FUERA DE LINEA

ADN PROSTAR

GENOTOXICIDAD | PONTENSIOSTATO VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL DE
AUTOLAB PULSO




RESULTADOS
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Figura 1. Determinacién de solubilidad intrinseca de 2-fenil-1H.indazol
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Figura 3. Tipico analisis frontal (en linea) obtenido para la determinacion de la constante de
asociacion entre albumina y Naproxeno
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Figura 5. Analisis de la interaccion metronidazol (MET) con guanina (GU) y andenina(AD)

Los resultados en el desarrollo de las metodologias para la caracterizacidn fisicoquimica y bioldgica
se resumen en las figuras 1,2,3,4 y 5.

La 1 y 2 corresponden a las determinaciones fisicoquimicas basicas: solubilidad y log p. La
determinacidn de la solubilidad mediante el método termodindmico de equilibrio a la saturacién
manejando dos métodos, el normalmente realizado para este fin y el propuesto, que busca
disminuir la cantidad de analito utilizado y obtener el valor de la solubilidad intrinseca de la

pendiente, presentan algunas diferencias con respecto a la curva de saturacién, ambos se
compararan con el método cinético posteriormente.

La figura 2 presenta las curvas de relacién lineal entre log Kw determinada a partir del factor de
retencién del analito en diferentes proporciones de fase organica en una columna de fase reversa,
contra log P. Las curvas se agrupan por las estructuras de los farmacos, se observan en todos los
casos linealidades aceptables. El objetivo es contar con regresiones de grupos grandes de farmacos
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qgue permitan interpolar los datos de farmacos desconocidos para determinar el log P a partir de su
log Kw determinado cromatograficamente.

Figura 3. En el anadlisis frontal el desplazamiento que se observa en las curvas de rompimiento
conforme disminuye la concentracidn, es el indicador de la interaccién de afinidad que tienen lugar
en la columna el analito. La relacién que guarda la concentraciéon del analito y las moléculas
retenidas en la columna de afinidad, nos permite determinar las constantes de afinidad.

En la figura 4 aplica el mismo principio que en la figura 3, el desplazamiento de la curva de
rompimiento es el indicador de la interaccidn del analito y el ligando de afinidad inmovilizado en
este caso en un cartucho fuera de linea.

Ambos sistemas disefiados para cromatografia de afinidad han demostrado la actividad que se
buscaba determinar y se busca optimizar los sistemas de operacién.

La figura 5a, muestra la respuesta tipica del derivado de metronidazol (MET) obtenido por reduccion
electroquimica del farmaco, en la Figura 5b y ¢, se observa la sefial electroquimica tipica de las bases
puricas de DNA, guanina y adenina respectivamente. La interaccién entre el derivado de
metronidazol y las bases puricas se presenta en el grafico D, donde se observa un deterioro de las
bases asociado a la disminucién de la concentracién de GU del 75% y desaparicion de AD. La
formacién de nuevas especies ubicadas en 0.3 a 0.7V, son productos generados a partir de la
interaccidn que se han asociado con la formacién de la 8-oxoguanina y 2-8-oxoadenina [8].

CONCLUSIONES

1.- La determinacién de la solubilidad intrinseca. Propiedad fundamental de las moléculas puede
presentar algunas diferencias en sus resultados dependiendo del método utilizado, sin embargo, es
importante subrayar que una determinacion precoz y con sélo unos cuantos miligramos del
compuesto puede ser suficiente como un dato aproximado para tomar decisiones de desarrollo.

2.- Las correlaciones entre Log P y Log Kw muestran que el método puedes ser bastante aproximado
con los datos de Log P reportados como un método para determinar el parametro, con la ventaja
de ser mds rapido y al tratarse de un método cromatografico la pureza del compuesto evaluado no
es un requisito.

3.- Los valores de constantes de asociacion a la albumina reportados en la literatura dependen en
gran medida del método utilizado, sin embargo los valores para la constante encontrados con el
sistema desarrollado mediante cromatografia de afinidad en linea, se encontraron cercanos los
valores que varios autores han documentado.

4.- La inmovilizacion del ADN y la demostracidn de su actividad fuera de linea se considera todo un
éxito, ya que la eficiencia de esta inmovilizacion se ha reportado como pobre, por otra parte , las
aplicaciones que el sistema puede tener es muy importante, se debe seguir optimizando el
procedimiento.

5. La respuesta de los biosensores, con ADN inmovilizado demuestra que es posible demostrar el
dafio causado por determinados agentes sobre la biomelécula , mediante este sistema.
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IMPACTO DEL AJUSTE DE DATOS IN-VITRO EN LA PREDICCION DE LOS NIVELES PLASMATICOS:

APLICACION CON UN FARMACO ANALGESICO DE CLASE I
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Palabras clave: Acido acetil salicilico, Ajuste no lineal, Disolucién, Convolucién, Perfil plasmdtico.

INTRODUCCION: Los perfiles de disolucion son una herramienta importante en el disefio
y evaluacion de formas farmacéuticas solidas o semisolidas cuyo fin es identificar la
velocidad y grado de liberacion del compuesto a partir de la matriz que lo contiene. Ademas,
mediante un tratamiento matematico conocido como convolucion es posible estimar el
desempefio in-vivo de la formulacion al calcular los niveles plasmaticos hipotéticos que los
datos de disolucion generarian y los parametros farmacocinéticos estimados compararlos con
datos reales obtenidos en un estudio de biodisponibilidad. El calculo de un valor conocido
como Prediccion del Error (PE) menor a 15% indicaria que pardmetros importantes como
concentracion plasmatica maxima (Cmax) y area bajo la curva de cero a infinito (ABCo-inf) son
similares entre datos estimados y observados y que la biodisponibilidad calculada por la
técnica de convolucién es similar a la registrada en un estudio in-vivo. En ocasiones, los
perfiles de disolucion presentan retos importantes en cuanto a la parte técnica u operativa y
en otras, sobre los resultados obtenidos como lo es con fArmacos de alta solubilidad que desde
el primer tiempo de muestreo presentan valores de disolucion > 80% y al final de la prueba
la completa disolucion de la dosis y no se observa con detalle la velocidad de disolucion que
en muchas ocasiones refleja la velocidad de absorcion y, por lo tanto, la oportuna
manifestacion del efecto terapéutico. En estos casos, los perfiles plasmaticos obtenidos por
convolucion no describen el proceso de liberacidon y absorcidon ocurrido en el organismo y es
necesario considerar otro tipo de analisis de datos a fin de predecir de mejor forma el perfil
plasmatico. Los ajustes no lineales son una alternativa al tratamiento de datos in-vitro y
ayudan a estimar de mejor forma los resultados que se observarian en el organismo humano.
Otro apoyo técnico u analitico representa el uso de la espectrofotometria derivativa que tiene
la ventaja de identificar y cuantificar una mezcla de farmacos sin el uso de equipos como
cromatografos y los disolventes toxicos al medio ambiente que generan. Los resultados
obtenidos con estas técnicas son similares a los obtenidos por cromatografia. Por otro lado,
el acido acetilsalicilico (Clase I) es un farmaco ampliamente conocido y muy utilizado como
analgésico al administrarse solo o combinado con una dosis pequefia de cafeina que
potencializa el efecto analgésico y reduce la administracion del acido acetilsalicilico y por
consiguiente los efectos adversos que presenta. Las tabletas combinadas de dosis fija con este
par de fArmacos son muy utilizadas en el tratamiento de dolores cronicos como migrafia. En
México se encuentran disponibles medicamentos con dos dosis de los farmacos mencionados
(500/30 mg y 650/65 mg) y como en el caso general de medicamentos combinados de dosis
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fija los estudios de disolucion de los compuestos involucrados y, sus datos estimados por
convolucion, son escasos.

BIOLOGICOS

OBJETIVO: Identificar la importancia del ajuste no lineal en el analisis de datos in-vitro de
acido acetilsalicilico y su repercusion en la prediccion del desempefio in-vivo.

MATERIALES Y METODOS: Los perfiles de disolucion de las tabletas del medicamento
de referencia, con las dos dosis, se determinaron en el Aparato 2 USP (paletas) a 75 rpm con
900 ml de solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Se tomaron muestras de los
vasos a los 10, 20, 30, 45 y 60 min y se realizaron diluciones adecuadas para obtener el
espectro de absorcion de orden cero de 200 a 350 nm de cada muestra. El intervalo de las
curvas de calibracion fue de 40-120 pg/ml para acido acetilsalicilico y de 5-25 pg/ml para
cafeina en el mismo medio de disolucion. Los compuestos se cuantificaron al utilizar la
primera derivada del espectro de absorcion con cruces en cero a 245 nm para acido
acetilsalicilico y 295 nm para cafeina. A partir de los perfiles de disolucion de &cido
acetilsalicilico y con los parametros farmacocinéticos kd, Vd y F se calcularon perfiles
plasmaticos por la técnica de convolucion. Estos datos se ajustaron con el programa de ajuste
no lineal PKSolver para calcular los valores de Cmax y ABCo.inf y se compararon con los
mismos parametros, pero obtenidos de la literatura cientifica. Un valor de PE
(PE=observado-estimado/observado)*100<15% resulta adecuado conforme a la
normatividad internacional. Adicionalmente, y por el alto valor de porciento disuelto de acido
acetilsalicilico (>80%) desde el primer tiempo de muestreo, se estimaron datos de disolucion
cada 2 min hasta 30 min mediante el ajuste de los perfiles al modelo de la hipérbola
(y=ax/b+x) (Sigmaplot version 11) y con estos nuevos valores se procedid a re-calcular los
perfiles de convolucion, los datos de Cmax y ABCo.inr y los valores de PE%.

RESULTADOS: En la Figura 1 se presentan los espectros de absorcion de orden cero y
orden uno de las curvas de calibracion de acido acetilsalicilico y cafeina y una solucion con
la mezcla de ambos compuestos a la misma concentracion. En la Figura 2 se muestran los
perfiles de disolucion de acido acetilsalicilico con los datos ajustados y sin ajustar y sus
correspondientes perfiles de convolucion. A fin de facilitar el analisis de las figuras
unicamente se presentan los datos de las tabletas de dosis baja. Los perfiles de dosis alta
fueron similares a los determinados con la dosis baja. En la Tabla 1 se observan los valores
de PE% calculados después de ajustar tanto los datos de disolucion como los perfiles
plasmaticos estimados. En la tabla se presentan los resultados de ambas dosis y unicamente
los de acido acetilsalicilico. El ajuste de datos, tanto de disolucion como de perfiles
plasmaticos estimados por convolucion, permitiria una mejor caracterizacion y disefio de una
forma farmacéutica al relacionar parametros farmacocinéticos hipotéticos con los valores
reales.
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Fig 1. Espectros de absorcion de acido acetilsalicilico y cafeina.
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Fig. 2. Perfiles de disolucion de acido acetilsalicilico (izquierda) y perfiles plasmaticos
obtenidos con los datos de disolucion y el enfoque de convolucion (derecha). Media, n=12.
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Tabla 1. Valores de prediccion del error (%) de acido acetilsalicilico en medicamentos
combinados de dosis fija.

Valores de Prediccion del Error (%)
Dosis baja Dosis alta
Crnax ABCo.int Crnax ABCo.int
Originales -41.41 -5.12 -42.45 -6.07
Ajustados -12.93 2.87 -12.31 2.34

Los perfiles plasmaticos hipotéticos se calcularon hasta las 8 h debido a que en la literatura
la determinacion de los niveles plasmaticos en humanos se realizd hasta ese tiempo de
muestreo. Po otro lado, los mejores resultados (PE<15%) se obtuvieron con los datos
ajustados y tnicamente hasta los 30 min ya que desde ese momento se logro la disolucién
completa de la dosis.

CONCLUSIONES: Para farmacos que desde el primer tiempo de
muestreo del perfil de disolucidén presentan valores > 80% y
alcanzan la disolucion completa de la dosis en el tltimo tiempo de
muestreo es recomendable calcular valores de disolucidon menores
de lo presentado en el primer tiempo de muestreo a fin de
caracterizar mejor la velocidad de disolucidén y obtener un perfil
plasmético estimado  por convolucién con una mejor
representacion del proceso de disolucidén y, por lo tanto, una
mayor probabilidad de que el perfil plasmatico hipotético sea

similar al perfil reportado en la literatura cientifica.
BIBLIOGRAFIA:
1. Qureshi SA. Open Drug Deliv J. 2010, 4, 38-47.

2. Cuesta-Graguera, A.; Navarro-Fontestad, C.; Mangas-Sanjuan, V.; Gonzalez-Alvarez, 1.; Garcia-
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LA TOXICIDAD SISTEMICA AGUDA
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Palabras clave: Metalotioneina, estrés oxidativo, glutation reducido, toxicidad sistémica.

INTRODUCCION:

Talio (TI), uno de los elementos mds toxicos para organismos vivos. Incluso a bajas
concentraciones', se han observado efectos toxicos graves como consecuencia de la
intoxicacion por Tl en exposicion aguda o cronica, el Tl muestra mayor toxicidad, en
comparacion con otros metales como el arsénico, cadmio, plomo y mercurio en diferentes
organismos®. Esta catalogado como uno de los 13 contaminantes prioritarios por la
Proteccion Ambiental (EPA) (USEPA 2014). La dosis oral segura de Tl es tan baja como
0.056 mg/d para humanos reportado por el Sistema de Informacion de Evaluacion de Riesgos
(RAIS 2003). Dosis bajas de Tl provocan nerviosismo Central sintomas de toxicidad del
sistema, tales como: confusion, desorientacidon, y alucinaciones seguidas de ansiedad,
depresion, falta de atencion, asi como problemas de memoria y deterioro de la fluidez verbal®.
Asimismo, se observan sintomas generales de toxicidad, como alopecia, mientras que la
sobredosis de Tl puede inducir disfuncion, parélisis, sintomas de problemas internos
sangrado e incluso la muerte. Estudios recientes reconocen que la contaminacion por Tl esta
presente en los sedimentos de varios paises: Espafia, Italia, China, Inglaterra y México entre
otros, derivados de la contaminacion de acuiferos como rios y mares*. En México se ha
informado la presencia y distribucidon geoquimica de T1 en diferentes explotaciones minero-
metalurgicas. Los principales casos de intoxicacion humana se reportan por causas
accidentales en el trabajo, la talotoxicosis cronica en humanos puede ocurrir debido al
consumo de vegetales y frutos contaminados con Tl provenientes de tierras de cultivo
ubicadas en las inmediaciones de las plantas de cemento, incineradores municipales y
fabricas de 4cido sulfurico. Las sales Tl son solubles, inodoras, insipidas y altamente toxicas,
por esta razén, fue ampliamente utilizado en rodenticidas e insecticidas®. Los signos y
sintomas gastrointestinales por intoxicacion se manifiestan por diarrea y vomito, alteraciones
dermatologicas, cardiacas y disfunciones neurologicas®. Se ha demostrado que el Tl induce
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un aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno y disfuncion mitocondrial en las
neuronas primarias de hipocampo de embriones de rata Wistar y se activan vias de proteccion
endogenas en el cerebro. El mecanismo de toxicidad del talio se basa en la inhibicién de
enzimas especificas de la glucolisis, ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa. Esas
inhibiciones producen un agotamiento de los niveles de ATP. TI tiene una alta afinidad para
los grupos sulthidrilo de aminoacidos tales como cisteina y metionina, asimismo aumenta la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que juegan un papel importante en el
tejido cerebral y dafio hepdatico por peroxidacién lipidica (LP)’. Por otro lado, la
metalotioneina (MT) es una familia de proteinas de bajo peso molecular formadas por 61-68
aminoacidos de los cuales el 20% son cisteinas distribuidas en dos dominios ay b y 7 iones
metalicos divalentes unidos®. Tres isoformas de proteinas (MT-I, MT-1I y MT-III) han sido
identificados en el sistema nervioso central y tejidos periféricos. Se sabe que MT tiene una
alta afinidad por metales divalentes como Cu y Zn, aunque también ha demostrado alta
afinidad por metales toxicos como el cadmio y mercurio dando lugar a grupos de tiolato de
metal, por lo que desempefia un papel en la homeostasis/desintoxicacion de metales y
captacion radical’.

BIOLOGICOS

OBJETIVO (S):

Evaluar el efecto antioxidante de MT-1 y MT-II de ratas tratadas con una dosis subletal de
acetato de talio s6lo o en combinacion con PB.

MATERIALES Y METODOS:

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 200 a 250 g del bioterio del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia, se alojaron cuatro por jaula acrilica y se mantuvieron
bajo condiciones estandar de laboratorio (12:12 luz—ciclos oscuros, 23 + 2 C) y 40 % de
humedad relativa, tenian libre acceso a alimentos y agua. Todos los experimentos se
realizaron de acuerdo a las especificaciones técnicas de la Norma Oficial Mexicana NOM
0062-Z00-1999. Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de
Bioética del INNN 135/18.

Tratamientos: Se administraron 16 mg/kg de acetato de Tl por via ip comprado a Sigma-
Aldrich, 24 horas después, los animales fueron asignados al azar en cada uno de los seis
grupos de tratamiento: TI + Veh: acetato de talio mas vehiculo; T1 +PB: 50 mg/kg dos veces
al dia (p.o.) durante cuatro dias; MT-100: T1 mas dosis tnica de MT (i.p.) PB: Tl mas PB 50
mg/kg dos veces al dia (p.o.) durante cuatro dias; Tl mas dosis unica de MT (i.p) (100 Ig/rata)
usando solucidn salina como vehiculo; PB + MT-100: T1 mas PB en combinacion con MT-
100; MT-600: Tl mas dosis Unica (i.p) de MT (600 lg/rata), PB + MT-600: Tl y PB en
combinacion con MT-600. Asimismo, incluimos un control sano (HC) grupo (n = 5) para
conocer los valores normales, solo para estudios de funciones renales y hepaticas e histologia.
Finalmente, todos los animales fueron sacrificados por decapitacion (sobredosis de anestesia
previa con ketamina/xilazina) 5 dias después de la intoxicacion con Tl para obtener la
concentracion de Tl en los 6rganos del cuerpo y las regiones del cerebro.

Ensayo de glutation reducido
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El contenido tisular de glutation reducido (GSH) se determind como describen Hissin y Hilf
(1976). Diariamente, se prepar6é un estandar de GSH en fosfato de sodio 0,1 M, tampon
EDTA 5 mM (pH 8) y se mantuvo en hielo hasta su uso. Asimismo, se prepar6 una solucion
de o-ftalaldehido (OPA) en metanol absoluto grado reactivo, inmediatamente antes de su uso.
Las muestras de tejido se homogeneizaron en 3,75 ml de tampon EDTA-fosfato (pH 8,0) mas
1 ml de HPO3 (25 %). Los sobrenadantes se separaron de dichos homogeneizados después
de centrifugarlos a 3000xg durante 15 min. Se afiadieron alicuotas de quinientos microlitros
de sobrenadante a 4,5 ml de tampon fosfato mas 100 1 de o-ftalaldehido.

BIOLOGICOS

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis exploratorio de los datos para determinar la distribucién normal (prueba
de Kolmogorov-Smir-nov) y homogeneidad de varianzas (prueba de Levene). Para obtener
una distribucion normal de los datos, se aplico una transformacion logaritmica y luego, los
valores logaritmicos se analizaron mediante ANOVA de una via seguido de la prueba de
Dunnett. Todos los analisis se realizaron con el software SPSS 22.0 (Chicago, Illinois, EE.
UU.). Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p \ 0,05.

RESULTADOS

El efecto citoprotector observado en los biomarcadores renales y hepaticos se debe a un
efecto antioxidante que ejerce la MT, se evaluaron los niveles de GSH en los tejidos. Los
resultados se muestran en la Fig. 1, los valores se expresan como la media + SEM de 6-7
animales por grupo, en Imol de GSH por gramo de tejido. Como se ve claramente, el GSH
renal en el HC fue de 1,15 £ 0,32, mientras que en el T1 + Veh, se observo un valor promedio
de 0,40 £ 0,04, lo que representa una disminucion de 65,23% con respecto al grupo HC.
Asimismo, en el grupo PB observamos un valor promedio de 0,52 + 0,05 y en MT-600 fue
de 0,73 £ 0,09. Finalmente, en el PB + MT-600 el valor promedio fue de 0,67 + 0,26. Solo
el grupo de MT-600 mostré un aumento del 83 % en los niveles de GSH en comparacion
con el Tl + Veh, esta diferencia fue estadisticamente significativa. ANOVA unidireccional
seguido de post hoc de Dunnett estimada *p \ 0.05. En cuanto a los resultados hepaticos, no
se observaron diferencias entre los grupos evaluados (datos no mostrados).
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Examen histopatologico

MT elimina los niveles de talio en tejidos de importancia metabolica como el pulmon, el
higado, y también en las dos regiones del cerebro que contienen las concentraciones mas
altas de talio, como el hipotalamo y el cerebelo. El efecto sistémico de la MT no produjo una
redistribucién indeseable de la Tl al sistema nervioso central (6rgano diana de la
talotoxicosis), como se ha observado tras la administracion de otros agentes quelantes, como
la D-penicilamina o tioles endogenos como la L- cisteina, dado que la MT no puede cruzar
la barrera hematoencefalica, entonces es posible que un supuesto complejo TI-MT no pueda
ser capaz de cruzar al cerebro para producir una redistribucion del metal. En particular, la
administracion de 600 lg de MT mostré un aumento sistémico, mas que cerebral, de las
concentraciones renales de TI producido por una redistribucion del metal hacia el rifion. En
este estudio, la acumulacion hepatica de Tl disminuyd con ambas dosis de MT (100 o 600
lg), es importante sefialar que la mayoria de los efectos de la MT no fueron dependientes de
la dosis en los 6rganos del cuerpo y las regiones del cerebro, lo que sugiere que la dosis méas
baja de MT (100 lg/rata) logra el efecto maximo de la proteina en la decorporacion de TI. .
De hecho, la dosis mas alta de MT empleada (600 lg/rata), fue la que produjo un efecto
redistributivo sobre la TI renal. Los resultados se muestran en la figura 2.
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BIOLOGICOS

CONCLUSIONES:

Teniendo en cuenta que varios informes mostraron que la exposicion a TI, incluso en
concentraciones muy bajas, representa una amenaza para la salud humana y que la exposicion
a Tl es un problema cada vez mas global, los resultados del presente estudio muestran que la
MT administrada sola o en combinacion con PB poseen una accion citoprotectora, debido a
un doble mecanismo: al disminuir las concentraciones de Tl en 6rganos ejercidas por PB y
al aumentar la actividad antioxidante acciones MT debido a su capacidad para prevenir estrés
oxidativo inducido por TI.
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BIOLOGICOS

EL PRAMIPEXOL INHIBE LA HIPERSENSIBILIDAD DE LARGO PLAZO
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INTRODUCCION: La dopamina juega un papel potencial en la antinocicepcion y la
analgesia [!). Esto ocurre principalmente a través de la activacion de los receptores D2 (y
probablemente Ds) 2. Los bajos niveles de dopamina contribuyen a los sintomas dolorosos
que presentan los pacientes con enfermedad de Parkinson, fibromialgia y neuropatia
diabética **1. Sin embargo, los mecanismos por los cuales la dopamina o los agonistas de los
receptores D2/Ds3 ejercen un efecto antialodinico y/o antihiperalgésico no se conocen por
completo.

El factor nuclear kappa B (NF-kB) es un factor de transcripcion expresado que participa en
la regulacion no solo de la respuesta inmunitaria, la inflamacion y la apoptosis, sino también
en el desarrollo y el mantenimiento del dolor patolégico ©°l. En la via canénica, la forma
inactiva de NF-kB est4d compuesta por los dimeros de NF-«xB inactivos, como el heterodimero
p50/p65, asociado con el inhibidor de NF-«xB llamado IxB en el citoplasma [/, Después de la
activacion, IkB se fosforila y posteriormente se degrada a través del sistema ubiquitina-
proteosoma. A continuacion, el NF-kB se traslada al nlicleo para regular la transcripcion de
citocinas inflamatorias, incluido el factor de necrosis tumoral (TNF) -a, la interleucina (IL)
-1B, la IL-6 y mediadores como el 6xido nitrico (NO) ), capaces de activar y sensibilizar a
los nociceptores. Lo anterior, sugiere que limitar la produccion de estos mediadores
inflamatorios podria ser un tratamiento eficaz para el dolor inflamatorio. Existe evidencia de
que la dopamina atenu6 la expresion de citocinas proinflamatorias inducida por LPS al inhibir
NF-kB-p65 a través de la formacioén de dopamina quinona en las células de la microglia 8],
lo que sugiere que la dopamina o el agonista de la dopamina pueden ser utiles tales como
agentes antiinflamatorios y antinociceptivos.

El pramipexol (PPX) es un compuesto que agoniza selectivamente los receptores tipo D> de
dopamina, prefiriendo los receptores D2/Ds P, PPX se utiliza para el tratamiento de los
sintomas motores de la enfermedad de Parkinson, sindrome de piernas inquietas ['9), trastorno
bipolar ('l depresion clinica '], ansiedad 3], fibromialgia !4 en humanos. Ademas, PPX
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ha demostrado propiedades antiinflamatorias y antinociceptivas. PPX previene el desarrollo
de la inflamacion inducida por carragenina, formalina y TPA [, Ademas, estudios han
demostrado que PPX inhibe la hipersensibilidad nociceptiva térmica ¢! y mecénica 1713
en animales con Parkinson s enfermedad, fibromialgia, y dolor inflamatorio. En conjunto,
esta evidencia sugiere la utilidad potencial de PPX como agente analgésico. Sin embargo,
sigue sin estar claro el mecanismo de accién que subyacente al efecto antialodinico y
antihiperalgésico inducido por el PPX. Sobre esta base, en este estudio, determinamos el
efecto de la administracion sistémica aguda de PPX en la respuesta de hipersensibilidad
duradera inducida por formalina en ratas. Ademds, buscamos investigar si el efecto

antialodinico y antihiperalgésico inducido por PPX es mediado por la via de sefalizacion de
NF-«B.

BIOLOGICOS

OBJETIVO (S): Determinamos el efecto de la administracion sistémica aguda de PPX en
la respuesta de hipersensibilidad duradera inducida por formalina en ratas. Ademas,
buscamos investigar si el efecto antialodinico y antihiperalgésico inducido por PPX es
mediado por la via de sefializacion de NF-kB.

MATERIALES Y METODOS: Se utilizaron ratas machos Wistar de 200-230g (UPEAL-
Biotero UAM-Xochimilco, No. protocolo 214). Se administr6 formalina al 1%
intraplantalmente para inducir la hipersensibilidad (alodinia e hiperalgesia mecanica) de
largo plazo. La alodinia y la hiperalgesia mecéanica secundarias fueron evaluadas por el
método de respuesta de retiro de la pata con los filamentos de von Frey.

RESULTADOS: El post-tratamiento sistémico agudo con PPX (3 mg/kg, i.p.) revirtio la alodinia
y la hiperalgesia mecanica secundarias de larga duracion inducida por formalina en ratas. Ademas, el
PPX inhibi6 la expresion proteica de NF-kB-p65, e inhibi6 los niveles de TNF-a e IL-1f en la médula
espinal de animales con alodinia e hiperalgesia mecéanica secundaria inducidas por formalina.

CONCLUSIONES: Estos datos sugieren que el PPX produce efectos antialodinico y
antihiperalgésico en ratas con dolor inflamatorio y pueden estar mediados por la via de sefializacion
de NF-kB.
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LA RED DE INNOVACION DE JOSE ERDOS BLAU EN EL SECTOR

BIOLOGICOS

FARMACEUTICO MEXICANO (1940-1970)
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Resumen

Desde mediados del siglo XIX hasta principios del XX, los paises que lideraban la
fabricacion de productos medicinales eran Alemania, Suiza, Inglaterra y los Estados Unidos.
En estas naciones se fundaron muchas de las compaiiias farmacéuticas mas importantes, que
cada afio generaban una gran cantidad de innovaciones, de patentes, que después se
comercializaban a escala global.

El desarrollo tecnolégico de medicamentos en México también comenz6 en la segunda mitad
del siglo XIX, sin embargo, fue hasta el periodo posrevolucionario (1917-1940), cuando
surgid una industria farmacéutica en México debido a que distintas compaiias europeas y
estadounidenses decidieron invertir e instalar sus filiales en el mercado local. A la par,
algunos empresarios mexicanos, junto a capitalistas foraneos avecindados en nuestra nacion,
incursionaron en la fabricacién masiva de medicamentos. Por su parte, algunas boticas y
farmacias particulares, se convirtieron en pequeias empresas productoras.

Fue hasta después de la Segunda Guerra Mundial, cuando hubo un crecimiento importante
de la investigacion farmacéutica en el ambito nacional, el cual obedecio al establecimiento
de instituciones publicas y compaiiias privadas interesadas en realizar esta actividad. Asi,
durante los afios cuarenta y cincuenta del siglo XX gracias a las iniciativas de empresarios y
cientificos extranjeros refugiados en México, se formaron las primeras redes en el sector
farmacéutico que le permitieron al pais iniciar lineas propias de investigacion para el
aprovisionamiento de su mercado interno. Algunas de estas redes fueron tan exitosas que
convirtieron a ciertas compaiias farmacéuticas de capital mexicano en lideres mundiales en
la sintesis de materias primas terapéuticas, este fue el caso, ya muy estudiado de Syntex. Esta
compaiia fue fundada en 1944, por el quimico estadounidense Russell Marker y los
empresarios europeos Federico A. Lehmann y Emeric Somlo. A través del fomento cientifico
y de una vinculacion estrecha con el Instituto de Quimica de la UNAM, Syntex revoluciond
la sintesis habitual de hormonas esteroides al fabricar progesterona, testosterona y
desoxicorticosterona a partir de saponinas de plantas mexicanas. Esto la convirtio en la lider
mundial en el abastecimiento de precursores hormonales.

No obstante, durante la segunda mitad del siglo XX, surgio otra red encabezada por el
cientifico hiingaro-mexicano José Erdos Blau, uno de los principales personajes en la
produccion patentes locales quien se habia titulado en Budapest de Ingeniero Quimico y de
Doctor en Bioquimica. Después de su llegada a México en 1939, se incorpord a los
Laboratorios Hormona, pero para 1941 pas6 a formar parte de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas (ENCB) perteneciente al Instituto Politécnico Nacional.
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El objetivo de este articulo es analizar la red de innovacion que Erdos creo6 alrededor de la
ENCB con la colaboracion de diversas empresas y, mostrar que esta red se convirtio en una
de las mas relevantes del sector farmacéutico mexicano, impulsando considerablemente la
investigacion en el campo de la quimica orgénica y el desarrollo de medicamentos.

Este estudio comienza en 1940, con la realizaciéon de los primeros trabajos del quimico
hungaro y termina, en 1970, cuando este cientifico se jubila de la ENCB. Para cumplir con
los objetivos planteados, examinamos principalmente fuentes primarias constituidas por las
patentes farmacéuticas registradas durante esta etapa en territorio mexicano, resguardadas en
el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) y por documentacion proveniente de
los archivos y revistas de la época. Cabe destacar que, las investigaciones historicas
dedicadas al andlisis de las patentes generadas en estos afios, en el ambito farmacéutico local,
son muy escasas.

Nuestra investigacion muestra que entre 1940 y 1970, en el sector farmacéutico mexicano se
cred un sistema fragmentado, donde la innovacién se dio en forma intermitente resultante de
esfuerzos individuales y de casos aislados. Asi, sigui6 predominando la falta de vinculos
entre las entidades cientificas y, en estas tres décadas, el sector farmacéutico del pais solo fue
capaz de crear dos redes de innovacion exitosas: Syntex-Laboratorios Hormona-Instituto de
Quimica y José Erdos Blau-ENCB-IPN.

Durante este periodo, Erdos Blau logré conformar una de las redes de innovacion mas
exitosas del sector, que impulso el desarrollo de la quimica organica de aplicacion medicinal
y el registro de patentes farmacéuticas de origen mexicano, destinadas principalmente al area
de los productos opoterapéuticos y hormonales. Esta red fue creada gracias a la vinculacion
de Erdos con diversas empresas farmacéuticas y al apoyo de su institucion, la ENCB del IPN.
Asimismo, en estos afos, las redes de Erdos y de Syntex fueron las principales generadoras
de invenciones e innovaciones locales, colocando a México en una posicion importante en el
escenario farmacéutico mundial. Sin embargo, en la segunda mitad de los afios cincuenta y
durante los sesenta (sobre todo después de la venta de Syntex), el pais no pudo seguir
produciendo innovaciones de manera continua y se profundizo la dependencia cientifica y
tecnoldgica con el extranjero.
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Palabras clave: inflamacion, metabolitos secundarios, piquerol, 3,5-diprenil-4-hidroxi-acetofenona.

INTRODUCCION:

La inflamacion es una respuesta del organismo a diferentes estimulos tales como infecciones,
dafios fisicos o quimicos. Aunque existen una gran cantidad de farmacos, la gran mayoria de
ellos presenta efectos adversos, en particular cuando son prescritos por periodos prolongados
de tiempo. En ese contexto es necesario continuar con la busqueda de compuesto que posean
actividad antiinflamatoria y una baja toxicidad. Las plantas son una fuente importante de
compuestos con esta actividad. Por ello, el presente trabajo se basa en el aislamiento,
caracterizacion estructural y evaluacion de la actividad antiinflamatoria de dos compuestos
aislados de las plantas Piqueria trinervia y Ageratina pazcuarensis, ambas tienen como
antecedentes que se han sido usadas en la medicina tradicional para tratar problemas
asociados a la inflamacién.!)

OBJETIVO (S):

Aislar, caracterizar y evaluar la actividad antiinflamatoria de dos compuestos aislados de
Pigueria trinervia y Ageratina pazcuarensis

MATERIALES Y METODOS:

La planta Piqueria trinervia fue colectada en la carretera 70, Rio Verde. San Luis Potosi, La
planta Ageratina pazcuarensis fue colectada en el municipio de Huitzilac, Morelos. En
ambos casos se obtuvieron las partes aéreas por poda ecoldgica. Posteriormente se dejaron
secar a la sombra y se molieron.

Los extractos de ambas plantas se obtuvieron por maceracion empleando disolventes de
diferentes polaridades; los compuestos se aislaron por métodos quimicos y fisicos con base
en una separacion biodirigida y empleando el modelo de edema auricular en raton inducido
por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) para monitorear la actividad
antiinflamatoria 2 de los extractos, fracciones y compuestos de ambas plantas.

Los compuestos activos aislados de Piqueria trinervia y Ageratina pazcuarensis fueron
caracterizados por espectros de RMN 1D ('H y 1*C) y 2D (HSQC, HMBC, COSY y H2BC).
Los pesos moleculares de ambos compuestos fueron determinados por MS-ESI y MS-EI.

Para conocer el mecanismo por el cual los compuestos aislados inducen actividad
antiinflamatoria a nivel celular, se evalud su viabilidad celular en macrofagos J774.1 por
medio del ensayo de MTT!*): En una placa de 96 pozos fueron sembrados 5X10° macréfagos
por pozo, los cuales fueron tratados con los compuestos activos a concentraciones de 1 a 200
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png/mL por un periodo de 24 h, al término del tiempo se adicion6 una solucion de MTT y
después de 4 horas se solubilizaron con DMSO los cristales de formazan producidos por las
células viables. La cuantificacion se realizd por espectrofotometria.

BIOLOGICOS

La cuantificacion de mediadores pro-inflamatorios como 6xido nitrico (NO), factor de
necrosis tumoral (TNF-a), interleucinas (IL-1pB, IL-6) y anti-inflamatorio como IL-10 se
determin6 en macrofagos estimulados con lipopolisacarido (LPS): Enuna placa de 24 pozos
se sembraron 1X10® macréfagos/pozo, estos se incubaron durante 24 h, posteriormente se
formaron los grupos de evaluacion: Basal (sin tratamiento); Positivo (Indometacina 47.8 uM
pug/mL + LPS), Negativo (LPS) y Prueba (Piquerol o DHAP + LPS). Se incubaron por 24h
y se cuantificd los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a. Por la técnica de ELISA con Kits
comerciales.

RESULTADOS:

A partir del extracto de diclorometano de P. trinervia se aislo un monoterpeno denominado
Piquerol (Tabla 1). Por otro lado, también del extracto de diclorometano de 4. pazcuarensis
se aislo el compuesto 3,5-diprenil-4-hidroxi-acetofenona (DHAP) Tabla 1.

Los resultados de la evaluacion antiinflamatoria en el modelo de edema auricular en raton
inducido por TPA para ambos compuestos se resume en la tabla 1.

Tabla 1. Estructuras quimicas del Piquerol y 3,5-diprenil-4-hidroxi-acetofenona.
Resultados del ensayo de edema auricular en ratén inducido por TPA

% de
Dosis Diferencia | inhibicién
Tratamiento | (mg/oreja de pesos dela
) (mg) inflamacio6
n
OH Piquerol
Vehiculo 0 11.4540.5%* 0.0
fndometacin | - 44120.5% | 61.44+42
Piquerol 2 4.36+0.6* 66.19+5.3
DHAP
%
Vehiculo 0 10710.57 0
I“d"“;etac‘“ 2 4.19+0.28* | 60.99+2.63
DHAP 2 3.71+0.55* | 65.34+5.14
media + EE (n = 8). * p <0.05, diferencia estadisticamente significativa comparado con vehiculo
y ** p <0.05 diferencia estadisticamente significativa comparado con Indometacina
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En la figura 1 se presentan los resultados de la cuantificacion de citocinas involucradas en la

inflamacion producidas por macrofagos estimulados con LPS, tratados con Piquerol

BIOLOGICOS
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Figura 1.- Actividad de Piquerol e indometacina (IND) a 47.8 uM, respectivamente, en
macrofagos J774A.1 estimulados con LPS sobre la produccion de (a) NO; (b) IL-1; (¢) IL-6;
(d) TNF-ay (e) IL-10. El grafico representa la desviacion estdndar media de tres
experimentos independientes (n = 6). ** p < 0.01 y * p < 0.05 diferencia estadisticamente
significativa comparadas (a—d,f) con LPS e IL-10 (e) se compar¢ el grupo Piquerol con el
grupo IND.

En la figura 2 se muestran las concentraciones de mediadores inflamatorios producidas por
macroéfagos estimulados con LPS y tratados con DHAP.

Las graficas 1 y 2 muestran el efecto antiinflamatorio de Piquerol y 3,5-diprenil-4-hidroxi-
acetofenona (DHAP), inhibieron la produccién de los mediadores inflamatorios NO, TNF-a,
IL-1 y IL-6, ademas promovieron el aumento de la citocina antiinflamatoria de IL-10, en
macréfagos estimulados con LPS.™ Es importante mencionar que estos mediadores son
dianas para el tratamiento de la inflamacién. La actividad antiinflamatoria demostrada de
Piquerol apoya el uso de este compuesto como alternativa para la resolucion de inflamacion
asociada a diferentes enfermedades cronico-degenerativas, particularmente tomando en
cuenta que ambos compuestos tienen baja toxicidad en macréfagos J774A.1.

31



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

- - 7 -
Casa abierta al tiempo de Sistemas Biologicos
a b
1x To00
% 1 geea
R . o s
E - T é 4000 f
(=% 0 . I- E 10m " -.*
3 w B E
i 20 000
F4 . o
Bazal TP D DHAP Basal LFS D DHAP
C IO
e o
1850
0
_ =] ; o
= um B
H 1200 'm [2nm) -
By B o e
PR T 5
i : g = :
200 - 100
00 . o ==t L |
o
Basal ps D DHAP Bazal LPs D DHAP
=
16233
14009
55‘ 12000 I
B3 1000 -
e N
P
2 I
o
amaa - -
= ]
a L
Basal LPs b Y DHAP

Figura 2.- Actividad de DHAP e indometacina (IND) a concentraciones de 47.79 uM
respectivamente en macréfagos J774A.1 estimulados con LPS sobre la produccion de NO(a);
IL-1B (b); IL-6 (c); TNF-a (d) e IL-10 (e). El grafico representa la media + desviacion
estandar.

CONCLUSIONES:

El monoterpeno denominado Piquerol y el compuesto 3,5-diprenil-4-hidroxi-acetofenona
(DHAP) redujeron la inflamacion en modelo in vivo, asi como también promovieron la
disminucién de mediadores inflamatorios. Estas observaciones indican que estos compuestos
podrian ser una alternativa para el tratamiento de enfermedades inflamatorias que aqueja la
poblacion.
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INTRODUCCION

La actividad biologica de los compuestos Opticamente activos puede ser diferente para cada
uno de los enantidémeros, uno puede ser activo y el otro inactivo, pueden tener diferente
actividad biologica, o uno de ellos puede tener actividad terapéutica mientras que el otro
puede ser toxico, teratogénico o cancerigeno. Por lo anterior, es indispensable investigar
completamente la actividad bioldgica de cada uno de los enantiomeros de compuestos
Opticamente activos, antes de que se puedan administrar, entonces cada enantiomero se debe
obtener de manera enantiopura.! Existen diversos métodos para obtener compuestos
enantiopuros, entre ellos se encuentra la biocatélisis, la cual implica el uso de enzimas de
origen microbiano, vegetal o animal para catalizar reacciones de manera enantioselectiva.

Las hidroxinitrilo liasas (HNL) son enzimas que catalizan la adicion enantioselectiva de HCN
a aldehidos o cetonas para producir cianohidrinas dpticamente activas, las cuales son bloques
sintéticos importantes para la obtenciéon de sustancias con actividad biologica, como
firmacos y agroquimicos (Figura 1).> Las HNL se han encontrado en las semillas de diversas
plantas, principalmente en el género Prunus, por ejemplo, las (R)-HNL se han obtenido de
las semillas de almendra, cereza, durazno y capulin.’ La semilla de Pouteria sapota es una
de las pocas fuentes de (R)-HNL que cataliza la adicion enantioselectiva de HCN a
benzaldehidos orfo- sustituidos para dar los correspondientes (R)-mandelonitrilos orfo-
sustituidos, con alta conversion y exceso enantiomerico (ee).*

Entre las desventajas del uso de enzimas es que pueden ser desactivadas por la concentracion
de reactivos, disolvente, temperatura, ademés de que no son reutilizables. Al inmovilizar la
enzima en un soporte adecuado, se logra proteger, recuperar y reutilizar la enzima, otras
ventajas al inmovilizar es que el producto se puede separar facilmente de la mezcla de
reaccion, se ha reportado que la actividad y la selectividad pueden mejorar. Se han reportado
diferentes tipos de inmovilizacién, dentro de las mas utilizadas encontramos la
inmovilizacidon no covalente sobre celita, es un procedimiento de inmovilizacion simple y de
bajo costo.”” Se han reportado varios ejemplos de inmovilizacién de HNL sobre celita con
buenos resultados,®” en donde han demostrado que las enzimas son estables y se pueden
utilizar repetidamente, observandose buenas conversiones y enantioselectividad. Por lo
anterior, en esta investigacion se estudié el efecto de la inmovilizacion de HNL presente en
las semillas de P. sapota (PsHNL) sobre su actividad enzimatica para la adicion de HCN a
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benzaldehido por obtener (R)-mandelonitrilo, asi como la eficiencia del reciclado sobre la
conversion y el exceso enantiomérico (ee).
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Figura 1. Compuestos quirales que se pueden obtener a partir de cianohidrinas
OBJETIVO GENERAL

Determinar si la PSHNL inmovilizada se puede reciclar y el efecto que tendra sobre la
conversion y la pureza optica del (R)-mandelonitrilo, obtenido por la adicion biocatalizada
de HCN a benzaldehido.

MATERIALES Y METODOS:

Los disolventes fueron grado HPLC de Tecsiquim, el benzaldehido y el mandelonitrilo se
adquirieron de Sigma-Aldrich. El grado de conversion de benzaldehido a (R)-mandelonitrilo
se determind por cromatografia de gases (CG), en un cromatdgrafo Hewlett Packard Serie
6890 A, equipado con un detector de ionizacion de flama, una columna HP-5 (30 m x 0,33
mm, 0,25 um, Agilent Technolgies), con N> como gas acarreador. El % exceso enantiomérico
(%ee) del (R)-mandelonitrilo se determind por HPLC quiral, usando un cromatdgrafo Agilent
serie 1100, equipado con una columna Chiralcel® OJ-H (250 x 4,6 mm, 5 pum, Daicel®
Chemical Industries) y un detector de arreglo de diodos, el eluyente fue una mezcla de hexano
y alcohol isopropilico.

Fuente cruda de HNL [(R)-PsHNLcr]: Las semillas de P. sapota se molieron con acetona
en una licuadora, a 4°C, la suspension se filtro y el proceso se repitié dos veces mas, el polvo

BIOLOGICOS
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resultante se seco, tamizo y se utilizo como fuente cruda de (R)-PsHNL, se almacend a 4°C
hasta su uso.

BIOLOGICOS

HNL semipurificada [(R)-PsHNL-sp]: La harina desengrasada (3 g) se suspendi6 en 45 mL
de agua desionizada y se moli6 con un ultraturrax por 10 min a 0°C, luego se centrifugd a
4000 rpm por 15 min a 5°C, se recuperaron 35 mL de extracto. El extracto se us6é como fuente
de (R)-PsHN-im para inmovilizar sobre celita, o se liofilizo (-47°C y 0,242 mbar) y el s6lido
resultante se us6 como HNL semipurificada

Inmovilizacion de la HNL semipurificada [(R)-PsHN-im]: la celita (3 g) se mezclé con
acetona (35 mL), y se agitd magnéticamente a 0 °C, luego se adiciond gota a gota el extracto
de la harina desgrasada de P. sapota (35 mL, a 0°C), la mezcla se agité 2 ha 0 °C, se filtro y
el solido se seco en la campana de extraccion.

Preparacion biocatalitica de (R)-mandelonitrilo: El HCN de una solucién amortiguadora
de KCN/4cido citrico (0.55 mL, IN, pH 5.0, 1.5 eq.) se extrajo con diisopropil éter (DIPE, 2
x 2 mL). A la solucion de HCN/DIPE se le afiadid 5 % (v/v) de la solucion amortiguadora
KCN/citratos y la fuente correspondiente de (R)-PsHNL, la mezcla se agit6 durante 10 min
a 5°C, posteriormente se adicion6 el benzaldehido (0.35 mmol), la mezcla de reaccion se
agito a 5°C, 24h. Se decanto el DIPE, se lavo con agua, se seco sobre sulfato de sodio y se
evapor6 a sequedad. Se determino el % de ee por HPLC quiral y el % de conversion por CG
del acetato del (R)-mandelonitrilo. Las reacciones se realizaron por triplicado.

Reciclado de PsHNL inmovilizada: La fuente de (R)-PsHNL utilizada en el experimento
anterior se lavo con DIPE saturado con solucidon amortiguadora de citratos, y se reutilizo de
inmediato o se almacen6 a 5°C. La fuente de (R)-PsHNL recuperada se reutilizo para la
preparacion biocatalitica de (R)-mandelonitrilo, como se indica en el parrafo anterior. Los
experimentos se realizaron por triplicado.

Formacion de acetatos de cianohidrinas para determinar el % de conversion por GC: El
(R)-mandelonitrilo obtenido (3.25 mg) se mezcld con 0.50 mL de diclorometano, 10 puL de
anhidrido acético y 10 pL de trietilamina, se agit6 24 h a temperatura ambiente, se lavo con
agua, se seco con NaxSOs y se analizo por GC.

Anadlisis estadistico: Se utiliz6 el anélisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de
HDS de Tukey-Kramer Test, p <0.05 se consideré estadisticamente significativo utilizando
el software JMP version 13 (SAS Institute Inc., North Caroline, EE. UU.). Los resultados se
expresaron como media + desviacion estandar.

RESULTADOS

La HNL presente en la harina desengrasada de la semilla de mamey se encuentra
inmovilizada en un soporte natural (PsHNL). Dicha enzima es soluble en agua, por lo que se
extrajo con agua y luego esta se elimino por liofilizacion, quedando un s6lido que contiene a
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la HNL semipurificada (PsHNLsp), el rendimiento de la extraccion fue del 33%. La enzima
semipurificada se precipitdé con acetona a 0°C, para evitar la desnaturalizacion de las
proteinas, y se adsorbio6 sobre celita, quedando la HNL inmovilizada (PsHNLim). Estas tres
fuentes enzima se utilizaron en ocho ocasiones para catalizar la adicion de HCN a
benzaldehido, los resultados de la conversion y el exceso enantiomérico de (R)-
mandelonitrilo se muestran en la Figura 2.

BIOLOGICOS

Uno de los problemas encontrados en la adiciéon de HCN a carbonilos en presencia de una
HNL, es la adicion quimica que disminuye el exceso enantiomérico de la cianohidrina
resultante. Esta ultima reacciéon se puede minimizar llevando a cabo la reaccion en un
disolvente orgéanico inmiscible en agua y a baja temperatura, con lo que se favorece la
reaccion enzimatica y por lo tanto se favorece la formacion de uno solo de los enantiomeros.
En esta investigacion la reaccion biocatalitica se llevd a cabo en DIPE, lo que favorecid la
recuperacion de la enzima en los tres sistemas estudiados, ya que al estar adherida a al
sustrato solido en el que se encontraba inmovilizada, se evitd la perdida de la enzima, debido
a que es insoluble en el DIPE.

En la Figura 2A se observa que tanto la HNL presente en la harina desengrasada, como la
inmovilizada sobre celita no perdieron su actividad biocatalitica, por el contrario, se observa
que la conversion del benzaldehido aumentd con el namero de ciclos. El comportamiento de
la HNL semipurificada tuvo un comportamiento variable en los diferentes ciclos, y en general
la conversion fue menor que con las otras fuentes de PsHNL.

La enzima que contiene la P. sapota es una (R)-HNL, ya que el enantiomero preferido por la
adicion de CN al carbonilo es el de configuracion “R”. En la Figura 2B se observa que los
excesos enantioméricos, en los primeros tres ciclos, fueron >98% es decir se obtuvo el 99%
de (R)-mandelonitrilo con las tres fuentes de HNL obtenidas de la semilla de P. sapota. En
los siguientes 5 ciclos disminuy6 ligeramente la enantioselectividad utilizando la harina
desengrasada, pero el ee se mantuvo entre 94.1 y 98.0% de (R)-mandelonitrilo. En el caso de
la enzima inmovilizada sobre celita, PSHNLim, en los ciclos 4 al 8 ¢l ee estuvo entre 95.3-
98.7%. Para la enzima semipurificada, se observa una clara disminucién en la
enantioselectivada de la enzima ya que en el ciclo 4 el ee fue de 95.6 %, disminuyendo su
actividad biocatalitica en cada ciclo, en el ciclo 8 disminuy6 hasta 80.4%.

Al realizar el analisis estadistico para evaluar el ee de las diferentes fuentes de PsHNL, se
concluye que no existe diferencia estadistica entre PSHNL y PsHNLim, sin embargo, el
utilizar la enzima semipurificada PsHNLsp a partir del ciclo 7 hay una diferencia
estadisticamente significativa con las demas fuentes y ciclos.

Para el % de conversion no se observa una diferencia significativa entre PSHNL y PsHNLim,
sin embargo, para PsHNLsp a partir del ciclo 5 existe una diferencia estadisticamente
significativa con las demas fuentes y ciclos.
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Figura 2. A) % de conversion y B) % de exceso eantiomérico (ee) del (R)-mandelonitrilo
obtenido por adiciéon de HCN a benzaldehido después de 8 ciclos de reuso de
PsHNL, PsHNLsp y PsHNLim.

CONCLUSIONES

Con estos resultados se puede concluir que la HNL es una enzima robusta, que no pierde su
actividad biocatalitica si se lleva a cabo la reaccion en medio organico, a baja temperatura y
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en un soporte que le ayude a mantener su estabilidad catalitica. Con PSHNL y PsHNLim se
logroé reciclar 8 veces sin que observara una perdida en la actividad y enantioselectividad de
la enzima, ya que las conversiones y la pureza Optica se mantuvieron practicamente
constantes. En el caso de PsHNLsp también se obtuvieron excelentes resultados en los
primeros 3 ciclos.

BIBLIOGRAFIA

1. Calcaterra, A.; D’Acquarica, 1. J. Pharm. Biom. Anal. 2018, 147, 323-340.

2. Dadashipour, M.; Asano, Y. ACS Catal. 2011, 1 (9), 1121-1149.

3. Solis, A.; Luna, H.; Manjarrez, N.; Pérez, H. 1. Tetrahedron, 2004, 60 (46), 10427—
10431.

4. Martinez-Casares, R. M.; Pérez, H.; Manjarrez, N.; Solis-Oba, M.; Ortega, L.; Solis, A.
Ind. Crops Prod. 2020, 153, 112606.

5. Cesarini, S.; Infanzon, B.; Pastor, F. 1. J.; Diaz, P. BMC Biotechnol. 2014, 14 (1), 27.

6. Aggarwal, S.; Chakravarty, A.; Ikram, S. A. Int. J. Biol. Macromol. 2021, 167, 962—
986.

7. Bracco, P.; Torrelo, G.; Noordam, S.; de Jong, G.; Hanefeld, U. Catalysts 2018, 8 (7),

287.

BIOLOGICOS

38



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento
Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIégiCOS

SINTESIS Y ACTIVIDAD ANTIPROTOZOARIA DE DERIVADOS DE

INDAZOL

BIOLOGICOS

Jaime Pérez Villanueva'* Lilian Yépez Mulia?, Francisco Cortés Benitez!, Juan Francisco Palacios Espinosa?,
Karen Rodriguez Villar?, Olivia Soria Arteche?

!Departamento de Sistemas Bioldgicos, Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud, Universidad Auténoma
Metropolitana-Xochimilco (UAM-X), Ciudad de México 04960, México.

2Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Unidad Médica de Alta
Especialidad-Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social,
Ciudad de México 06720, México.

*Autor de correspondencia: Jaime Pérez Villanueva

Correo: jpvillanueva@correo.xoc.uam.mx

Palabras clave: Antiprotozoarios, Indazol, Sintesis de Cadogan.

INTRODUCCION

El indazol es un nucleo heterociclico que se encuentra en un gran nimero de compuestos con
actividad bioldgica.! Entre los farmacos de uso clinico que lo contienen se encuentran el
antiemético granisetron, los antiinflamatorios no esteroideos bencidamina y bendazac, los
anticancerosos pazopanib, axitinib, niraparib y entrectinib. De estos, niraparib y entrectinib
fueron aprobados recientemente en 2017 y 2019 respectivamente.?®
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Figura 1. Farmacos aprobados que contienen el nicleo de indazol.

Recientemente se reportd que el indazol posee actividad antiprotozoaria,* por lo que resulta
de nuestro interés el sintetizar derivados con el fin de contribuir en la bisqueda de agentes
antiprotozoarios. Una de las metodologias méas usadas en la sintesis de indazoles es la descrita
por Cadogan, la cual consiste en un proceso de dos pasos que implica la formacion de una
base de Schiff, seguida de una ciclacion a través de la formacion de un nitreno en presencia
de fosfito de trietilo.? En el presente trabajo se implementé una metodologia one-pot asistida
por ultrasonido para llevar a cabo la sintesis de Cadogan empleando diversas anilinas
sustituidas. Posteriormente, los compuestos fueron evaluados contra los protozoarios
Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis y Trichomonas vaginalis.

OBJETIVO

Desarrollar una metodologia one-pot para la sintesis de indazoles y evaluar los compuestos
como agentes antiprotozoarios.
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MATERIALES Y METODOS

BIOLOGICOS

Sintesis one-pot asistida por ultrasonido: En un tubo Schlenk de 50 ml se agreg6 2-
nitrobenzaldehido (1,654 mmol) y anilina sustituida (1,654 mmol). La mezcla de reaccion se
sometid a ultrasonido durante dos horas a 40 °C. Posteriormente, se afiadio fosfito de trietilo
(5 mmol) y se calent6 a 150 °C en atmdsfera de nitrogeno durante dos horas. El exceso de
fosfito se oxidd con 20 ml de solucion de H20: al 5%. El producto se extrajo con acetato de
etilo y se concentré en el rotavapor. El residuo se purificé usando cromatografia en columna.

Evaluacion de la actividad antiprotozoaria: Se incubaron 5 x 10* trofozoitos de G.
intestinalis (IMSS:0981:1) o T. vaginalis (GT3), 0 6 x 103 trofozoitos de E. histolytica (HM1-
IMSS) durante 48 horas a 37 °C con diferentes concentraciones del compuesto a ensayar en
DMSO. Se incluyeron albendazol y metronidazol como controles positivos. Al final del
periodo de tratamiento, las células se lavaron y se subcultivaron durante otras 48 horas en
medio nuevo sin farmaco. Finalmente, se contaron los trofozoitos con un hemocitometro y
se calculé mediante analisis Probit la concentracion inhibitoria al 50% (ICso).

RESULTADOS

Se obtuvieron 16 compuestos empleando la Sintesis de Cadogan one-pot asistida por
ultrasonido. Los resultados muestran que el método implementado mejora los rendimientos
comparados con reportes previos y hace mas fécil y eficiente el tratamiento de la reaccion,
Tabla 1. Es importante mencionar que algunos derivados que no se pudieron obtener por el
método convencional, fue posible sintetizarlos por esta metodologia. Como complemento a
estas moléculas, se derivatizaron algunos compuestos por medio de una reaccion de hidrolisis
con el fin de obtener mas informacion para estudiar las relaciones estructura-actividad. Los
resultados de la evaluacién biol6gica muestran que los grupos electroatractores mejoran la
actividad bioldgica contra todos los parasitos evaluados, Tabla 2.

Tabla 1. Resultados de la sintesis de Cadogan one-pot asistida por ultrasonido
NH,

O Cr e CCF
2. P(OEt)3 requ;o 2h =N —
Compuesto Método one-pot Método convencional
1 H 92 60
2 4-Cl 62 52
3 4-OCHs 57 52
4 4-COOCHs 39 38
5 4-F 71 50
6 4-CF3 43 6
9 3-Cl 53 -
10 3-OCH3 45 -
11 3-COOCHs3 51 -
12 3-F 51 -
13 3-CFs 46 -
16 2-Cl 55 -
17 2-OCHs 69 -
18a 2-CN 32! -
19 2-F 54 -

20 2-CF3 26 -
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Tabla 2. Actividad antiprotozoaria de los derivados sintetizados (ICso [NM] % 6)

rR® R?
ey
N

Compuesto R! R? RS E. histolytica G. Intestinalis T. vaginalis
1 H H H 804 113+ 22 118 £ 22
2 Cl H H 42+3 633 1073
3 OCHjs H H 154 + 16 2056 37216
4 COOCHs H H 22+3 63+6 107 +6
5 F H H B5x7 717 118 + 20
6 CF3 H H 53+0 345 84 +16
7 OH H H 74+10 1197 157+ 14
8 COOH H H 97+6 193+12 32718
9 H Cl H 7012 83+12 1016
10 H OCHs H 78 £10 56 £10 120£19
11 H COOCHs H 36+0 54 +3 69+8
12 H F H 97 £10 873 92 +10
13 H CF3 H 61+5 50+5 695
14 H OH H 102 +3 105+0 162 +0
15 H COOCH H 74+9 53+9 65+9
16 H H Cl 886 316 66 + 12
17 H H OCHs 96 +3 83+3 183+6
18 H H COOCHjs 50+3 326 109+8
19 H H F 92 +£10 717 1087
20 H H CF3 31+11 27+11 128+ 14
21 H H OH 145+ 10 743 112+ 10
22 H H COOH 74+3 239 67 +6

Metronidazol 380 + 146 1226 +125 236+ 16

Albendazol 56533 + 18845 373 1591 + 11

CONCLUSIONES

Se logro6 obtener una metodologia eficiente para la sintesis de derivados indazolicos en una
reaccion one-pot, la evaluacion biol6gica muestra que estos derivados tienen buena actividad
antiprotozoaria, especialmente si estan sustituidos con grupos electroatractores sobre el
fenilo de la posicion 2 del indazol. Esta metodologia de sintesis ha sido aplicada en nuestro
grupo de investigacion para la obtencién de una coleccidén extensa de compuestos con
diversos efectos biol6gicos como agentes citotoxicos, candicidas y antiinflamatorios.
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DISENO, SINTESIS Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE PORFIRINAS Y MOFS
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Palabras clave: Porfirinas, sintesis, modelado, cancer.

INTRODUCCION:

Las porfirinas y sus derivados tienen un papel importante en los sistemas biolégicos, que van
desde la fotosintesis, como medio de transporte, almacenamiento de oxigeno y la
transferencia de electrones, por lo que han sido estudiadas ampliamente para su aplicacion
como sensibilizadores en la terapia fotodindmica de los tumores®. Las porfirinas son
moléculas organicas que poseen una estructura general de macrociclicos aromaticos, las
cuales constan de cuatro unidades de pirrol Ilamadas tetrapirrdlico y estan conectadas a traves
de enlaces metinicos. En su estructura, los atomos de carbono en las posiciones 5, 10, 15y
20 que forman los enlaces de metino o puentes metino, se conocen comMo posiciones meso-
carbono; aquellos que pertenecen a las posiciones 2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 y 18 se consideran -
pirrélicos?. La porfirina y sus derivados han sido modificadas en la posicion meso para
aplicaciones biomédicas que involucran el fotodiagndstico y terapia del cancer, cuyo uso mas
dominante es en terapia fotodindmica (TFD)?, la cual ha surgido como un tratamiento
prometedor y no invasivo para diversos tipos de cancer. Esta técnica implica la generacion
controlada de agentes citotoxicos de vida corta dentro de una célula mediante la irradiacion
con luz visible de longitud de onda apropiada de un fotosensibilizador o profarmaco®. Las
principales ventajas como fotosensibilizador de la porfirina incluyen: estabilidad aromatica,
absorcion eficiente de la luz roja visible, alto rendimiento de oxigeno activo, larga vida util
del estado triplete y minima toxicidad oscura®.

La respuesta inflamatoria es un mecanismo de defensa contra la accion de agentes fisicos,
quimicos o bioldgicos, y responsables para la liberacion de mediadores que desencadenan la
respuesta inmune en el sitio de la inflamacion, cuyo principal objetivo es ayudar al cuerpo a
sanar, sin embargo, cuando este proceso se descontrola, podria conducir a problemas graves
de salud. La mayoria de las enfermedades inflamatorias son multifactoriales y algunos de
ellos son de tipo cronico-degenerativo®’. Se tienen reportes de que los compuestos
relacionados con el grupo hemo, como la hemoglobina, ejercen efectos antiinflamatorios y
antioxidantes®. Por lo tanto, las porfirinas son compuestos interesantes para ser probados
como agentes antiinflamatorios debido a su analogia estructural con dicho grupo. Ademas,
se tiene reportes de otras actividades farmacoldgicas interesantes, tales como antibacterianas,
y antiparasitarias®.

El QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship, por sus siglas en inglés) es un
método computacional que correlaciona las propiedades estructurales y las actividades
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bioldgicas de las moléculas, para obtener un modelo estadistico confiable para la prediccion
de las actividades de nuevas entidades quimicas'!. En este trabajo, se empled como
herramienta para analizarlas las relaciones estructura-actividad de los derivados de porfirinas
para disefiar nuevas moléculas con una mayor actividad biolégica, particularmente actividad
cancerigena y bactericida.

OBJETIVO (S):

BIOLOGICOS

-Preparar diferentes series de porfirinas y evaluar su actividad farmacoldgica.
-Caracterizar la estructura de los compuestos sintetizados por RMN H y $3C

-Analizar la informacion mediante el programa informatico Build QSAR para construir
modelos tedricos QSAR, tanto para la actividad citotdxica como para la actividad
antibacteriana.

-Realizar el acoplamiento molecular sobre proteinas involucradas en el proceso de
inflamacidn para estudiar las interacciones proteina-ligando

-Proponer nuevas moléculas con las caracteristicas mas importantes predichas por los
modelos obtenidos para predecir su actividad bioldgica.

MATERIALES Y METODOS:

Para la preparacion de las diferentes porfirinas que se empled la metodologia disefiada por
Adler-Longo*®*3, Todas las estructuras de los compuestos se determinaron mediante RMN
de protdén y carbono.

Para los estudios QSAR, se obtuvieron los descriptores moleculares de la plataforma web
gratuita ChemDes, se empleo el programa informatico Build QSAR para construir y analizar
modelos QSAR que contengan de uno hasta seis descriptores, identificando los descriptores
significativos y no significativos dentro del modelo, comparando la divisién del coeficiente
de variacion entre el error estandar contra el valor de t-student de cada descriptor. Asi mismo,
se analizd la matriz de correlacion de cada modelo para confirmar que los descriptores no
son colineales. Se realizd una evaluacion del modelo por medio de la validacion interna
cruzada con el método de Leave-One-Out con una Q%> 0.5y que la diferencia de R? - Q? sea
< 0.3. Ademas, se realizé una validacion externa usando un conjunto de entrenamiento y un
conjunto de prueba, considerando: R?adj mas cercano a 1y prueba F, para establecer que el
modelo es predictivo.

RESULTADOS:

Las moléculas sintetizadas se muestran en la Figura 1.
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Rz

1:R;=H,Ry=H 5:R,= H, R,= NO,
2:R;=F,R=H 6:R;=F, R,=NO,
3:R;=Cl,Ry=H 7: R;=Cl, R,=NO,
4:R;=Br,R,=H 8: R;=Br, R,=NO,

Figura 1. Porfirinas sintetizadas y evaluadas.

Los compuestos sintetizados demostraron, en estudios previos, buenas actividades
bioldgicas, disminuyendo la inflamacion aguda y cronica con un porcentaje maximo de 71%,
una DLso >7.3 mmol/kg y reduce de manera significativa los marcadores TNF-a, IL-6 e IL-1p*°,

Estas moléculas, asi como las obtenidas en las bases de datos previamente descritas, se
emplearon para generar diversos modelos QSAR. Los mejores modelos obtenidos por QSAR
fueron para la linea celular HeLa y E. coli, los cuales se describen a continuacion:

Para la linea celular HeLa con 20 compuestos que corresponden al conjunto de entrenamiento
y 8 compuestos para el conjunto de prueba, siendo el 70% y 30% respectivamente. Se obtuvo
la ecuacion:

Y1 = - 0.4761 (+ 0.2890) X943 + 1.4124 (+ 0.5471) X1096 - 0.0158 (+ 0.0058) X2 +
5.2739 (% 0.7872)

Mientras que los valores estadisticos obtenidos fueron:

R |R? |R™ |s |F.QSAR|Q* |R?-Q?

0.895 | 0.8018 | 0.7646 | 0.37 | 21.57 0.651 | 0.1508

Para E. coli, las moléculas se agruparon aleatoriamente en dos subgrupos: conjunto de
entrenamiento y un conjunto de prueba, en porciones de 70% y 30%, respectivamente del
total de la muestra. El conjunto de entrenamiento estuvo formado por 28 compuestos y el
conjunto de prueba lo conformaron 12 compuestos.

Y1=+0.5150 (+ 0.2241) X576 - 0.2144 (+ 0.0768) X1338 - 1.8925 (+ 0.4689) X315 - 0.3938
(+0.0648) X806 - 0.0270 (+ 0.0072) X730 + 0.0026 (+ 0.0004) X368 + 5.0329 (+ 0.5594)

Mientras que los valores estadisticos obtenidos fueron:

BIOLOGICOS
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R R? R?2d s F QSAR|Q* |R*-Q°

BIOLOGICOS

0.983 1 0.9666 | 0.9571 | 0.163 | 101.302 | 0.951 | 0.0156

CONCLUSIONES:

Debido a su baja toxicidad y buen efecto anti-nociceptivo y antiinflamatorio, las porfirinas
podrian ser una buena alternativa para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y para
el tratamiento de dolor como consecuencia de otros padecimientos. Tanto las porfirinas
halogenadas como nitradas son buenos candidatos a continuar con estudios complementarios,
asi como probar su eficacia sobre diversas lineas celulares.

Se logro desarrollar y analizar modelos QSAR de la actividad de porfirinas sobre HeLa y E.
coli, de manera que cumplen con los criterios minimos de calidad estadistica establecida en
la literatura y con capacidad predictiva para disefiar nuevos derivados de la
tetrafenilporfirina.
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DISENO Y SEMISINTESIS DE DERIVADOS DEL ACIDO GLICIRRETINICO

COMO INHIBIDORES DE LA PTP1B Y/O ALFA-GLUCOSIDASA PARA EL
TRATAMIENTO DE LA DIABETES TIPO 2 Y OBESIDAD
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Palabras clave: diabetes tipo 2, obesidad, dcido glicirretinco, Proteina Tirosina Fosfatasa 1B, a-glucosidasa.

INTRODUCCION: La proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) ha sido conocida por su papel
en la regulacion negativa de la via de sefializacion de la insulina y la leptina.!? Por otro lado,
la a-glucosidasa es una enzima involucrada en la ruptura de enlaces glicosidicos a-1,4 en
muchos polisacéridos. La inhibicion de la a-glucosidasa disminuye la absorcion de glucosa
en el tracto digestivo.>* Por lo tanto, el bloqueo de ambas enzimas es una estrategia atractiva
para tratar tanto la diabetes como la obesidad, lo que representa una ventaja sobre las
terapias existentes.

Los triterpenos pentaciclicos de tipo oleanano muestran una potente actividad inhibitoria y
selectividad contra PTP1B y a-glucosidasa. El acido glicirretinico (AQG), pertenece a este
grupo de triterpenos. El AG se encuentra abundantemente (hasta un 24%) como glicirricina
en la raiz del regaliz (Glycyrrhiza glabra L).>® La administracion oral del AG (100 mg/kg)
mejora los niveles de insulina y reduce los niveles de glucosa en sangre comparables a los
de glibenclamida en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina.”® E1 AG es un inhibidor
débil de la PTP1B y la a-glucosidasa.!? Por lo tanto, creemos que el AG es una estructura
atractiva para futuras modificaciones quimicas con la finalidad de incrementar su actividad
inhibitoria sobre la PTP1B y a-glucosidasa. En este sentido, cabe sefialar que la semisintesis
de triterpenos sustituidos por heterociclos nitrogenados fusionados al anillo A ha sido
reportada como una estrategia para mejorar la actividad inhibitoria sobre la PTP1B y a-
glucosidasa.!! Por lo tanto, esta estrategia podria aplicarse a la AG, pero atin no se ha
validada, ya que hasta la fecha no se ha reportado ningin intento de derivados semisintéticos
del AG como inhibidores de PTP1B y a-glucosidasa. Por esta razon, este trabajo se centra
en aumentar la actividad inhibitoria del AG, el cual, es relativamente facil y barato de obtener
en grandes cantidades a partir de extractos de plantas. Para ello, nosotros sintetizamos dos
series de derivados del AG: la serie 1 contiene seis indoles fusionados al anillo A de este
triterpeno, mientras que la serie 2 agrupa seis derivados de N-fenilpirazol fusionado al
anillo A. Ambas series, contienen diferentes grupos (-OCH3, CHs, H, F, Cl y CF3) unidos
tanto al anillo bencenoide del indol como al del N-fenilpirazol. Adicionalmente, se
realizaron estudios de acoplamiento molecular para comprender la afinidad de estos
compuestos para ambas enzimas. Los compuestos fueron sintetizados de dos a tres pasos
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de reaccion a partir del 4cido glicirretinico y posteriormente evaluados in vitro sobre las
enzimas PTP1B y a-glucosidasa.

BIOLOGICOS

OBJETIVO: Obtener derivados semisintéticos del acido glicirretinico con actividad
inhibitoria sobre las enzimas PTP1B y a-glucosidasa

MATERIALES Y METODOS:

Acoplamiento molecular (docking): se obtuvo la estructura cristalografica de las enzimas
PTP1B y oa-glucosidasa de la base de datos de Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/)
(PDB ID: 1T49 y 6C9Z, respectivamente). Las moléculas de agua se removieron de las
macromoléculas con YASARA structure (version 21.7.43) y su geometria fue minimizada
con el campo de fuerza de NOVA. Se adicionaron los atomos de hidrogeno y cargas de
Gasteiger-Marsilli. Los ligandos se construyeron con Chem3D BioUltra 16.0 y su energia se
minimizé con el método de parametrizacion semi empirico (PM3), para finalmente adicionar
cargas de Gasteiger-Marsilli. El programa usado para el acoplamiento molecular fue
Autodock 4.2 y su interfaz grafica Autodock Tools.'”? El procedimiento general del
acoplamiento molecular consistioé en la generacion de un grid de 0.375 A, un tamafio de
60X60X60 A con coordenadas x = 55.74, y = 33.41 y z = 24.47 para PTP1B; mientras que
para la a-glucosidasa fue de 60X60X60 A con coordenadas x =-5.02, y = 4.83 z=31.84. El
proceso del docking se realiz6 con el algoritmo genético Lamarckiano (LGA), con un nimero
de corridas de 100, un tamafio de poblacion de 150, un nimero maximo de evaluaciones de
2,500,000 y un nimero maximo de generaciones de 27,000.

Sintesis organica: la sintesis orgénica se realizo de acuerdo con el Esquema 1.

Evaluacion in vitro sobre PTP1B y a-glucosidasa: para ambas enzimas se empled el
método espectrocolorimétrico descrito previamente. Los compuestos fueron evaluados a
diferentes concentraciones para la determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (Clso) y
en algunos casos, la constante de inhibicion (Ki).!>!*

RESULTADOS:

Los rendimientos obtenidos para la obtencion de los compuestos 4a-f y Sa-f, en donde los
rendimientos globales oscilan entre el 17 al 77%. Los resultados del acoplamiento molecular
y la evaluacion bioldgica se ilustran en la Tabla 1. En cuanto al acoplamiento molecular, se
puede observar que los derivados inddlicos, tienen una mayor afinidad por la PTP1B que los
derivados N-fenilpirazolicos. Sin embargo, estos Ultimos tienen mayor afinidad por la o-
glucosidasa que los derivados ind6licos. En cuanto a la evaluacion in vitro de los compuestos
sobre la PTP1B y a-glucosidasa, se observa que todos los compuestos presentan actividad
sobre la PTP1B. Asimismo, todos tienen una mayor potencia que el 4cido glicirretinico y que
algunos controles positivos como el acido ursélico y la suramina. El inhibidor més potente
de las dos series es el compuesto 4f. Por otro lado, se observa que solo el derivado de N-
fenilpirazol 5S¢, tuvo actividad sobre la enzima a-glucosidasa. Este derivado es 5 veces mas
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iR=H 32%
: R= OMe 44%
{R=Me 38%
‘R=F 42%
: R=Cl_70%
R=CF, 84%

Esquema 1. Reactivos y condiciones: a) CrO;/H,SOs4, THF, t.a., 1 h; b) formiato de etilo, NaH,
THF, t.a., 2 h; ¢) clorhidrato de Ar-NHNH,, AcOH, reflujo, 2 h, d) clorhidrato de Ar-NHNH,,

EtOH, 70°C, 2 h.

BIOLOGICOS

Tabla 1: Docking y la evaluacién in vitro de los derivados del AG (4a-f y 5a-f), acido ursolico,
suramina (inhibidores de PTP1B) y acarbosa (inhibidor de la a-glucosidasa)

Compuesto R Acoplamiento molecular Evaluacién in vitro
PTP1B a-glucosidasa PTP1B a-glucosidasa
AG AG Clso (UM Ki (uM % S.D)
(kcal/mol) (kcal/mol) +8S.D)
4a H -94 -7.9 6.6 +0.13 SA
4b OCHs -94 -8.0 4.3+0.26 SA
4c CHs -9.2 -8.0 8.3+0.10 SA
4d F -8.9 - 8.1 5.2+0.22 SA
4e Cl -9.1 -8.4 10.1+£0.2 SA
4f CF3 -8.8 -8.2 2.5+0.03 SA
5a H -9.3 -9.9 5.1 +0.56 SA
5b OCHs -9.2 -9.8 4.8 +0.20 SA
5¢ CHs -8.7 -9.8 4.8 +0.30 5.2
5d F -8.6 -10.2 9.6 +0.20 SA
5e Cl -8.7 -10.1 7.5+0.22 SA
5f CFs -8.3 -10.0 4.4 +0.07 SA
Acido glicirretinico - -7.6 -7.2 62.0+5.0 SA
Acido ursélico - -8.0 ND 5.6 £0.23 SA
Suramina - ND ND 41+0.12 SA
Acarbosa - ND -8.7 NA 26.8

48



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIégiCOS

CONCLUSIONES: Se obtuvieron 12 derivados semisintéticos del acido glicirretinico con
actividad inhibitoria sobre la enzima PTP1B. El inhibidor mas potente es el derivado indodlico
con un grupo CF3 (4f), el cual es 25 veces mas potente que el AG y casi dos veces mds potente
que los inhibidores acido ursélico y suramina. Por otro lado, el derivado N-fenilpirazolico
del AG (5¢) con un grupo CHj3, tuvo actividad dual sobre la PTP1B y a-glucosidasa. Este
compuesto tiene una potencia similar al &cido ursélico y a la suramina como inhibidor de la
PTPI1B, pero es 5 veces mds potente que la acarbosa (farmaco de referencia) como inhibidor
de la a-glucosidasa. Ambos compuestos, se perfilan como buenos candidatos para estudios
futuros in vivo como agentes antidiabéticos y anti-obesidad.

BIBLIOGRAFIA:

1. Tonks, N. K., Diltz, C. D., & Fischer, E. H. Purification of the major protein-tyrosine-phosphatases
of human placenta. Journal of Biological Chemistry 1988, 263(14), 6722-6730.

2. Tonks, N. K. PTP1B: from the sidelines to the front lines!. FEBS letters 2003, 546(1).

3. Lebovitz, H.E. ALPHA-GLUCOSIDASE INHIBITORS. Endocrinol. Metab. Clin. N. Am.
1997, 26, 539-551.

4. Tundis, R.; Loizzo, M.R.; Menichini, F. Natural Products as a-Amylase and a-Glucosidase
Inhibitors and Their HypoglycaemicPotential in the Treatment of Diabetes: An Update. Mini-
Rev. Med. Chem. 2010, 10, 315-331.

5. Lauren, D. R, Jensen, D. J., Douglas, J. A., & Follett, J. M. Efficient method for determining the
glycyrrhizin content of fresh and dried roots, and root extracts, of Glycyrrhiza species.
Phytochemical Analysis: An International Journal of Plant Chemical and Biochemical
Techniques 2001, 12(5), 332-335.

6. Karaogul, E., Parlar, P., Parlar, H., & Alma, M. H. (2016). Enrichment of the glycyrrhizic acid
from licorice roots (Glycyrrhiza glabra L.) by isoelectric focused adsorptive bubble
chromatography. Journal of analytical methods in chemistry 2016

7. Kalaiarasi, P., & Pugalendi, K. V. Antihyperglycemic effect of 18B-glycyrrhetinic acid, aglycone
of glycyrrhizin, on streptozotocin-diabetic rats. European journal of pharmacology 2009, 606(1-
3), 269-273

8. Sen, S., Roy, M., & Chakraborti, A. S. Ameliorative effects of glycyrrhizin on streptozotocin-
induced diabetes in rats. Journal of Pharmacy and Pharmacology 2011, 63(2), 287-296.

9. Na, M., Cui, L., Min, B. S., Bae, K., Yoo, J. K., Kim, B. Y., ... & Ahn, J. S. Protein tyrosine
phosphatase 1B inhibitory activity of triterpenes isolated from Astilbe koreana. Bioorganic &
medicinal chemistry letters 2006, 16(12), 3273-3276.

10. Seong, S. H., Nguyen, D. H., Wagle, A., Woo, M. H., Jung, H. A., & Choi, J. S. Experimental and
computational study to reveal the potential of non-polar constituents from Hizikia fusiformis as
dual protein tyrosine phosphatase 1B and a-glucosidase inhibitors. Marine drugs 2019, 17(5),
302.

11. Wang, L. J., Jiang, B., Wu, N., Wang, S. Y., & Shi, D. Y. Natural and semisynthetic protein
tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) inhibitors as anti-diabetic agents. RSC Advances 2015, 5(60),
48822-48834.

12. Morris, G. M., Huey, R., Lindstrom, W., Sanner, M. F., Belew, R. K., Goodsell, D. S., & Olson,
A. J. AutoDock4 and AutoDockTools4: Automated docking with selective receptor flexibility.
Journal of computational chemistry 2009, 30(16), 2785-2791.

13. Diaz-Rojas, M.; Raja, H.; Gonzalez-Andrade, M.; Rivera-Chavez, J.; Rangel-Grimaldo, M.;
Rivero-Cruz, |.; Mata, R., Protein tyrosine phosphatase 1B inhibitors from the fungus
Malbranchea albolutea. Phytochemistry 2021, 184, 112664.

14. Rangel-Grimaldo, M.; Macias-Rubalcava, M. L.; Gonzalez-Andrade, M.; Raja, H.; Figueroa, M.;
Mata, R., alpha-Glucosidase and Protein Tyrosine Phosphatase 1B Inhibitors from Malbranchea
circinata. J Nat Prod 2020, 83, (3), 675-683.

BIOLOGICOS

49



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIO’giCOS

BIOLOGICOS
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INTRODUCCION: El uso de reacciones enziméticas en sintesis organica ofrece un
mejoramiento en la selectividad, ademas de productos con mayor pureza, disminucion de
subproductos y bajos costos. Las enzimas son, en general, no son téxicas, biodegradables y
no dafian la salud y al medio ambiente. El uso practico de reacciones biocataliticas ha creado
un tremendo avance en el descubrimiento, disefio sustentable de nuevos compuestos
quimicos; convirtiéndose en una herramienta dentro de la quimica verde.

a-Aminoacidos son una de las clases de productos naturales mas importantes que juegan
papeles fundamentales en quimica y biologia. Ademas, son importantes sintones para la
construccion de proteinas y son bloques importantes para la sintesis organica y
organocatalisis (1,2,3). Su disponibilidad, bajo costo y alta pureza enantiomérica los hace
valiosas materias primas para la sintesis de multitud de intermediarios. Los D-aminécidos
son menos abundantes en la naturaleza, pero presentan interesantes caracteristicas que
estabilizan conformaciones en polipéptidos (4).

Hasta la fecha, se han descrito diversos métodos enzimaticos para la produccion de L-
aminodcidos Opticamente puros, como los procesos de la hidantoinasa, amidasa y acilasa.
Estos métodos aprovechan la enantioespecificidad o enantioselectividad de al menos una de
las enzimas involucradas en el proceso, para obtener D- o L-aminoécidos a partir de sustratos
racémicos (5).

Las acilasas de diferentes origenes, tienen una amplia aplicacidon en biotecnologia para la
separacion de mezclas racémicas de aminoacidos en forma de catalizadores heterogéneos
insolubles. La Acilasa I (C.E.3.5.1.14) es un dimero con una masa molecular de 85500 y
cada subunidad estd constituida por 772 aminoacidos; presente en multitud de tejidos
animales, principalmente en rifion e higado (6). La importancia préactica de esta enzima es la
gran esteroespecificidad en reacciones con los derivados N-acilados de aminoacidos.

Se ha observado que, en algunos casos, no es necesario aislar las enzimas para obtener buenos
resultados en resolucion de N-acetil-aminoécidos (7). En este trabajo se utilizan los polvo
acetonicos de rindn (KAPs) de varias especies para efectuar la hidrolisis de aminoacidos V-
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enzimas presentes en este material crudo, solo se manifiesta la actividad de acilasa.

BIOLOGICOS

OBJETIVO:

Estudiar la actividad N-acilasa de los polvos acetonicos de riiion (KAPs), de diferentes
especies, para la resolucion de tres aminoécidos (leucina, fenilalanina y triptéfano), para
establecer su generalidad y alcances.

MATERIALES Y METODOS:

Procedimiento general para preparar los KAPs: Rifiones frescos (aprox. 142 g) fueron
licuados en 420 mL de acetona y filtrados a vacio. La pasta resultante fue tratada de igual
manera dos veces mas. El solido resultante fue secado al aire dentro de la campana. El
procedimiento produjo 22.4 g de polvo seco, el cudl se guardd en frascos bien cerrados en el
refrigerador (7).

Reaccion enzimatica general: A 5.0 ml de una solucion de los N-Acetil aminoacidos en una
solucion buffer (10 mM) y 0.6 mL de una solucion 2mM de CoCI2 (a pH 7.5), fue
precalentada a 36-37° C por 15 min, el KAP correspondiente fue adicionado (en una relacion
1:1, w/w), entonces la mezcla de reaccion fue agitada. Se tomaron alicuotas a diferentes
tiempos (15, 30, 60, 120, 180, 240 y 1440 min.) para el seguimiento del progreso de la

reaccion hasta un méximo de 24 h. Cada alicuota de 20 uL de reaccion fue mezclada con 20
pL de soluciéon de acido tricloroacético al 10% en un vial Eppendorf, la mezcla se dejo
reposar por 5 min, y centrifugada (13000 rpm/3 min), posteriormente se transfirio a vial de
HPLC, almacenada en refrigeracion, hasta su anélisis por HPLC (7).

RESULTADOS:

En un trabajo previo, se determino el porcentaje de nitrégeno proteico, como un estimador
del contenido enzimatico (7), resultando que los KAPs de roedores (raton, rata, cuyo y hamster),
mostraron un 80-85% de proteina en base a tejido seco, para los otros (res, borrego, ternera, cerdo,
perro y gato) el contenido de proteina fue de 72-78%. Para la evaluacion de las reacciones de
hidrdlisis se utilizaron dos parametros, el tiempo para llegar al equilibrio, o sea la maxima
conversion; y el porcentaje final de conversion.

A continuacioén se efectud el estudio de la hidrélisis de los tres N-acetilaminoacidos
racémicos , fenilalanina, triptofano, leucina. Para ello se prepararon y caracterizaron los
derivados N-acetilados correspondientes.  Posteriormente se desarrolld6 el método
cromatografico (HPLC), con la columna quiral Chirobiotic T, eluyendo con buffer de
trietilamina-acido acético y metanol; cabe mencionar que estos aminoacidos cuentan con un
solo grupo acetilable/hidrolizable. Los resultados se muestran en las siguientes graficas.
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Gréfica 1. Tiempo (min) para alcanzar el equilibrio.
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Los resultados respecto al tiempo para alcanzar el equilibrio (Grafica 1) indicaron con la N-
acetilfenilalanina que, a excepcion de los KAPs de borrego, cerdo y cuyo (4, 3, 4 horas,
respectivamente) el tiempo de reaccion para llegar al equilibrio fue de 24 h; con conversiones mayores
del 99%, exceptuando para el raton, cuyo y perro (que estuvieron entre 75-80%) (Grafica 2). Para el
caso del N-acetiltriptofano, todos los KAPs necesitaron al menos 24 h para llegar al equilibrio
(Grafica 1), con conversiones muy bajas para los casos de los KAPs de res, borrego, rata, perro y gato

(menores al 5%); para los rifiones de cerdo, raton, hamster, cuyo y conejo, las conversiones fueron
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entre 70 y 98%. (Grafica 2) Por otro lado, para la N-acetileucina, los tiempos para llegar al equilibrio
fueron sorprendentemente cortos, menores a una hora, a excepcion los rifiones de rata y hamster que
necesitaron al menos 24 h. (Grafica 1); con relacion al porcentaje de conversion, en todos los casos
fueron mayores al 99%. (Gréafica 2)

Con relacion a la enantioselectividad, todos los KAPs catalizaron la hidrélisis del

enantiomero L, aun cuando en reacciones con periodos cortos se continuaron hasta por 24 h.

CONCLUSIONES: Efectivamente existen diferencias entre los tres aminoacidos N-
acetilados, se esperaria que con otros compuestos sucederia lo mismo, por lo que se requeriria
de reacciones de prueba para evaluar la aplicabilidad de estos biocatalizadores crudos. La
reaccion es enantioespecifica. Ademas, los KAPs muestran un alto potencial para ser
biocatalizadores facilmente accesibles y bajo costo.
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PRESENCIA DE SISTEMAS BIOSINTETICOS PKS Y NRPS EN ACTINOBACTERIAS PATOGENAS.
Gonzalez-Nava Janette Berenice, Sdnchez-Saucedo Nora, Sandoval-Trujillo Horacio
Resumen

Los actinomicetos estan presentes en el suelo y representan una alta porcidn de la microbiota del
medio, principalmente de la rizosfera jugando un papel importante en las comunidades
microbianas asociadas a plantas. Algunos géneros predominan como saproéfitos, mientras que
otros son enddfitos, simbiontes benéficos o incluso patdogenos de plantas y animales, y son

ampliamente reconocidos por su potencial en biocontrol.

La diversidad del filo es amplia e incluye especies benéficas, viviendo como microbiota en
animales y personas; pero también especies patdgenas. Streptomyces causa “costra” en plantas y
se conoce por su habilidad para causar necrosis y lesiones en cultivos de tubérculos
econdmicamente importantes como la papa. Nocardia puede ser oportunista infectando a

personas inmunocomprometidas provocando una infeccidn llamada actinomicetoma.

Por otro lado, los actinomicetos tienen un claro potencial como fuente de nuevos antibiéticos,
antifungicos, agentes anticancerigenos, degradadores de hidrocarburos y otros metabolitos
secundarios que podrian ser utilizados en medicina humana y animal; para el biocontrol de plagas

en cultivos y como promotores de crecimiento en plantas.

Con el rapido desarrollo en los campos de gendmica, biologia sintética, ecologia y el importante
requerimiento de nuevos compuestos antimicrobianos para combatir la resistencia
antimicrobiana, la biologia de Actinobacteria es ampliamente dindmica y se estan realizando

importantes estudios en este campo.

En los proyectos del Laboratorio de Produccion de Bioldgicos se estudian actinomicetos de origen
clinico, utilizando técnicas de biologia molecular y herramientas bioinformaticas para buscar en las
cepas uno o mas sistemas biosintéticos, tales como PKS (policétido sintasa) y NRPS (policétidos

sintetasa no ribosomales), que nos permitan predecir la produccion de metabolitos secundarios

55



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al ti : jologi
asa abierta al tiempo de Sistemas BlologlCOS

BIOLOGICOS

con actividad farmacoldgica y se evalia su potencial antimicrobiano contra cepas

multirresistentes.
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Posible reduccién de la edad epigenética asociada al tratamiento con
clozapina a largo plazo en pacientes con trastornos psicéticos.
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Los pacientes con trastornos psicéticos presentan un riesgo de mortalidad elevado
en comparacion con la poblacién general. Algunos estudios a largo plazo han
demostrado efectos benéficos de los antipsicoticos; en especial, el tratamiento
continuo con clozapina (CLZ) se asocia con tasas de mortalidad significativamente
menores comparado con otros antipsicéticos; aunque se desconocen los
mecanismos de dicho efecto se cree que podria deberse a cambios en la metilacion
del DNA.

Objetivo.

Investigar la relacion entre los cambios en el metiloma, el deterioro cognitivo, el
envejecimiento prematuro y la respuesta farmacolégica a CLZ en pacientes con
trastornos psicoticos primarios.

Metodologia.

A partir de DNA de sangre periférica, se analizé el metiloma mediante el
microarreglo Infinium MethylationEPIC en 31 pacientes con trastornos psicéticos
tratados con CLZ y de 56 pacientes con trastornos psiquiatricos sin tratamiento
(protocolo INNN_38/19). Los pacientes Tx con CLZ fueron estratificados por sexo,
edad y afos de tratamiento. Se determiné la delta de edad (A) como la diferencia
entre la edad epigenética (calculada con los relojes de Hannum, Horvath y
PhenoAge) y la edad cronoldgica. Los sitios de metilacion diferencial entre ambos
grupos fueron determinados por modelos de regresion lineal.

Resultado(s)
Se encontrd una correlacion de la edad cronoldgica con diferentes algoritmos para
el calculo de la edad epigenética (Horvath, Hannum y Phenoage) en los pacientes
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tratados con CLZ. La A edad en los pacientes con tratamiento con CLZ presentaron

un promedio menor de edad epigenética en comparacién con los pacientes sin
tratamiento previo. Después de la estratificacion la diferencia se mantuvo en los
pacientes masculinos, estos resultados sugieren que la CLZ influye en la edad
epigenética en leucocitos. También, identificamos 44,716 sitios diferencialmente
metilados; incluyendo 13,483 genes entre ambos grupos. 87.7% de ellos estuvieron
hipometilados en los pacientes tratados con CLZ. Estos sitios incluyeron genes de
rutas de longevidad, tales como ADCY7-ADCY9, ADIPOR1, AKT1. Por otro lado,
encontramos que la via de sefializacidon del estrégeno también estaba hipometilada,
incluido el gen ESR1, existen variantes genéticas reportadas en este gen que se
han asociado con la longevidad en humanos. Ademas, se encontr6 en el
subenriquecimiento de interaccion proteina-proteina que los genes FOXOT y
FOXO3 estan enriquecidos en la via reguladora de la longevidad, donde interactuan
con las proteinas de sefalizacion AMPK y con la via de sefializacién de la
insulina.Se ha propuesto que la accidon de estos genes puede retrasar el
envejecimiento, a través de mecanismos como la autofagia o la lipofagia, entre
otros.

BIOLOGICOS

Conclusion(es)

La CLZ causa cambios en el metiloma del DNA que conducen a una menor A de
edad en pacientes con trastornos psicéticos. Se requieren estudios longitudinales
para confirmar nuestras observaciones de un probable efecto geroprotector de la
CLZ. Nuestros hallazgos plantean un mecanismo interesante que debe explorarse
para mejorar la esperanza de vida y mejorar los efectos del envejecimiento de los
pacientes tratados con CLZ.
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INTRODUCCION: El micetoma es una infeccién crénica de la piel y de los tejidos subyacentes
con tendencia a afectar huesos, en el estudio histopatoldgico se observan "granos" en medio de un
absceso constituido por leucocitos polimorfonucleares, células plasmaticas, linfocitos, histiocitos,
células gigantes y neoformacion vascular y es posible encontrar células Th17 que expresan el

receptor CD161 y producen IL-17 A, que actua sobre células epiteliales, endoteliales, fibroblastos,
asi como otras células del sistema inmune, activandolas para que produzcan citoquinas pro-
inflamatorias y producir péptidos antimicrobianos y atraer células al lugar de inflamacion.

OBJETIVO (S): Identificar las poblaciones de linfocitos CD161+ productores de IL-17A (Th17) en
células inflamatorias de actinomicetomas por Nocardia brasiliensis y Actifinomadura madurae.

MATERIALES Y METODOS: Estudio prospectivo efectuado de enero a diciembre de 2020 de las
células CD161+ en el que se utilizaron cortes de muestras de 8 pacientes con micetoma del
Hospital General Manuel Gea Gonzalez, Ciudad de México, una muestra por Actinomadura
madurae y 7 por Nocardia brasiliensis. Para las células productoras de IL-17A se obtuvieron 9
muestras, 7 por N. brasiliensis y 2 por A. madurae, a las cuales se les efectuaron dos cortes, uno
para hematoxilina eosina y el otro para el marcaje.

RESULTADOS: Se encontraron un promedio de 4 células CD161+ en los actinomicetomas por N.
brasiliensis y 16 células en los producidos por A. madurae. El 29% de los actinomicetomas por N.
brasiliensis mostré abundante nimero de células productoras de IL-17A en la zona Il. Para A.
madurae se observaron en las muestras abundantes células productoras de IL-17A en la misma
zona.

CONCLUSIONES: Se encontré baja presencia de células CD161+ productoras de ILCJ17A (Th17)
en los actinomicetomas; sin embargo, puede apreciarse a esta citocina en alta concentracion en la
zona |l en la respuesta inflamatoria de la lesién, por lo que la existencia de IL-17A puede provenir
de otras células
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Palabras clave: Beauvericina, Cultivo Solido, Metabolito Secundario.

INTRODUCCION: La beauvericina (BEA) es un metabolito secundario producido por
algunos hongos entomopatogenos (HE) tales como Cordyceps sp. y Beauveria bassiana, asi
como hongos fitopatogenos del género Fusarium sp. La molécula tiene diversas actividades
biologicas tales como actividad insecticida contra diferentes drdenes de insectos, actividad
antibacteriana, antifingica, antiviral y actividad anticancerigena por citotoxicidad en
diversas lineas celulares cancerosas y en el decrecimiento de tumores'. La beauvericina es
un depsipéptido ciclico perteneciente a la familia de eniantinas y es sintetizada por el
complejo enzimdtico beauvericina sintetasa. Esta molécula estd constituida por dos
péptidos que se unen alternativamente: acido hidroxiisovalérico y N-metil-fenilalanina®.
Debido a que la BEA tiene un amplio rango de actividades bioldgicas, se convierte en una
molécula de alto valor agregado que incrementa el interés de ser producida por la industria
farmacéutica. El mejoramiento del medio de cultivo y la utilizacién de un sistema de
cultivo solido tiene diversas ventajas como: un microambiente adecuado para el
crecimiento de hongos filamentosos, baja contaminacién bacteriana, uso de desechos
agroindustriales y por la alta productividad de un gran nimero de metabolitos de origen
fingico, tales como enzimas, metabolitos secundarios, antibioticos, pigmentos, alcaloides,
factores de crecimiento y compuestos aromadticos, entre otros, respecto a los cultivos
liquidos®. Este seria el primer trabajo sobre la produccion de BEA en cultivo solido y su
posterior escalamiento.

OBJETIVO (S): El objetivo de este trabajo es evaluar la produccion de BEA en un sistema
de cultivo so6lido con un medio de cultivo optimizado en un soporte sélido de poliuretano
(PUF).

MATERIALES Y METODOS: Se utilizé una cepa de Fusarium oxysporum AB2 que fue
actividad en agar PDA; para la producciéon BEA* se emple6 un medio de cultivo
optimizado paratapredueeién-de, el indculo fue de 2x10° conidios mL!, el soporte inerte
fueron cubos de 0.7 mm de espuma de poliuretano (PUF) embebidos con el medio a una
humedad del 75 % en matraces Erlenmeyer de 250 mL, las condiciones de cultivo fueron a
25 °C durante 25 dias. Para el procedimiento de purificacion de la BEA, el PUF con la
biomasa generada fue sometida a bafios sonicos con metanol al 84% (v/v), del extracto
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obtenido se inicio la prepurificacion de la BEA usando cartuchos no polares CI18.
Posteriormente, los extractos prepurificados de los dias 3 al 24 del cultivo fueron
analizados por HPLC en un cromatografo 1260 infinity Agilent Technologies® de bomba
cuaternaria y un detector UV-VIS 1200, utilizando un método modificado de Jiang et al.
HPLC?. Se obtuvieron fracciones de 1.5 ml que nuevamente fueron analizadas por HPLC y
la fraccion 8 del HPLC fue utilizada por contener la BEA que fue confirmada mediante
espectroscopia de masas (MS) de Desorcidn/ionizacion Laser Asistida por Matriz (MALDI-
TOF) con un método modificado de Palyzova’, con una matriz de 4cido a-ciano-4-
hidroxicinamico. Se utilizd el software Compass 3.4 y el Flex Analysis para el
procesamiento de los espectros.

BIOLOGICOS

RESULTADOS Y DISCUSION:

Para la identificacion de la BEA producida en el cultivo sélido, se inici6 un procedimiento
de purificacion por HPLC, donde la fraccion 8 se identifico del pico de la BEA similar al
estandar. Posteriormente a la cuantificacion y separacion de la BEA, se realizo el analisis
por espectroscopia de masas y en el analisis MALDI-TOF presento tres sefiales (Fig. 1), la
primera a 784 m/z correspondi6 a la masa del ion molecular de la BEA, la segunda a 806
m/z correspondio a la masa del aducto formado entre la BEA con el ion sodio y la tercera a
822 m/z correspondiente al aducto entre la BEA con el ion potasio, estas mismas sefiales
aparecieron en el estandar de BEA, por lo que se determin6 que la BEA fue producida por
F. oxysporum AB2 en el cultivo s6lido.
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Figure 1. Espectro de masas MALDI-TOF. estandar de BEA (60 pgmL™) (a), fraccién 8.4 - 9.4 de HPLC de
F. oxysporum AB2 (b), fraccion 8.4 - 9.4 de HPLC de E. nirum TORT (c), control negativo (d). Rango m/z
780 - 830.

62



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento
Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIégiCOS

La figura 2 muestra la produccion de BEA en los dos sistemas de cultivo, para el cultivo
liquido la produccién de BEA fue de 0.86 mg L' en cambio para el cultivo solido fue de
22.8 mg L' y al incrementar tres veces la concentracion del medio, alcanzé una produccion
de 65.4 mg L' mostrando que el cultivo solido es un mejor sistema para la produccion de
compuestos de alto valor agregado. Similares resultados obtuvieron Bafios’ con la
produccion de lovastatina.

BIOLOGICOS

—HH

Liquido 1X Liquido 3X Solido 1X Solido 3X
Tipo de cultivo

Figura 2. Produccion de BEA (mg-L™) en cultivo liquido y s6lido usando concentraciones 1X y 3X del medio
de cultivo.

La figura 3 muestra la cinética del cultivo solido durante 25 dias, el crecimiento del hongo
alcanza su maxima formacion de biomasa a los 6 dias, la produccion de BEA mas alta se
tuvo a los 7 dias de cultivo y se mantuvo hasta los 11 dias, sin disminucion de su
concentracion hasta el final del cultivo, el consumo total de glucosa fue a los 6 dias del
cultivo. Es el primer estudio donde la concentraciéon de BEA se mantiene durante 5 dias, sin
que exista una disminucién significativa como ocurre en la mayoria de los metabolitos
Secundarios®. Otra de las principales contribuciones, es que nuestro sistema disminuye
tiempos de produccion, ya que alcanza el méximo de produccion a los 7 dias de cultivo, lo
cual supera cualquier otro sistema descrito para la produccion de BEA (hasta 30 dias) para
llegar al maximo de produccion®.
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Figura 3. Cinética de produccion de BEA con el medio 3X en el cultivo s6lido. BEA (4), Biomasa (M),
glucosa (A).

Conclusiones.
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Por primera vez se tiene la identificacion por espectroscopia de masas y la produccion de
BEA con F. oxysporum AB2 a partir de un sistema de cultivo so6lido, teniendo su méxima
produccion da los 7 dias de cultivo; y se sostiene sin disminucion significativa hasta el dia
11, con una alta productividad de la BEA al incrementar la concentracion del medio cultivo
similar a otros autores, pero en un tiempo mas reducido y cuya molécula fue identificada
por espectroscopia de masas

BIOLOGICOS
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ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA DE JEFEA GNAPHALOIDES
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INTRODUCCION: Ante lesiones traumaticas, infecciosas, post-isquémicas, toxicas o
autoinmunes se induce una respuesta inflamatoria que puede ser aguda o cronica; la
inflamacién crénica puede contribuir a aparicion de condiciones patologicas graves como
autoinmunidad, diabetes y cancer. Otras enfermedades asociadas a procesos inflamatorios
son, colitis ulcerativa, enfermedades neurodegenerativas, espondilitis anquilosante,
obesidad, EPOC, entre otras (Weiss, 2008; Nathan, 2002). La resoluciéon de la inflamacién
esta regulada por diferentes mediadores o cascadas de sefializacion celulares que actiian en
los sitios de infeccion o lesidon para restaurar la funcion de los tejidos, las principales
células implicadas son los macrofagos que participan en la respuesta innata y adaptativa asi
como en las vias moleculares y celulares asociadas a inflamacion mediante la produccion
de diversos pro-mediadores inflamatorios, asi como su participacién en la reparacion y
proteccion celular (Chen et al.,, 2020). Ante esta problematica de salud se emplean
medicamentos antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos, que pueden causar efectos
secundarios graves cuando se usan como tratamientos a largo plazo. Una alternativa son los
productos naturales de donde se pueden obtener nuevos compuestos con actividad antiinflamatoria
como la Jefea gnaphalioides que es una especie vegetal utilizada para tratar problemas
inflamatorios, en nuestro pais. Este estudio determind la actividad antiinflamatoria y la composicion
del extracto metandlico de Jefea gnaphalioides.

OBJETIVO (S): Determinar la actividad antiinflamatoria y la composicion del extracto
metanolico de Jefea gnaphalioides.

MATERIALES Y METODOS: El extracto se obtuvo calentando la planta en metanol a
punto de ebullicion durante 4 h, y luego se evaporo6 el solvente al vacio. La derivatizacion
del extracto se realizd con Bis-(trimetilsilil) trifluoroacetamida, y la composicion se
determin6 por GC-MS. Los fenoles totales y los flavonoides se determinaron mediante la
reaccion de Folin-Ciocalteu AICI3 respectivamente. La actividad antioxidante de J.
gnaphalioides se determin6 por el método DPPH. Por otro lado, los efectos antiinflamatorios
agudos y cronicos se evaluaron en edema de oreja de ratéon inducido con 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). La toxicidad oral aguda también se probd en ratones
a dosis de J. gnaphalioides de 5000, 2500 y 1250 mg/kg. Se determinaron los niveles de NO,
TNF-a, IL-1B e IL-6 en macrofagos J774A.1 estimulados por Lipopolisacarido (LPS). La
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produccion de interleucinas inflamatorias se midié mediante kits comerciales y el 6xido
nitrico se midié mediante la reaccion de Griess.

BIOLOGICOS

RESULTADOS: La actividad antiinflamatoria de MEJG en el edema agudo de oido
inducido por TPA fue del 80,7 + 2,8 %. Este resultado fue un valor similar al obtenido con
indometacina (IND) a la misma dosis (74,3 + 2,8%). En la inflamacién crénica inducida
por TPA a dosis de 200 mg/kg, la inhibicion fue del 45,7%, similar a la obtenida con IND
(47,4%). MEJG. La MEJF no tiene efectos tdxicos incluso a una dosis de 5000 mg/kg.
MEJG a 25, 50, 100 y 200 pg/mL disminuy6 la produccién de NO, TNF-q, IL- 18 e IL-6 en
macrofagos estimulados con LPS. Los principales compuestos en MEJG fueron a-D-
glucopiranosa (6,71 %), éacido palmitico (5,59 %), D-(+)-trehalosa (11,91 %), Acido
Quininico (4,29%) y Aucubina (1,17%). El contenido fenolico total fue de 57,01 mg
GAE/g y el contenido total de flavonoides fue de 35,26 mg QE/g MEJG tenia actividad
antioxidante.

CONCLUSIONES: El extracto metandlico de Jefea gnaphalioides presenta actividad anti-
inflamatoria.
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INTRODUCCION: La homeostasis intestinal denota un estado de equilibrio de cambios
constantes del microambiente dependiente de la barrera intestinal; esta ultima tiene como
funcion permitir el paso de moléculas inocuas y bloquear la entrada de agentes nocivos. La
funcion de barrera intestinal implica la barrera bioquimica como es el caso del mucus
formado por mucopolisacaridos y la barrera inmunitaria representada por la
inmunoglobulina A (IgA) (Schoultz I 2020). La region proximal el mucus consta de una
monocapa laxa mientras que en el colon existen dos capas: una laxa y debajo de ésta, otra
capa fuertemente adherida a la superficie del epitelio. En cuanto a la IgA, su concentracion
aumenta de la region proximal hacia el colon (Agace WW 2017). La integridad funcional
y/o estructural de los componentes de la barrera pueden ser alteradas por diversos eventos
como el estrés (Caso JR 2008). El estrés se refiere a la captacion sensorial y cognitiva de
un estimulo ambiental (estresor), percibidas como una sefial de alarma por el sistema
nervioso central (percepcion) que, a su vez, desencadena una reaccion fisiologica de lucha
y huida (respuesta) en el organismo (Dhabhar FS 2014). El estrés modula los componentes
de la barrera a través de vias neuroendocrinas del eje cerebro intestino (Camilleri M 2012;
Caso JR 2008). El eje cerebro-intestino conlleva la participacion del eje hipotalamo
pituitaria adrenal (HPA) y el sistema nervioso autébnomo. Este ultimo incluye al sistema
nervioso simpatico, parasimpatico y al sistema nervio entérico (de Jonge WJ 2013). El
estrés puede favorecer inflamacion evidenciada por el aumento de lactoferrina fecal
(Machorro-Rojas 2019) y promover la trasudaciéon de proteinas sanguineas como la
albiumina hacia el lumen intestinal. Asi mismo el estrés aumenta los niveles de hormonas
como las catecolaminas que promueven el gasto energético y la reduccion subsecuente del
peso corporal. El estrés tiene efectos divergentes en el tracto intestinal debido a su
regionalizacién neuroendocrina, sin embargo, su impacto sobre la homeostasis en la region
proximal del intestino delgado y el colon ain son poco conocidos. Por lo anterior, la
evaluacion de parametros de homeostasis en ratones podria ser un referente experimental
para el desarrollo de formulaciones farmacoldgicas disefiadas para el control de
disfunciones agravadas por el estrés como el sindrome de intestino irritable.
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OBJETIVO GENERAL: Evaluar el efecto del estrés sobre algunos marcadores de
homeostasis intestinal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

En ratones sometidos a estrés evaluar peso corporal, lactoferrina fecal y en la region
proximal y en colon los mucopolisacaridos, IgA y albumina.

MATERIALES Y METODOS:

Se trabajo con el modelo experimental de estrés por inmovilizacidn en tablero previamente
reportado (Machorro-Rojas 2019) aplicado 2 h durante 4 dias continuos (Protocolo 176
DCBS.CICUAL.007.2020, febrero 26, 2020). Un lote de 12 ratones macho BALB/c de 8
semanas fue dividido en un grupo control (n=6) sin estrés y en un grupo sometido a estrés
(n=6). Tras concluir el protocolo, se midio6 el peso corporal de los ratones y se recolectaron
las heces antes de ser sacrificados con isoflurano. Se disecdé una muestra de 5 cm del
intestino delgado unida al piloro correspondiente a la region proximal (Px) y el colon sin
incluir el ciego. En cada segmento se hicieron lavados con 2 ml de amortiguador salino
fosfato pH 7.2 (PBS) adicionado con inhibidor de proteasas a fin de obtener muestras de
liquido intestinal. Tras lavar, se diseco un segmento de 1 cm de cada region para cuantificar
los mucopolisacaridos solubles mediante el método colorimétrico de azul alcian. La
concentracion de lactoferrina fecal se cuantifico mediante el ensayo indirecto ELISA en
tanto que la concentracion de IgA y albumina en los liquidos intestinales se cuantificaron
mediante el ELISA tipo sdndwich. Para los ensayos de ELISA fue necesario normalizar la
concentracion de proteina total cuantificada con el ensayo de Bradford a fin de expresar los
datos en ug/100 mg de proteina total (PT). Los ensayos se realizaron, al menos, por
duplicado con un total de datos de al menos n=12 por grupo. La comparacion de los
resultados del grupo control vs el grupo estresado se analiz6 con la prueba paramétrica ¢ de
Student o con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney y las diferencias fueron
consideradas significativas a valor de p<0.05.

RESULTADOS:

En comparacion con el grupo control (Tabla 1), en el grupo estresado el peso corporal
(p<0.0001) y la concentracién de los mucopolisacaridos (p<0.05) fueron significativamente
menores, en tanto que la concentracion de lactoferrina fecal (p<0.0001) e IgA (p<0.01)
fueron significativamente madas altos mientras que la concentracion de albumina fue
aparentemente mas alta (p>0.05). Estos resultados sugieren que el estrés por inmovilizacién
en el tablero causa inflamacion y alteraciones en la barrera intestinal de las regiones
evaluadas.
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Tabla 1. Resumen de resultados de los valores de P de las comparaciones del grupo
estresado vs el grupo control.

Parametro Grupo estresado vs grupo control
Peso corporal (g) 1 p<0.0001
Lf fecal (ug/ 100 mg PT) T p<0.0001
Mucopolisacaridos (ug/100 mg PT) | p<0.05 Px y colon
IgA (ng/ 100 mg PT) 1 p<0.01 Px y colon
Albumina (pg/ 100 mg PT) 1 p>0.05 Px y colon

Region proximal (Px), proteina total (PT), Lactoferrina (Lf), 1 aumento, | reduccion

CONCLUSIONES:

Los datos indican que el modelo de estrés por inmovilizacion modula los pardmetros que
colaboran en el mantenimiento de la funcidon de barrera intestinal.

Este estudio sirve como antecedente para comenzar a evaluar moléculas, y sus vias de
sefalizacion, cuya funcion sea revertir los efectos dafiinos causados por el estrés en la
region proximal del intestino delgado y el colon. En un futuro estas moléculas puedan ser
blanco de formulaciones farmacéuticas disefiadas para el control de trastornos que sean
exacerbados por el estrés, como lo es el sindrome de colon irritable.
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INTRODUCCION:

En la historia del hombre, los microorganismos han sido parte importante en su vida,
aunque sin saberlo, las antiguas civilizaciones usaban las propiedades de algunos de ellos
para la produccion de vinos y cerveza, para la elaboracion de pan y para la conservacion de
alimentos, entre otros. Actualmente, consideramos a los microorganismos un recurso
dindmico fundamental para la vida de todas las especies animales, vegetales, de insectos,
peces y en especial la humana. La sostenibilidad y la sustentabilidad de esas especies
incluyendo el medio ambiente, no es posible sin la participacion de las bacterias y ahora,
con los procesos de edicion de genes y de biologia sintética, para la produccion de
farmoquimicos novedosos, alimentos y energéticos. En general, se puede decir que la
economia de un pais se puede beneficiar con el estudio de las bacterias y su aplicacion en
procesos bioldgicos e industriales. Sin embargo, es necesario seguir estudiando a los
microorganismos ya que no podemos conservar lo que no conocemos, lo que no sabemos
en qué cantidad existe y de lo que no sabemos que existe.

Las bacterias se encuentran en todos los ambientes de la naturaleza, ambientes extremos de
temperaturas, de humedad, de acides o alcalinidad y de presiones atmosféricas. En esas
condiciones, todos los microorganismos participan en procesos metabolicos que les
permiten usar una diversidad de compuestos de la naturaleza como sustratos y producir un
gran numero de moléculas como producto del metabolismo primario o secundario que
pueden ser excretados al medio ambiente donde pueden ser usados por otra diversidad de
especies 0 por otros microorganismos o aprovechar que son secretados y ser utilizados
como producto o intermediario en procesos industriales.

Nuestro grupo actualmente se dedica al estudio de la microbiota y de las bacterias que en
ellas se encuentran. Microbiota intestinal de origen humano, de vacas y de monos
aulladores (Alouatta pigra). También, de suelos agricolas y de huertos agroecoldgicos. En
todos los casos, es importante conocer su riqueza y diversidad de las consideradas sanas y
compararlas con los patrones disbidticos de microbiotas consideradas no sanas y analizar la
diversidad de bacterias cultivables y no cultivables para promover la conservacion de la
diversidad de bacterias. Consideramos que una microbiota saludable de individuos sanos es
diversa, en suelos con marcadores como de la presencia de especies que intervienen en la
fijacion de nitrogeno, permite comparar microbiomas sanos y disbidticos. Sin embargo, no
todas las microbiotas son conocidas en una riqueza, diversidad y presencia de especies
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especializadas para la salud de cada nicho ecoldgico. También, para conocer el efecto de las
microbiotas en la salud de las distintas especies o ambientes, se debe considerar la
busqueda de productos derivados o intermediarios del metabolismo, que pueden
considerarse de interés para la medicina, la agricultura y la industria quimico-farmacéutica,
entre otras; por lo que cobra importancia el estudio de la metabolomica, la protedmica y la
genomica de los microbiomas. También, estas consideraciones han sido un factor
importante para desarrollar nuevas tecnologias enfocadas en el aislamiento, cultivo y
estudio de bacterias interesantes y de nuevas bacterias. Hoy en dia, el aislamiento de
bacterias ha sido un reto para la comunidad cientifica; el conteo en placa es uno de los
métodos mas aplicados para explorar una diminuta parte de la diversidad existente (menos
del 1% de la riqueza y diversidad bacteriana). Sin embargo, en los ultimos afios, tratando de
profundizar en el conocimiento de la gran diversidad de bacterias en diferentes ambientes,
se han explorado nuevas formas de aislamiento bacteriano que a su vez han ido
evolucionado para permitir el aislamiento de bacterias denominadas no cultivables. Se esta
experimentando nuevos enfoques para el aislamiento y cultivo de bacterias, como son la
incubacion in situ que aprovecha los nutrientes y productos metabolicos presentes en ese
medioambiente particular mediante el uso del iChip, un dispositivo disefiado la difusion de
los nutrientes y metabolitos del entorno para su crecimiento. También, este nuevo método
permite el aislamiento de microorganismos novedosos, incrementando el conocimiento de
la diversidad bacteriana, su papel dentro de los ecosistemas, asi como explorar la
produccion de MS potencialmente ttiles en diferentes industrias como la farmacéutica,
alimentaria y agricola.

BIOLOGICOS

Con estos antecedentes, nuestra presentacion pretende mostrar el desarrollo de los objetivos
de trabajo para los proximos afios donde se contemple el diagndstico funcional y gendémico
de las bacterias cultivables y no cultivables, sus caracteristicas probioticas y su posible uso
en la salud humana, animal, vegetal, de suelos y especies vegetales en productos
farmacéuticos y en procesos industriales.
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COMPARACION ESTADISTICA DEL CRITERIO DE SIMILARIDAD (F2)

EN TABLETAS DE DICLOFENACO SODICO
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Palabras clave: disolucion, diclofenaco sodico, factor de similitud.

INTRODUCCION: La comparacion de los perfiles de disolucién de los diferentes medicamentos
tanto de liberacién rapida o prolongada se han llevado a cabo utilizando el factor de similitud 2.

A pesar de su uso por diversas agencias internacionales como la Food and Drug Administration
(FDA) y la European Medicine Agency (EMA) se ha reportado que el factor f2 es una estimacién
sesgada que no toma en cuenta las diferencias en disolucion entre lotes tanto del medicamento de
referencia como de prueba, ademas de ser insensible a las formas de los perfiles de disolucién. De
igual forma no se ha armonizado hasta que tiempo de muestreo en relacién al porcentaje de farmaco
disuelto debe tomarse en cuenta para realizar el calculo de 2. (1)

De igual forma diversos estudios han reportado la sensibilidad del factor f2 al cambiar el pH del medio
de disolucién y el tipo de aparato empleado. 2 y 3.

OBJETIVO: Evaluar el valor de f2 para tabletas de diclofenaco sodico de liberacion prolongada,
en diferentes condiciones de pH y velocidades de agitacion.

MATERIALES Y METODOS: Disolutor Labindia tester 8000 (basic). Se realizaron diferentes
pruebas de disolucién con el aparato 2, utilizando las tabletas de referencia y 3 marcas de
medicamento genérico. Se utilizé medio de disolucién acida con HCI a 30 rpm durante 1h, y
condiciones alcalinas con buffer pH 6.5, 7,5 y 8.5 a diferentes rpm, 80, 100 y 120. Se tomaron
muestras en los siguientes tiempos 2,3,4, 5, 17y 18 h.

RESULTADOS: No se observaron diferencias en los perfiles de disolucion para las diferentes
velocidades de agitacion 80,100 y 120 rpm de acuerdo con el andlisis de medidas repetidas. Los
perfiles son validos para el calculo de f2, de acuerdo a lo establecido en la NOM-177.

Con respecto a las disoluciones realizadas a diferentes pH se observan diferencias significativas
para el pH de 8.5.

Se determind las cinéticas de disolucién siendo el modelo preponderante el de Weibull.

De acuerdo con el analisis de varianza factorial de las constantes de disolucién indica que el pH es
el unico factor significativo.

El perfil de disolucién de los genéricos se incrementa con el pH, como se puede observar en el
siguiente grafico.
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CONCLUSIONES: Se determina que el pH es un factor que modifica el perfil de disolucion y por
lo tanto, el valor de 2.

La velocidad de agitacién no provoca un efecto importante aun en la constante de disolucion de
Weibull

Las medidas repetidas es una buena alternativa para el calculo de f2 con un 80 % de coincidencia.
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El desarrollo de excipientes polifuncionales, entre ellos los biopolimeros y los de caracter
lipidico, asi como la aplicacion de las nanociencias y de las nanotecnologias, junto con el
desarrollo de diversas técnicas instrumentales cada vez mas sensibles y precisas para la
caracterizacion de las propiedades y el comportamiento fisico, fisicoquimico y biologico de
los materiales, ha modificado la perspectiva del desarrollo farmacéutico y de la medicina
para prevenir, tratar y diagnosticar diversas enfermedades o patologias. Es en este contexto
en el que la nanotecnologia farmacéutica y la sintesis hidrotermal pueden aportar nano y
micro estructuras como una alternativa destinada a aumentar eficacia y seguridad de los
medicamentos por reduccion de dosis y direccionamiento del fAirmaco al sitio de accion;
pudiendo contribuir, con los modelos desarrollados por nuestro grupo de investigacion, a
contrarrestar el incremento de la resistencia a los antimicrobianos; serio problema mundial
para la salud.

En esta ponencia se presentan los resultados de varios anos de investigacion en trabajo
colaborativo multiprofesional e interinstitucional sobre nano y micro estructuras con
capacidad para el transporte de diversos farmacos, mostrandose el ejemplo de aquellas que
contienen agentes antimicrobianos de aplicacion cutanea; concretamente, se describiran los
procesos de obtencion y caracterizacion fisicoquimica de sistemas nanoestructurados liquido
cristalinos denominados hexosomas, asi como de microestructuras metal-organicas

biocompatibles con alta porosidad conocidas como Bio-MOF. Ambos sistemas han sido
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cargados respectivamente, con un antimicotico y un agente antibacteriano con el proposito
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de obtener un efecto local. Ademas de mostrar los resultados en propiedades fisicas y
fisicoquimicas, se presentan los resultados sobre el efecto antimicrobiano in vitro con cepas

especificas y su potencial actividad a nivel cutdneo con un modelo de piel de oreja de cerdo.

Referencias:

1. Quirino-Barreda, C.T., Noguez-Méndez, N.A., Rivera-Becerril, E., Gazga-Urioste, C.,
Pérez-Hernandez, G., Maldonado-Campos, J.F.J., Palma-Ramos, A., Castrilléon-Rivera,
L.E., Juarez-Sandoval, J.J., Santiago-T¢llez, A., Faustino-Vega, A., Gutiérrez-Zamora,
A.C., Macin-Cabrera, S.A., Rubio-Martinez, A., Ramirez-Palma, J.A. y Campos-Teran,
J. Composicidn topica con base en cristales liquidos liotropicos. IMPI. No. Expediente:
MX/a/2015/009845; Folio: MX/E/2015/054803. De fecha 30 de julio, 2015. MEXICO.
TITULO: 372244, Fecha de concesion: 6 de marzo, 2020. URL:
https://vidoc.impi.gob.mx/visor?d=MX/2020/26581

2. Gazga-Urioste, C; Rivera-Becerril, E; Perez-Hernandez, G; Faustino-Vega, A; Noguez
M. N. & Quirino-Barreda, C. (2018). Physicochemical characterization and thermal
behavior of hexosomes containing ketoconazole as potential topical antifungal delivery
system. Drug Development and Industrial Pharmacy, 45 (1):168-176. ISSN 2046-2069.
DOI:10.1080/03639045.2018.1526188 https://doi.org/10.1080/03639045.2018.1526188

3. Aguila—Rosas, J; Quirino-Barreda, T; Leyva-Gomez, G; Gonzalez-Zamora, E; Ibarra
[.A; Lima, E. (2020). Sulfadiazine hosted in MIL-53(Al) as a biocide topical delivery
system. RSC Advances, 10:25645-25651. ISSN 2046-2069. DOI: 10.1039/d0ra03636f.
https://pubs.rsc.org/en/content/articlepdf/2020/ra/d0ra03636f

4. Pindn-Zarate G; Jarquin-Yafiez K; Garcia-Gutiérrez P; Faustino-Vega A; Castell-
Rodriguez AE; Macin-Cabrera, SA; Quirino-Barreda CT, y Miranda-Calderén JE.
(2018). Caracterizacion in vitro de microparticulas de quitosano cargadas de vancomicina
optimizadas mediante disefio de experimentos factorial. Revista Mexicana de Ciencias
Farmacéuticas, 48 (4):  43-51. ISSN  1870-0195.  Disponible  en:
http://www.redalyc.org/pdf/579/57956617005.pdf.

76


https://vidoc.impi.gob.mx/visor?d=MX/2020/26581
https://doi.org/10.1080/03639045.2018.1526188
https://pubs.rsc.org/en/content/articlepdf/2020/ra/d0ra03636f
http://www.redalyc.org/pdf/579/57956617005.pdf

SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIégiCOS

BIOLOGICOS

EVALUACION DEL DESEMPENO DE MATERIALES PARA COMPRESION

DIRECTA: CLORHIDRATO DE METFORMINA, UN CASO PRACTICO

Oswaldo Castafieda Herndndez', Isidoro Caraballo Rodriguez®, Maria Josefa Bernad Bernad®, Luz Maria
Melgoza Contreras**.
*Correo electronico: Imelgoza@correo.xoc.uam.mx

TUniversidad Auténoma Metropolitana, Doctorado en Ciencias Bioldgicas y de la Salud, Coyoacan, Ciudad de
Meéxico, México.

2 Universidad de Sevilla, Facultad de Farmacia, Sevilla, Espaiia.

3Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Quimica, Coyoacdn, Ciudad de México, México.
“Universidad Auténoma Metropolitana, Departamento de Sistemas Bioldgicos, Ciudad de México, México.
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RESUMEN

La calidad por disefio aplicada al desarrollo de un farmaco exige metodologias cientificas
que representen una fuente de generacion de conocimiento que permita una comprension del
proceso de produccion y de los materiales utilizados. El sistema SeDeM es una herramienta
de pre-formulacion que toma en cuenta los atributos criticos de los materiales (principio
activo, excipientes y formulas) para evaluar su adecuabilidad -o sus deficiencias a corregir-
para ser usado en compresion directa y toma en cuenta la determinacion de doce parametros
(once farmacopéicos y uno empirico) que permiten calcular los indices paramétrico, de perfil
paramétrico y de la Buena Compresibilidad, permitiendo a su vez la obtencion de un
diagrama de poligono que representa un “patron o huella dactilar” caracteristico para cada
material.' Si bien, usar el sistema SeDeM para caracterizar un material ayuda a seleccionar
los materiales para hacer el desarrollo racional de un producto, el resultado no asegura que
un material o mezcla evaluada tendra éxito en términos de compresion, por lo tanto, es
necesaria una mayor investigacion sobre las propiedades de los materiales mediante la
evaluacion de sus propiedades mecanicas.

El objetivo del presente estudio fue evaluar y comparar dos grados técnicos de clorhidrato de
metformina (cristalino y compresion directa) y evaluar su desempenio de acuerdo con el
sistema SeDeM y los modelos de Heckel y Ryshkewitch-Duckworth para tener un mayor
entendimiento del comportamiento de los materiales en un proceso de compresion directa.
Con la evaluacion se identifico que a pesar de tratarse de dos grados técnicos diferentes de

un material, el desempefio es diferente; mientras que los valores e indices del sistema SeDeM
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obtenidos tienen valores cercanos, los diagramas son muy diferentes (Figura 1). El modelo

BIOLOGICOS

de Heckel muestra un comportamiento de densificacion muy similar (Figura 2) y las
principales diferencias en los materiales se observaron en la compresibilidad con el modelo
de Ryshkewitch-Duckworth, en el que se obtuvo una resistencia mecéanica 46 veces mayor
en el material de compresion directa en comparacion con el cristalino. El analisis de control
estadistico reveld que s6lo material de compresion directa podria utilizarse para elaborar
tabletas cuya variacion de peso siempre se mantuvo dentro de los limites de especificacion y

control.

(a) MET HCI-C (b) MET HCI-DC
Db

10,

AR

Figura 1. Diagramas SeDeM del Clorhidrato de metformina
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Figura 2. Graficos de Heckel
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Figura 3. Graficos de Ryshkewitch-Duckworth
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INTRODUCCION:

El Paracetamol es un farmaco analgésico y antipirético ampliamente utilizado por la
poblacion mexicana para el control de dolor leve o moderado. Se sabe que el efecto
farmacolégico depende de las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo y una de las
mas importantes es la solubilidad; en la FEUM (Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos) especifica que el Paracetamol es facilmente soluble en alcohol y metanol; soluble
en acetona, agua caliente y en solucion de hidroxido de sodio 1 N; casi insoluble en
cloroformo y éter dietilico®.

Para orar una mejor biodisponibilidad se tiene el interés en mejorar la solubilidad en agua a
temperatura ambiente y a temperatura de 37 grados Celsius. El objetivo en esté trabajo fue
hacer granulados mediante el método de granulacion himeda.

Las caracteristicas del soluto que condicionan la solubilidad son el tamafio y la forma de la
particula, el estado amorfo o cristalino, el polimorfismo, la densidad, la temperatura de fusion
(punto de fusion) y el grado de porosidad entre otras propiedades de la fase solida. Asi
también, la solubilidad se encuentra condicionada por el disolvente y su capacidad de
humectacion, en particular es relevante la tension superficial del agua actuando sobre el
soluto’.

La solubilidad de los farmacos es uno de los factores considerados en los estudios de pre-
formulacion de formas farmacéuticas, ya que dependiendo del valor de solubilidad en agua
se determinara si es factible formular productos farmacéuticos como comprimidos, capsulas,
suspensiones u otro tipo de forma farmacéutica’.

Todos los principios activos farmacéuticos (API’s), independientemente de la via por la cual

se administren, deben ser al menos ligeramente solubles en agua para que puedan tener
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eficacia terapéutica, partiendo del principio de que el farmaco debe ser soluble en los liquidos
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presentes en el lugar donde ocurre la absorcion’.

Existen en la actualidad numerosas estrategias dirigidas a modificar la solubilidad de los
principios activos utilizados en la fabricacion de medicamentos, que no exigen cambios en
la estructura quimica pero que pueden modificar su biodisponibilidad.*

Existen diferentes articulos donde se busca mejorar la solubilidad del Paracetamol, Salima
Varona y colaboradores utilizan diferentes mezclas de excipientes como PVP y CO2
utilizando equipos de alta presion con el objetivo de incrementar la solubilidad.'?

Tomando en cuenta que la solubilidad del Paracetamol es un de las propiedades mas
importantes realizan experimentos mezclando diferentes concentraciones de solventes como
etanol, acetona, y tolueno'?

Otra de las ventajas que se puede obtener de la granulacion de los API es la modificacion del
sabor. El sabor siempre ha sido una caracteristica critica para el desarrollo de formas
farmacéuticas liquidas. Sin embargo, actualmente, debido a la expansion de formas
farmacéuticas solidas de disgregacion previa a la administracion o en la boca, el sabor se ha
convertido en un parametro critico también en las formas sélidas. No so6lo se trata de
enmascarar un sabor desagradable, sino que ademads se debe de aportar a la formulacién un
sabor agradable que aumente la aceptacion del paciente®.

En esta investigacion se desarrollo el proceso de funcionalizacidon del principio activo, que
representa la modificacion de la estructura fisica de las particulas del Paracetamol mediante
la introduccidon de materias primas que sean compatibles con ¢l y sean capaces de mejorar
las propiedades fisicoquimicas de interés. Se propone que al disminir el tamafo de particula
y al dispersar el Paracetamol en otro excipiente para favorecer la solubilidad, asi también la
estrategia de la granulacion por via himeda ayudard a mejorar el sabor del paracetamol
contenido en una forma farmacéutica. La granulacion se realiza mezclando Paracetamol con
HPMC (Hidroxipropilmetilcelulosa) y Maltodextrina.

OBJETIVO: Desarrollar un coprocesado de Paracetamol con HPMC con maltodextrina para
mejorar la solubilidad de este.

MATERIALES Y METODOS:

Paracetamol (acetaminofén) Lote Y152381, Maltodextrina de Makymat Lote AR1187,
HPMC (Hidroxipropilmetil celulosa) Lote 6075665, azucar. Reactivos: Acido clorhidrico,
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Lote 9535-02, Yodo Lote M-32476, Hidroxido de sodio Lote 40254, Acido nitrico Lote

9621-02, Nitrato de plata, Metanol Lote 9070-03, Equipos: Tamices de 1.41 mm y 0.297
mm, balanza analitica SHIMADZU, balanza granataria, estufa de laboratorios BG, pH-metro
(potencidmetro) 320 Corning, flujometro, termobalanza OHAUS, mezclador, densitometro,
UV-vis Perkin Elmer.

RESULTADOS:

Se proponen 7 diferentes granulados, con la composicion obtenida a partir de los resultados
de un trabajo anterior enfocado en la elaboracion de granulados (Tabla 1). Esta tabla nos
muestras las cantidades determinadas de las materias primas para obtener 50 g de cada
granulado aproximadamente, la elaboracion de los diferentes lotes de granulados fue en orden
aleatorio.

Tabla 1. Contenido de excipientes y para la elaboracion de los granulados

Granulado | Paracetamol HPMC Maltodextrina
% g % g % g

A 50 25 2.5 1.25 475 2375

B 50 25 2.0 1 48 24

C 50 25 1.5 0.75 48.5 2425

D 50 25 1 0.5 49 24.5

E 50 25 0.5 025 495 2475

F 50 25 3.0 1.5 47 23.5

G 50 25 3.5 1.75  46.5 23.25

Las pruebas fisicoquimicas evaluadas a las materias primas y a los granulados fabricados
fueron densidad aparente y compactada, ensayos de identidad, velocidad de flujo y angulo
de reposo.

Proceso de granulacion (por cada granulado se hizo un duplicado de la misma formulacion)

1. Se pesan las materias primas (Paracetamol, HPMC y Maltodextrina) en la balanza
analitica

2. Ya pesadas las materias primas se van colocando en el mezclador, se cierra
adecuadamente el mezclador, se ponen a mezclar las materias primas durante 5 mins a

30 rpm

BIOLOGICOS
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3. Terminado el tiempo de mezclado, el polvo se coloca en una charola sin esparcir por esta,

BIOLOGICOS

se mantiene en forma de montaia.

4. Se empieza a humectar el polvo con la ayuda de un atomizador que contiene agua
destilada, esta manera de agregar nos ayuda a que sea mas homogénea la distribucion del
agua

5. Para saber si la humectacion del polvo es adecuada se toma un poco y cerrando la mano
ejercemos una presion, al abrir la mano tenemos que observar si el polvo humectado se
rompe o se mantiene una especie de masa moldeada, de no ser asi seguir humectando.

6. Si se mantiene es que ya cuenta con una buena humectacion, se registra la cantidad de
agua utilizada y se pasa por un tamiz con una malla de 1.41 mm, lo que nos dard un
tamafio de particula determinado

7. Cuando se obtiene el granulado, se esparce un poco por la charola y se coloca la charola
en la estufa, en la cual se mantendra una temperatura de 60 °C

8. Cuando se tenga la temperatura de 60 °C se deja por 2 horas el granulado en la estufa

9. Pasado el tiempo se toma el porcentaje de humedad en la Termobalanza. El porcentaje
de humedad a obtener es de 1 a 1.5 %. Si no se tiene la humedad esperada se ingresa
nuevamente el granulado a la estufa, todo esto dependera de la humedad obtenida.

10. Pasar por un tamiz con una de malla de 0.297 mm, al término de este paso, el polvo se

guardara en una bolsa previamente etiquetada.

CONCLUSIONES:

Los resultados obtenidos demuestran que el método de granulacion por via humeda, es un
método efectivo para obtener un semi terminado de Paracetamol con los excipientes HPMC
y maltodextrina que mejora una de las propiedades fisicoquimicas mas importante, para la
formulacion de medicamentos como es la disolucion del Paracetamol en agua.

Una mejora en la solubilidad del paracetamol es importante a nivel industrial ya que permitira
un menor contenido de paracetamol en la formulacién, con un costo menor del producto
como consecuencia.

Se consigui6 lograr enmascarar el sabor amargo del principio activo presente en
medicamento, en este proyecto se evalio el sabor en un jarabe simple demostrando que se
mejora el gusto para la gente, estos resultados pueden mejorar al utilizar una formulacion

mas estructurada.
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Se requiere realizar mas experimentos y nuevas formas farmacéuticas que confirmen o

BIOLOGICOS

mejoren los resultados obtenidos para el paracetamol.
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RESUMEN

Introduccion: La diabetes mellitus es un desorden metabdlico con alta incidencia a nivel
mundial, sin embargo, el tratamiento con tabletas de liberacién convencional conlleva la
presencia de efectos adversos, asi como dosis altas y repetidas. Las formas farmacéuticas de
liberacion modificada mejoran el desempefio de los farmacos y el apego a la terapia por parte

de los pacientes, por eso son una alternativa util en el tratamiento de la diabetes.

Objetivo: Fabricar y evaluar matrices hidrofilicas de clorhidrato de metformina empleando
proporciones bajas de HPMC con alta viscosidad, para la obtencion de comprimidos, que
cumplan con los criterios de liberacion prolongada de la Farmacopea de los Estados Unidos

de América (USP).

Métodos: Se fabricaron comprimidos mediante granulacion via himeda y se caracterizaron
mediante diversas pruebas farmacopeicas incluyendo estudios de liberacion in vitro, con lo
que se estudio el mecanismo de liberacion mediante el ajuste a modelos matematicos de

Higuchi, Korsmeyer-Peppas y Hixson-Crowell.

Resultados: La formulacion F2 cumplié con las pruebas de calidad farmacopeicas y cumplié

con los criterios de aceptacion para liberacion prolongada USP, mediante difusion tipo Fick.

Conclusiones: Se obtuvieron matrices hidrofilicas para liberacion modificada de
Metformina, empleando proporciones bajas de HPMC como posible plataforma para nuevas

formulaciones en el tratamiento de la diabetes.
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RESUMEN

Introduccion: La administracion de medicamentos orales representa la alternativa mas
utilizada para el tratamiento de diferentes afecciones en el ser humano dada su aceptacion
por parte de los pacientes, sin embargo, mas del 50% de los compuestos farmacéuticos
activos presentan problemas de solubilidad en sistemas acuosos'. Farmacos como el
Praziquantel un agente antihelmintico con actividad contra un amplio espectro de trematodos
y cestodos que se usa predominantemente en la terapia de la esquistosomiasis y la
cisticercosis, presenta problemas ya que después de la administracion oral se obtiene una
solubilidad acuosa muy baja, resultando en una biodisponibilidad oral deficiente. Los
sistemas de administracion de farmacos autoemulsionantes (SEDDS) son mezclas isotrdpicas
de farmaco, lipidos, surfactantes y cosurfactantes. Estos sistemas se dispersan
espontaneamente en fluidos gastrointestinales bajo agitacion suave, formando estructuras
micro y nanométricas que conforman el medicamento®. Los SEDDS poseen un gran potencial
para mejorar la biodisponibilidad oral de medicamentos poco solubles en agua®. En
comparacidén con otros sistemas nanotransportadores como nanoparticulas, liposomas,
dispersiones solidas y niosomas, el proceso de fabricacion y ampliacion de SEDDS es mas
simple y rentable. La escasa solubilidad acuosa de la mayoria de los fArmacos actualmente
en el mercado y en etapa de desarrollo representan un reto para la formulacion e
incorporacion en formas farmacéuticas solidas orales. El praziquantel es un firmaco de
primera eleccion para el tratamiento de la neurocisticercosis, sin embargo, es de baja

solubilidad acuosa de acuerdo con el sistema de clasificacion biofarmacéutica, por lo que es
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necesario aplicar una estrategia de incremento de solubilidad para favorecer su disolucion y

absorcion.

Objetivo: El objetivo de este trabajo fue desarrollar y caracterizar una formulacién que
permita aumentar la solubilidad acuosa del Praziquantel (PZQ) mediante la incorporacion en
un SEDDS, favoreciendo su disolucion y absorcion con el fin de mejorar el desempeio de la

formulacion respecto al producto de referencia Cisticid® 600 mg.

Métodos: Para la formulacion del SEDDS primero se determiné la solubilidad al equilibrio
en diferentes vehiculos (aceites, surfactantes y co-surfactantes) para seleccionar los
componentes que permitan aumentar la solubilidad del principio activo. Con los excipientes
seleccionados se construyeron 4 diagramas de fase ternarios, mapeando una zona de trabajo
con proporciones de aceite de 5-45%, surfactante de 50-90% y co surfactante de 5-45%, para
identificar la zona de auto-emulsificacion. Los sistemas fueron caracterizados por medio de
tiempos de auto-emulsificacion, tamanos de particula, potencial zeta, perfiles de disolucion
y los estudios de permeacion. La microscopia electronica de barrido y de transmision se
realiz6 a las mezclas con los mejores resultados de caracterizacion, mostrando glébulos

esféricos con un tamafio promedio de 100 nm.

Resultados: Las formulaciones incrementaron la solubilidad del PZQ hasta 156 veces
comparadas con el agua, se obtuvieron tamafios de particula de 50 a 338 nm y potenciales
zeta de -1.4 a -32.2 mV, con tiempos de auto-emulsificacion inferiores a 60 segundos. La
microscopia electronica de barrido muestra que durante el proceso de dispersion de la fase
lipidica hay una disminucion del tamafio de particula respecto a la materia prima inicial y
con la microscopia electronica de transmision (TEM) muestran que el sistema desarrollado

tiene una morfologia globular.
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Conclusiones: Los resultados obtenidos respecto a las pruebas de disolucion in vitro y
permeabilidad ex vivo demuestran que los sistemas SEDDS desarrollados con PZQ presentan

una mejoria en el desempeno respecto al producto de referencia.
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NANOEMULSIONES DE ACIDO OLEICO/POLISORBATO 80 CON BAJA
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PORTADORES DE FARMACOS
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RESUMEN

Las nanoemulsiones (NE) son en la actualidad nanoportadores de farmacos necesarios.
Hemos seleccionado 1) acido oleico (OA) como aceite (O), i1) polisorbato 80 (PSso) como
tensioactivo (S), y iii) agua (W) en un prototipo NE. Nuestra mejor formulaciéon tenia una
relacion O:S [OA]/[PSso] = 0,0708/0,0382 = 1,85 [mol-L—1], lo que implica 1,85 partes de
OA cubiertas/estabilizadas por 1 parte de PSso, dando 71.86 nm y un indice de
polidispersidad de 0.42 (PDI) en NE, determinado por DLS y TEM. Estos nanosistemas
almacenados a temperatura ambiente/oscuridad se estabilizaron hasta 12 meses (medido por
DLS y TEM) manteniendo tamafios de particulas muy similares y, en ocasiones,
disminuyendo el PDI. La estabilidad del NE se determin6 por DSC, evidenciandose
reversibilidad al calentar de 25 a 100 °C, aumentando a 125 °C (sistemas sellados) produjo
perfiles de calentamiento mas atenuados en el segundo y tercer ciclo, en comparacion con el
primero, indicando parcial pero suficiente estabilidad. bilidad para los medios de
almacenamiento. Las pruebas de citotoxicidad de NE se realizaron en células epiteliales de
pulmoéon normales inmortalizadas (NL-20), como referencia. Los resultados muestran
concentraciones inhibidoras del 50 % (ICso, uM) de 1100, OA y 2.6, PSso. El ICso fue 20.5,
PSso (PSso@NE) y 37.9, OA (OA@NE), lo que indica claramente que los componentes
cambiaron sus toxicidades tras la nanoestructuracion, OA mostré un aumento de 30 veces
(ICs0(OA) 1100.0—37.9) mientras que PSso disminuyo 7,9 veces (IC50(PSso) 2.6—20.5).
PSso es el componente mas toxico, pero cuando se incluye en PSso@NE, se generaron

nanoportadores menos toxicos.

89



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIégiCOS

BIOLOGICOS

CARGA ECONOMICA DEL INSOMNIO COMORBIDO A DEPRESION Y

ANSIEDAD

Juan Manuel Martinez-Nuiiez!, Gustavo Ivan Torres-Granados', Francisco Lépez-Naranjo', Karina Sanchez
Herrera!, Rafael Santana-Miranda?, Andrés Barrera-Medina?, Ulises Jiménez-Correa®3, Leén Rosenthal*

! Department of Biological Systems, Universidad Auténoma Metropolitana, Campus Xochimilco, Calzada del
Hueso 1100, Col. Villa Quietud, 04960 Coyoacan, Mexico City, Mexico

2 Clinic of Sleep Disorders, Research Division, School of Medicine, Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), Mexico City, Mexico

3 Postgraduate Program in Behavioral Neuroscience, Psychology Faculty, Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico (UNAM), Mexico City, Mexico

4 Sleep Medicine Associates, Dallas, TX, USA

RESUMEN

Antecedentes: Se han logrado avances significativos que documentan los costos asociados
con el insomnio. Sin embargo, los relacionados con el insomnio asociado con los trastornos
del estado de animo siguen estando poco estudiados, incluso cuando se ha demostrado que
el insomnio es mds grave en presencia de condiciones comoérbidas como la depresion y la
ansiedad.

Objetivo: Determinar los costos directos e indirectos del insomnio asociado a los trastornos
de depresion y ansiedad (TDA) desde la perspectiva del paciente en un sistema sanitario
privado.

Métodos: Este fue un estudio observacional de insomnio crénico asociado con TDA en una
Clinica privada de Trastornos del Suefio en la Ciudad de México entre 2019 y 2020. Los
pacientes fueron seguidos por un afio. Los datos de utilizacion de los recursos sanitarios se
recogieron a través de la historia clinica del paciente. Los costos directos e indirectos
asociados con el tratamiento del insomnio se estimaron a través de microcosteo. La carga
econdmica estimada se proyectd a 5 afios ajustando por inflacién y por descuento de costos
futuros. Se realizo un analisis de sensibilidad determinista.

Resultados: El costo medio del primer afio de tratamiento del insomnio asociado a TDA fue
de US$3537,57 por paciente. La pérdida de productividad del trabajo represento la carga
econdmica mas alta (63,84%), seguida de los costos médicos directos (28,32%) y los costos
no médicos directos (7,85%). La carga econdmica anual estimada para los pacientes

atendidos en el sistema privado de salud en México fue de US$293 millones.
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Conclusion: Se encontré que los costos del insomnio asociado con TDA en una clinica
privada en México fueron altos. La carga de los costos que enfrentan estos pacientes es
sustancial en relacion con el ingreso medio de la poblacidon. Los costos econdmicos a nivel

individual y social son sustanciales.
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INTRODUCCION:

El presente proyecto “elaboracion de aglomerados a base de cascara de cacahuate con
cascarilla de coco para usos multiples”, tiene como objetivo presentar el proceso de
elaboraciéon de un aglomerado a base de residuos lignoceluldsicos de cacahuate y coco, la
uniodn de dichos residuos es mediante ligantes naturales. Se plantean 3 muestras distintas con
variacion en la porcion de cascara de coco y cascarilla de coco, utilizando como ligante al
poliestireno expandido disuelto en unas mezclas de acetona y acetato de etilo. Se realizaran
pruebas de resistencia mecanica, aplastamiento y absorcion de agua, comparando los
resultados obtenidos con materiales andlogos como el MDS y macopan. El material
elaborado recibe el nombre de CASCACOCOHUATE y se presenta como una alternativa de
material para usos multiples en la construccion, elaboraciéon de muebles, entre otros.

Durante afios, tanto en México como en el mundo entero la deforestacion legal y la tala
clandestina son realizadas por el ser humano para satisfacer necesidades. En México las
estimaciones de deforestacion obtenidas con distintos métodos y periodos han mostrado
fuertes variaciones. Las estimaciones oficiales mas recientes, corresponden a los Informes
Nacionales de la Comision Nacional Forestal (CONAFOR). (Secretaria del Medio Ambiente
y Recursos Naturales [SEMARNAT], 2015)

La principal preocupacion en torno a la deforestacion tiene que ver con la pérdida de la
biodiversidad y de los servicios ambientales que brindan los bosques y las selvas, y en las
ultimas décadas a la influencia de esa pérdida en el calentamiento global. Las masas
forestales proporcionan servicios como la formacion y conservacion de los suelos. (Secretaria
de Medio Ambiente y Recursos Naturales [SEMARNAT], 2015)

Por otro lado, La Asociacion Nacional de Industrias del Plastico (ANIPAC) y la Asociacion
Nacional de la Industria Quimica (ANIQ), estiman que el consumo nacional del unicel en
Meéxico es de 125 mil toneladas anuales (Fundacion UNAM, 2019). Su impacto no reside en
el ambiente como tal, la verdadera problematica es su lenta degradacion, el incorrecto manejo
y disposicion final; estudios demuestran que la produccion y su acumulacién de este residuo
van en incremento.Durante 2015, en México se produjeron poco mas de 96 mil toneladas de
cacahuate, cosechadas en 59 mil hectareas, siendo los estados de Sinaloa, Chihuahua y
Chiapas los principales productores, con un aporte de mas del 58 % de la produccion nacional
(2000 Agro, 2016).
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En México, el estado de Guerrero es el principal productor de palma de coco, aportando a la
produccion nacional el 80% con un volumen de 178.2 mil toneladas, le siguen Colima,
Tabasco, Oaxaca y Michoacan, entre estos cinco estados se concentra el 98% de la
produccion (Gaceta del Senado, 2019). Por la vasta produccion de ambos desechos y el gasto
para deshacerse de ellos es el motivo conveniente de su reutilizacion.

BIOLOGICOS

OBJETIVO (S):

Fabricar un material resistente constituido por fragmentos de cascara de cacahuate y
cascarilla de coco, empleando poliestireno expandido (previamente tratado con una solucion
de acetona y acetato de etilo) como un ligante, para usos multiples.

Objetivos especificos
Analizar eficiencia del unicel como ligante (tratado con una solucion solvente).

. Elaborar los aglomerados con distintos porcentajes de cascara de cacahuate y
cascarilla de coco.

. Realizar pruebas fisicas (resistencia, densidad y absorcion de agua) al aglomerado
elaborado.
. Elegir el aglomerado que proyecte mejores resultados, comprobar y comparar su

eficacia respecto a un aglomerado comercial de macopan y MDS.

. Comprobar su eficacia como material aglomerado en la elaboracion plafones y
muebles.

MATERIALES Y METODOS:

1.- Recoleccién de cascara de cacahuate y cascarilla de coco
2.- Limpieza de los materiales recolectados

3.- Secado de los materiales

4.- Molienda de la cascara de cacahuate y cascarilla de coco

5.Tamizado de los materiales molidos por malla 25 y 50

N
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6. Elaboracion de aglomerados de cascara de cacahuate y cascarilla de coco en
distintos porcentajes, utilizando un ligante amigable con el medio ambiente

BIOLOGICOS

e Aglomerado 25% de cascarilla de coco.

7. Se pesa 12.5g de cascarilla de coco (25% de cascarilla de coco), 37.5 g de
cascara de. En los tres casos se mezcla hasta homogenizar.

e Aglomerado 50 % de cascarilla de coco.

9. Se procede de igual forma pero ahora utilizando 25.0 g de cascarilla de coco (50
% de cascarilla de coco), 25.0 g de cascara de cacahuate (50 % de cascarilla de
cacahuate).

e Aglomerado 75% de cascarilla de coco

10. Se procede analogamente pero ahora con 37.5 g de cascarilla de coco (75% de
cascarilla de coco), 12.5 g de cascara de cacahuate (75% de cascarilla de
cacahuate)

11.- Moldear las mezclas de las tres diferentes proporciones elaboradas (25 %, 50%
y 75 % de cascarilla de coco) en forma redonda y poner a secar a 80° C por 24
horas en estufa de secado.
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BIOLOGICOS

12.- Realizar pruebas fisicas como dureza, densidad y retencion de liquido a cada
una de las muestras elaboradas.

e Dureza: Medicion con durdmetro

¢ Densidad: Medicion por el principio de Arquimedes con un vaso de
precipitado.

Absorcion de agua
1) Pesar cada uno de los aglomerados.
2) Colocar en un vaso de precipitado de 250 ml, cien ml de agua destilada.

3) Colocar cada aglomerado en el vaso de precipitado anterior y dejarlo reposar por
dos horas.

4) Transcurrido el tiempo, extraer las muestras de los vasos, escurrirlas
perfectamente y dejar al aire por 5 minutos, volver a pesar las muestras y anotar el
valor.

5) Calcular el porcentaje de liquido retenido.

13. Seleccionar el aglomerado que registre los mejores resultados para la
elaboracién de paneles para poder elaborar un prototipo de librero moderno.

RESULTADOS:

Se elaboraron aglomerados a base de cascara de cacahuate y cascarilla de coco
en diferentes proporciones y se puede observar en las imagenes, el tono se
obscurece dependiendo de la cantidad de coco que contenga.
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Al aplicar las pruebas a cada muestra re obtuvieron los siguientes resultados:

BIOLOGICOS

Se muestra los porcentajes de cascara de cacahuate y cascarilla de coco que tiene
cada una de los aglomerados elaborados y los resultados de pruebas fisicas como
densidad y porciento de agua absorbida. Cabe sefialar que la sensacion al tacto de
la dureza de los aglomerados es mayor para la mezcla del 75% de cascarilla de
coco y 25% cascarilla de cacahuate.

Al comparar las densidades de las 4 muestras sobre sale la muestra 2 como la mas

N® %o % Coco Densidad Absorcion de | Resistencia inflamable
Cacahuate [g/cm?) agua (%) 2hrs (kM)
1 100 0 0.6764 16.66 27.7109 Mo
2 75 25 0.95911 2.45 27.2578 Mo
3 50 50 1.1961 1.99 28.2750 Mo
4 25 75 0.8954 3.87 28.36872 Mo

alta (50% coco, 50% cacahuate) con un 1.1961g/cm3. Mientras que la menos densa
es la muestra 4 (100% cacahuate) con 0.6764g/cm3

Finalmente, al realizar las pruebas de combustion como resultado solo presentaron
una coloracion obscura en la zona expuesta al fuego, es decir, no son inflamables.
Esto se muestra en la siguiente figura.

r Muestra 1 | Muestra 3 I

Muestra 2

CONCLUSIONES:

Con los resultados obtenidos hasta el momento si podemos decir que los
porcentajes mas favorables para la elaboracion de los aglomerados serian de un
75% cascara de cacahuate y 25% cascara de coco, ya que esta muestra presenta
un bajo porcentaje de absorcion de agua de manera que si elaboran muebles con
este aglomerado seran muy resistentes al agua ofreciendo una ventaja sobre el
macopan o MDF

BIBLIOGRAFIA:

1.-UNAM, F. (2019, 15 agosto). En México, el consumo nacional de unicel es de 125 mil
toneladas anuales. Recuperado 20 de abril de 2021, de
https://www.fundacionunam.org.mx/unam-al-dia/en-mexico-el-consumo-nacional-de-
unicel-es-de-125-mil-toneladas-
anuales/#:%7E:text=En%20M%C3%A9x1c0%2C%20e1%20consumo%20nacional,de%201
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Recuperado 2 de mayo de 2021, de https://smattcom.com/blog/mexico-top-10-productores-
coco-retos-
oportunidades?utm_source=facebook&utm medium=Nota del dia&utm campaign=Nota
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7.-Eligio Esquivez Gonzéalez* 27 de diciembre de 2011, 16:07, Horas, H. A. P., &
MariaNaveja, J. (2017, 3 octubre). El cacahuate. Recuperado 1 de mayo de 2021, de
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BIOLOGICOS

EVALUACION DEL CUMPLIMIENTO DEL NUMERAL 8 DE LA NOM-059-
SSA-2015 “BUENAS PRACTICAS DE FABRICACION DE
MEDICAMENTOS”, EN LA PLANTA PILOTO DE LA UNIVERSIDAD

AUTONOMA METROPOLITANA UNIDAD XOCHIMILCO, MEDIANTE LA
VISITA DE VERIFICACION SOLICITADA A COFEPRIS.

Miguel Angel Vizquez Toledo', Diana Idalid Espinosa Arizaga®, Luz Rebeca Calzadilla Marin’, Viridiana
Xicotencatl Torres?, José Miguel Galindo Sedano>". Jorge Esteban Miranda Calderén

12345 Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco

*Autor de correspondencia
Correo: 2183073030@alumnos.xoc.uam.mx

Palabras clave: COFEPRIS, riesgo sanitario, visita de verificacion, auditoria, Planta Piloto.

INTRODUCCION:

La principal funcion de la industria farmacéutica es poner a disposicion del publico productos
de calidad que cumplan con las especificaciones que marca la regulacion. La COFEPRIS es
la encargada del cumplimiento normativo, mitiga riesgos sanitarios producidos de cualquier
exposicion a factores fisicos, biologicos y quimicos en la fabricacion de medicamentos, por
ello, los medicamentos deben ser desarrollados por fabricantes que cumplan con los
requisitos normativos de la NOM-059-SSA1-2015, “Buenas practicas de fabricacion de
medicamentos” aplicables para medicamentos comercializados en el pais, con fines de
investigacion, desarrollados a nivel industrial y a nivel Planta Piloto. En la pagina oficial de
la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco se establece que la Planta Piloto
cumple con una infraestructura equipada con los estandares de la NOM-059-SSA1-2015
“Buenas practicas de fabricacion de medicamentos” de disefio y construccion de las areas
con acabados sanitarios e instalaciones de materiales que permiten su limpieza y evitan la
acumulacion de particulas reduciendo los riesgos de contaminacion en los proyectos de
investigacion, y para reducir cualquier riesgo sanitario dentro de la Planta Piloto, es
importante la verificacion del funcionamiento del sistema de calidad, areas, instalaciones,
personal y procesos, realizando evaluaciones del grado de cumplimiento de las normas de
aplicacion y requisitos.

OBJETIVO (S): (Claro y conciso)

Evaluar el cumplimiento del numeral 8 de la NOM-059-SSA-2015 “Buenas practicas de
fabricacion de medicamentos”, en la Planta Piloto, mediante la ejecucion de la visita de
verificacion.
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MATERIALES Y METODOS: (Puede incluir figuras y/o esquemas)

BIOLOGICOS

La metodologia que se llevo a cabo para el presente proyecto se ejecuté mediante el ciclo de
Deming PHVA (Planear-Hacer-Verificar-Actuar), ya que es una estrategia de resolucion de
problemas, para mejorar procesos € implementar cambios (Diagrama 1).

Y > Establecer los objetivos del programa de auditoria
Establecer el cronograma de actividades que se
realizaran para la ejecucion de la auditoria (anexo 1)
Recibir el formato de visita de verificacion FF-COFEPRIS-01
Realizacién de PNO y formatos para llevar a cabo la auditoria
Planear
Ejecucion de auditoria
Analisis de resultados
Realizar el reporte de auditoria
Elaborar un plan de mejora/ implementacion con base a los
hallazgos obtenidos durante la visita de verificacion
Reporte de trabajo de investigacion
' Elaborar un
Procedimiento
Normalizado de
Elaborar los siguientes formatos para ejecutar la . Opglramon para !a .
auditoria ejecucion de la auditoria
1.F2PNO/COFERIS/001. "Programa de auditorias”. Elaborar un protocolo
para realizar la visita de
2. FAPNO/COFERIS/001."Plan de auditoria". <+ verificacion a la Planta
Piloto Hacer
3. F6BPNO/COFERIS/001."Reporte de auditoria”.
4. F5PNO/COFERIS/001. “Plan de implementacion/Plan de
mejora".
5. F3PNO/COFERIS/001. "Monitoreo interno del equipo | Ejecutar la auditoria a la
auditor”. Planta Piloto
A 4
Monitorear el desempefio del equipo auditor con el formato
F3PNOCOFERIS001 e
Verificar
Elaborar un Plan de implementacion/mejora donde se describa
las acciones que podrian implementar para dar solucion al
hallazgo — Actuar

Diagrama1. Metodologia del ciclo de Deming PHVA para realizar una auditoria
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RESULTADOS:

BIOLOGICOS

Para cumplir con el objetivo general se realizé un cuestionario de preevaluacion, en donde la
informacion recabada fue util para conocer el alcance de la Planta Piloto, estd compuesto de
32 preguntas, las cuales incluyen temas administrativos, descripcion de la planta, el personal,
aseguramiento de calidad y sistema de gestion de calidad, con base a la informacion brindada,
se pudo establecer y delimitar el objetivo y alcance de la auditoria. Tomando en cuenta lo
anterior se identificaron los puntos aplicables del numeral 8 de la NOM-059-8SS41-2015, los
cuales se plasmaron dentro del plan de auditoria, lo cual resulté en 32 puntos a verificar, los
cuales acotan temas como equipos, instalaciones, areas de produccién, almacenamiento,
control de calidad y éreas auxiliares. Otro de los resultados fue la elaboracion de un
Procedimiento Normalizado de Operacion (PNO) el cual brindo las instrucciones minimas
necesarias para la planificacion y ejecucion de una Auditoria, se elabord con base a los
requisitos minimos necesarios establecidos en el suplemento de la FEUM, se establecen
puntos como la programacion, codificacion, planificacion, monitoreo interno de auditores,
elaboracion y llenado de documentacion, ejecucidon, cierre y seguimiento de una
auditoria. Para la planificacion de la auditoria realizada a la Planta Piloto y con base en lo
establecido en el PNO, se elaboro el protocolo de ejecucion, en el cual se asento el plan de
trabajo para la realizacion de la visita de verificacion a la Planta Piloto; una vez que se planted
el protocolo y demas documentacion necesaria se procedio a la ejecucion de la auditoria, para
esto se programo el dia para esta verificacion, se realizo el monitoreo interno de auditores;
una vez concluido el proceso se asentaron los hallazgos derivados de éste, y se registro en el
reporte de auditoria, el cual se envi6 al auditado para firma de conformidad, y para dar fe y
legalidad se le hizo de su conocimiento al auditado el llenado y firma de conformidad del
acta de verificacion. Se debe recordar que en gestion de calidad todo aquello que no se
encuentra documentado no existe por lo tanto, es dificil que pueda ser reproducible, de ésta
manera no se puede garantizar la calidad de los procesos que se realizan, a partir de los
resultados obtenidos de la auditoria se realiz6 un plan de implementacién/mejora.

Con base en los hallazgos identificados de acuerdo con lo auditado con el numeral 8 de la
NOM-059-SS41-2015, se propone lo siguiente para instalaciones y equipos, se identificaron
varios puntos a implementar, como la elaboracion del PNO donde se determine el tipo de
mantenimiento (preventivo/correctivo), asi como programas y un protocolo de
mantenimiento correctivo el cual se debe realizar en funcidn a una falla o averia mecanica
no prevista. Por otro lado, para la parte de limpieza, elaborar PNOs necesarios para
instalaciones y equipos donde se acote la rotacion de detergentes y desinfectantes, la forma
en que se deberia de realizar esta actividad y la frecuencia, ademas de la implementacion de
PNOs donde se integren los programas calendarizados y un disefio donde se identifiquen los
cebos, trampas para realizar la fumigacion y control de la fauna nociva; para la calibracion
de los instrumentos elaborar los PNOs necesarios donde se acote la frecuencia, basado en las
especificaciones de cada instrumento; por otra parte también es importante la planificacion,
elaboracion e implementacion de un protocolo de calificacion del disefio, construccion e
instalacion de la Planta Piloto, en el que se acote las especificaciones del (los) usuario (s)
respecto al acabado sanitario de acuerdo con la normatividad aplicable y con apoyo del area
correspondiente realizar disefios donde se identifique la distribucién, ubicacion y
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dimensiones de los equipos, instrumentos, luminarias y ductos de extraccion de todas las
areas de la Planta Piloto, asi como el flujo del personal dentro de estas.
Por otra parte, se observo que no se lleva un control de la temperatura y humedad, es por esto
que se recomienda la implementacion de un instrumento que permita el monitoreo en tiempo
real de la temperatura y humedad asi como de bitacoras para la realizacion de los reportes e
identificacion de las variaciones. En el area de produccion se recomienda implementar
recursos visuales que permitan la identificacion de las tuberias y la direccion de los flujos;
asi como coadyuvar con el area correspondiente para elaborar los PNOs necesarios de
seguridad e higiene que respondan a la necesidades de la Planta Piloto basado en la NOM-
026-STPS2008, “Colores y serniales de seguridad e higiene, e identificacion de riesgos por
fluidos conducidos en tuberias”, en el area de almacenamiento se recomienda verificar que
el mobiliario no sea una fuente o sustrato para la reproduccion de microorganismos y fauna
nociva o bien establecer las medidas fitosanitarias en el tratamiento de madera como se
menciona en la NOM-144-SEMARNAT-2017, “Que establece las medidas fitosanitarias y
los requisitos de la marca reconocidas internacionalmente para el embalaje de madera que
se utiliza en el comercio internacional de bienes y mercancias”; también se recomienda
realizar el control de los insumos, por lo cual es necesario establecer un sistema de
identificacion interno, un programa donde se realice el inventario e implementar un sistema
de registro de entradas y salidas de estos. Ademas, las areas auxiliares deben ser de facil
acceso sin embargo se observo que no habia areas como bafios, roperia y duchas, por lo que
se propone la elaboracioén de un analisis de riesgos el cual este enfocado en qué areas deben
ser incluidas dentro de la Planta Piloto o bien justificar la ausencia de éstas; debido a lo
anterior se recomienda contar con un PNO de contingencia, accidentes y primeros auxilios
en el que se describa las acciones de tomar. Por tltimo en el sistema de gestion de calidad no
podemos hablar de calidad, seguridad y eficacia si no se demuestra el cumplimiento con
evidencia documental objetiva, por lo tanto se establecen los requerimientos minimos
necesarios para que la Planta Piloto logre robustecer la organizacion y control de actividades
asociadas a la calidad como el manual de calidad, sistema de auditorias, manejo de
desviaciones y sistema CAPA, control de cambios, control de documentos y buenas practicas
de documentacion.

BIOLOGICOS

CONCLUSIONES:

Al evaluar el numeral 8 de la NOM-059-SSA1-2015, “Buenas Practicas de Fabricacion de
Medicamentos”, en la Planta Piloto de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad
Xochimilco, se concluye que ésta no cumple, obteniendo una calificacion de 15.62% siendo
no aprobatoria al ser menor del 85%. El no cumplimiento fue por la falta de planificacion,
desarrollo e implementacion del sistema de gestion de calidad empleado dentro de la Planta
Piloto.
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BIOLOGICOS

PREDICCION DEL RENDIMIENTO /N V1VO DE TABLETAS COMERCIALES DE METRONIDAZOL A

PARTIR DE ESTUDIOS DE DISOLUCION [N VITRO

Cynthia Abigail Cortés Mendoza', Maria Fernanda Herndndez Jiménez!, Karen Marisol Sanchez Flores', Erik
Cruz Velez Cortez!, Angélica Zarraga Pineda!, José Raiil Medina Lopez!, Maria Luisa Margarita Vizquez
Ramirez'.

!Departamento de Sistemas Bioldégicos, Division de Ciencias Biolégicas y de la Salud, UAM-Xochimilco.
*Autor de correspondencia: Maria Fernanda Herndandez Jiménez.

Correo: 2183025801 @alumnos.xoc.uam.mx

Palabras clave: convolucion, disolucion, metronidazol.

INTRODUCCION: El metronidazol es un antibiético que pertenece a la clase I del Sistema
de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB), ampliamente utilizado para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales causadas por bacterias y parasitos. Al ser un farmaco
altamente soluble y permeable, los estudios de disolucién proporcionan informacién
relevante acerca de la liberacion del farmaco a partir de la forma farmacéutica. En este
sentido, las pruebas in vitro son indispensables para evaluar las propiedades biofarmacéuticas
del producto, puesto que permiten determinar parametros del proceso como la constante de
velocidad, el tiempo necesario para que se disuelva un determinado porcentaje del farmaco
(tn%), eficiencia de disolucion, entre otros. Ademas, al evaluar la liberacion del farmaco a
partir de medios a diferentes pH, se puede estimar su disolucion en las distintas condiciones
del tracto gastrointestinal. Por esta razoén, los perfiles de disolucion pueden predecir el
comportamiento in vivo (representado por el perfil de concentracion-tiempo del farmaco en
humanos) ya que la absorcion estd limitada por la disolucion del fArmaco en el organismo.

Sin embargo, para evaluar el comportamiento in vivo del farmaco, es necesario establecer el
método de convolucion, el cual se basa en los datos de disolucion in vitro de un medicamento
de prueba para establecer los perfiles de concentracion plasmatica en funciéon del tiempo.
Para ello, s6lo se requiere de pardmetros farmacocinéticos del producto de prueba, tales como
el volumen de distribucion, la fraccion biodisponible, Cmiax, ABC y la velocidad de
eliminacion. No obstante, una vez obtenido el perfil plasmatico predicho mediante
convolucién, es importante determinar la confiabilidad de éste mediante el célculo del
porcentaje de error de prediccion (%PE), cuya férmula toma en cuenta los parametros
observados y predichos (Cmax 0 ABC). Su valor debe ser menor al 15%, segun la FDA, para
asegurar la confiabilidad de los resultados. Es por esto que la convolucion es 1til en el
desarrollo del producto, en el que se necesitan establecer las caracteristicas in vivo deseadas,
beneficiando los costos de produccion al no requerir ensayos in vivo, ni métodos
computacionales complejos.

OBJETIVO: Obtener perfiles plasmaticos a partir de datos de disolucion in vitro de tabletas
orales de metronidazol, para la prediccion de su rendimiento in vivo.
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MATERIALES Y METODOS: Se realizaron perfiles de disolucion de tabletas genéricas
de 500 mg de metronidazol (Lamblit ®), en el aparato 1 USP, a 100 rpm y 37 °C; en tres
diferentes medios de disolucion: a pH 1.2, 4.5 y 6.8. Las muestras fueron tomadas a los 10,
20, 30, 45 y 60 min y se leyeron en el espectrofotometro a 278 nm; los resultados se
procesaron en el complemento DDSolver. Posteriormente, se obtuvieron perfiles plasmaticos
a partir de los datos de disolucion in vitro mediante convolucion, con base en los pardmetros
farmacocinéticos reportados por Jensen y Gugler (1983): F =0.999, ti» = 8.7 h, Vd = 73.87
L, Cmax = 5.8 ug/mL y ABCo” = 67.68 pg/mL-h. Ademads, se calculd el porcentaje de error
de prediccion (%PE), mediante la comparacion de Cmax y ABCo™ entre los datos predichos y
reportados en la literatura, previamente ajustando los perfiles predichos a Modelo Abierto de
Dos Compartimentos, con el complemento de Microsoft Excel PKSolver; ademés de ajustar
los datos observados a una dosis de 500 mg, asumiendo una farmacocinética lineal.

BIOLOGICOS

RESULTADOS: En la Figura I se observa el perfil de disoluciéon en cada medio. De
acuerdo con el pardmetro de calidad Q=85%, el medicamento se disolvié adecuadamente a
los 60 min. Cabe destacar, que a pH 1.2 se alcanzé el mayor porcentaje de farmaco disuelto
a los 60 min (Qeo), asi como la mejor eficiencia en la disolucion (%ED). Por otro lado, a pH
4.5 se obtuvieron el mejor tiempo medio de disolucion (TMD) y tsov, indicando que en este
medio la disolucion fue mas rapida, puesto que se requirié de menos tiempo para disolver el
63.2 % y el 50 % del farmaco, respectivamente. En contraste, a pH 6.8 la disolucion no fue
muy favorable, lo que confirma que ésta depende de la solubilidad del metronidazol en el
medio.
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Figura 1. Perfiles plasmaticos (derecha) obtenidos por convolucion a partir de los perfiles
de disolucioén in vitro (izquierda) en cada medio.

Por su parte, la convolucidon permitié obtener perfiles plasmaticos que cumplieron con el
criterio de la FDA (Tabla I). Por ello, se asume que se generaron resultados confiables, de
tal forma que se espera que después de la administracion in vivo de las tabletas, la Cmax y el
ABCy” tengan valores similares a los predichos, alcanzando el efecto terapéutico deseado.
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Tabla 1. Parametros farmacocinéticos predichos y observados, asi como el %PE (criterio

de aceptacion: %PE<15 %).

Valor Valor ob:]eil:f): do
Medio de Parametro predicho observado .
. hys . . . ajustado % PE
disolucion | farmacocinético | (dosis 500 (dosis 400 .
— 5 (dosis 500
mg)
Crmax (ug/mL) 6.85 5.80 7.25 5.52
HCIO.IN ABCo®(nug/mL*h) 89.18 67.68 84.60 -5.41
H45 Crmax (ug/mL) 6.53 5.80 7.25 9.99
P ABCo®(ug/mL*h) 83.27 67.68 84.60 1.57
H6.8 Crmax (ug/mL) 6.36 5.80 7.25 12.29
PO ABCo®(ug/mL*h) 83.93 67.68 84.60 0.80

CONCLUSIONES: Los perfiles de disolucion in vitro de las tabletas de metronidazol son
utiles para predecir los perfiles plasmaticos tras la administracion del medicamento, sin
necesidad de estudios farmacocinéticos en sujetos de investigacion.

BIBLIOGRAFIA:
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SECUENCIA COMPLETA DEL GENOMA DE UNA CEPA DE
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DE UN PORTADOR INTERMITENTE DE FARINGE
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Bustos Martinez’
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Palabras clave: Genoma completo, Staphylococcus aureus, resistencia, faringe

INTRODUCCION: Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que vive en
simbiosis con el humano, es un oportunista y patégeno potencialmente letal [1, 2] de gran
importancia clinica debido a los diferentes factores de virulencia, invasividad y resistencia
que puede poseer [3]. En el humano coloniza diversos tejidos formando parte la microbiota
normal [3, 4]. El uso generalizado de antibidticos, en particular su uso inapropiado y
excesivo ha favorecido la aparicion y mantenimiento de cepas de S. aureus resistentes a
multiples antibidticos como la penicilina, la meticilina (S. aureus resistente a la meticilina;
MRSA) [5, 6] o la vancomicina que se asocian con altas tasas de morbilidad y mortalidad
en muchas regiones del mundo [7].

Se han encontrado portadores de S. aureus en faringe y han sido reportados con alta
variabilidad en distintas poblaciones desde 4 hasta 64% en faringe [8], algunos estudios
mencionan mayor tasa de portadores en faringe que nariz cuando se toman muestras en
paralelo [9, 10, 11].

Actualmente el estudio de los factores de virulencia se lleva a través de la secuenciacion de
genoma completo (whole genoma sequence, WGS). Se han realizado varias investigaciones
con datos de WGS de S. aureus para predecir la susceptibilidad y la resistencia a fArmacos
antimicrobianos

OBJETIVO: Determinar la secuencia completa de un genoma de una cepa de
Staphylococcus aureus MRSA aislada de la faringe.
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MATERIALES Y METODOS:
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RESULTADOS: Se realiz6 un corte de hasta 15 nucledtidos en los extremos 5’ y 3’ de las
lecturas de los archivos de secuenciacion y se realizd en ensamble de novo en Genious
Prime, obteniendo un consenso utilizando el 94.32% de todas las lecturas secuenciadas y
una N50 de 3, con 20 contigs mayores de 1000 pb. El consenso se alineo contra el genoma
de la cepa de S. aureus NRS 384, generando un cromosoma de longitud de 2,879,076 pb,
con 9 gaps y 0.03% de Ns, ademas, se alineo el consenso contra el genoma de la cepa de S.
aureus ATCC 1680, alineando un plasmido con 0.1% de Ns. Ambas secuencias se
guardaron en un documento y se subieron a GenBank de NCBI. Una vez aprobadas las
secuencias, se descargaron los archivos y se reanalizaron, encontrando que la longitud del
cromosoma es de 2,879,076 pb y del plasmido de 26,428 pb. El cromosoma tiene 2,887
genes y el plasmido 34, con 2,808 y 34 regiones codificantes, 19 genes de rRNA y 56
tRNA. El genoma presenta los genes de adhesinas: atl, ebh, clf4, clfB, eap, fubA, fnbB'y
tiene el spa-tipo t008, también posee todos los genes del operon ica (icad, icaB, icaC, icaD
e icaR) y los genes sdrC, sdrD y sdrE que participan en la formacion de biopeliculas. En
cuanto a la presencia de genes de resistencia a antibidticos, la secuencia del genoma anota
los genes: Aph(3°)-11I, mecA, blaZ, mphC, y msrA (aminoglucosidos, meticilina, penicilina,
macrolidos y bomba de eflujo de macrolidos). En el caso de los genes de toxinas, el
genoma anota: los cuatro genes de hemolisinas (kla, hib, hic y hld), las enterotoxinas selk y
selg, ademas de la leucocidina Panton-Valentine (lukF-PV y lukS-PV).

BIOLOGICOS
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CONCLUSIONES:

Se realizd el ensamble de un genoma completo de S. aureus aislado de un portador
persistente de faringe, se encontraron varios genes de resistencia a varios tipos de
antibioticos, la secuencia tipifica diversos genes de adhesinas, formacion de biopeliculas y
toxinas, particularmente las dos subunidades de la leucocidina Panton-Valentine.

BIBLIOGRAFIA:
1. Brown AF, Leech JM, Rogers TR, McLoughlin RM.. Front Immunol. 2014, 4:1-20.
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DIVERSIDAD DE LA COMUNIDAD BACTERIANA DE LA RIZOSFERA DE
Lactuta stiva DURANTE SU PRODUCCION EN SISTEMAS DE RECISCULACION
ACUAPONICOS (APS)

Autores: Rosa Raquel Sanchez Jiménez, José Aguirre Garrido, Pierre Christen y Patricia
Martinez Cruz

Resumen Los sistemas acuaponicos son unidades de produccion de alimentos de
manera sustentable, donde el agua que proviene de los estanques de peces es rica en
nutrientes proporcionando los requerimientos nutricionales a las plantas. Dentro de estos
sistemas el papel de las comunidades bacterianas que colonizan los diferentes
compartimentos es crucial, ya que permite el equilibrio entre las especies que se estan
cultivando. Sin embargo, el estudio sobre las comunidades bacterianas en diferentes
compartimentos es limitado, entre estos la rizosfera. Este microbioma confiere a la planta
rasgos benéficos o perjudiciales que impacta de manera directa en la salud y crecimiento
de la planta. En el presente proyecto se estudié a nivel metagendmico la diversidad de las
comunidades bacterianas que se encuentran asociadas a la rizosfera de Lactuca sativa
durante su cultivo en dos sistemas acuaponicos con diferente unidad hidroponica, sistema
acuaponico en capa de nutrientes y en sustrato. Los parametros de calidad de agua (pH,
temperatura y oxigeno disuelto) se mantuvieron en rango 6ptimo de tolerancia, mientras
que los compuestos nitrogenados estuvieron por encima del rango optimo de tolerancia.
La tasa absoluta de crecimiento (TAC) y la tasa de crecimiento (TC) presentaron
diferencias estadisticamente significativas, siendo el control del sistema acuapoénico en
sustrato quien registro los valores mas altos entre los tratamientos. Se aislaron 3 bacterias
de la rizosfera de Lactuca sativa asociada al ciclo del nitrégeno: Bacillus simplex y
Bacillus muralis que corresponden del sistema acuapénico en sustrato, y Pseudomonas
nitroreducens del sistema acuapénico en capa de nutrientes. En lo que refiere a la
composicion de las comunidades bacterianas se obtuvieron 30 6érdenes siendo
Flavobacteriales (18. 95-30.56 %), Rhodobacterales (16.42 % - 34.35%) las ordenes mas
abundantes. Los estimadores de Shannon, Chao y Simpson indicaron que la mayor
riqueza se registra en las muestras L.S 1 y L.S 2 que corresponden al tiempo inicial del
cultivo (0 dias), en comparacion al final del mismo (35 dias). Entre los sistemas
acuapénicos, el sistema en sustrato fue el mas diverso. Se registraron cuatro érdenes que
presentaron diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos los cuales
fueron Rhizobiales, Legionellales, Rhodocyclales y Shigomonadales. Los resultados
evidenciaron que existen diferencias en composiciéon y estructura de la comunidad
bacteriana en la rizosfera de Lactuca sativa en los sistemas acuapoénicos, por efecto de la
cama de cultivo y las diferencias en los parametros de calidad de agua afectando la
diversidad de las comunidades, asi como el crecimiento de las lechugas.
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INTRODUCCION:

El tracto gastrointestinal humano alberga un ecosistema microbiano complejo y dinamico
compuesto por billones de microorganismos que se denominan colectivamente microbiota
intestinal, dichos microorganismos son capaces de regular muchos aspectos de la fisiologia
del huésped, inducir respuestas metabolicas, estructurales y de proteccion. Es conocido que
cada una de estas funciones se relaciona entre si e intervinieren en distintos procesos para
mantener un estado saludable dentro del huésped [1].

La composicion de la microbiota es variable, el inicio de la colonizacion ocurre durante el
nacimiento, donde predomina bacterias pertenecientes al género Bibidobacterium, siendo
uno de los primeros en colonizar el tracto gastrointestinal humano alcanzando su estabilidad
hasta los 2-3 afios [2]. La cantidad de Bifidobacterias en la microbiota coldnica total de los
lactantes alimentados con leche materna es aproximadamente de un 90% y disminuye a un 5
% en adultos [3]. Si bien, la microbiota intestinal en la etapa adulta se caracteriza por ser
estable; sin embargo, es determinada en la infancia, ya que la composicion de la microbiota
intestinal de los neonatos sufre cambios dinamicos en composicion, abundancia y
diversidad, lo que puede conducir en efectos significativos a largo plazo para la salud [4].

Bifidobacterium longum (B longum) es una de las cepas probioticas establecidas con
numerosos beneficios profundos para la salud en humanos mejorando la salud
gastrointestinal y aliviando trastornos alérgicos. B longum BB536 se aislo a partir del
intestino de un bebé sano en 1969. BB536 se ha incorporado en varios productos como
bebidas a base de leche, yogur, formula infantil y suplementos nutricionales como
ingrediente alimentario funcional [5]

OBJETIVO (S):
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Aislar e identificar Bifidobacterias a partir de la materia

fecal de neonatos MATERIALES Y METODOS:

Seleccion de la poblacion de estudio: Se captaron neonatos nacidos por via vaginal del
servicio de alojamiento conjunto del Hospital Gineco-Obstetricia No. 4, perteneciente al
IMSS; a partir de alli se identifico a los neonatos clinicamente sanos de acuerdo al test de
Apgar con un valor > 8 y el test de capurro 37-41 semanas de gestacion. El procedimiento
para invitar a las participantes, se realizé proporcionando informacion completa, precisa y
suficiente sobre el estudio. A los participantes que cumplieron con los criterios de inclusion,
se les invitd a formar parte del estudio de manera voluntaria y confidencial. Se proporciond
una carta de consentimiento informado, explicando ampliamente como se realiz6 el estudio
para aislar bacterias con potencial probidtico, a partir de la microbiota intestinal de
neonatos, la toma de datos clinicos y muestra de materia fecal (tomada del pafial del bebé).

Coleccion de la muestra: Se recolectara una muestra de materia fecal y/o el meconio, del
panal dentro de las 48 horas posteriores al nacimiento. Las muestras se homogenizaran con
buffer de fosfatos (PBS) 1X; posteriormente, sera inoculada en medios liquidos TPY los
cuales se almacenaran en un recipiente hermético con gaspack a 25°C para su traslado. En el
laboratorio, los frascos previamente inoculados, se colocaran en la camara de anaerobiosis y
se inocularan en placas de TPY, las placas se incubaran en condiciones anaerobias (85 %
nitrégeno, 10 % hidrogeno, 5 % didxido de carbono) a 37 °C durante 28 H.

Aislamiento de bacterias: A partir de las 24 H de incubacidn, se revisaran el crecimiento
de microorganismos en las placas. Si hay crecimiento se realizard una purificacion de cada
colonia de acuerdo a la morfologia en placas TPY; si no hay crecimiento se dejara
incubando 24 H. Una vez transcurrido este tiempo, si no hay crecimiento se desechan las
placas y si hay crecimiento se realizara el mismo procedimiento de aislamiento. A las
bacterias aisladas en medio TPY se les realizard la prueba de catalasa usando peroxido de
hidrogeno 3%. Las Dbacterias catalasa positivo se descartardn y a las bacterias catalasa
negativas se les realizard una tincion Gram. Se descartaran todas las bacterias Gram
negativas y se realizard una siembra de las bacterias Gram positivas en medio liquido de
TPY con 20% glicerol y en placas para realizar la identificacion.

Identificacion: Se confirmé mediante analisis de secuencias de ARNr 16S. El ADNg total
se aislo con el kit de purificacion de ADN gendmico Wizard® (Promega) segun las
instrucciones del fabricante. El 16S rDNA fue secuenciado en Divisional Laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad Autonoma Metropolitana campus Iztapalapa, ciudad
de México, utilizando los primers 9F- 1512r. La comparacion y el alineamiento de las
secuencias se realizaron utilizando MEGAS y el alineamiento local basico herramienta de
busqueda de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Secuenciacion del genoma: Las muestras se secuenciaron en el Integrated Microbiome
Resource (IMR, Dalhousie Universidad, 110 NS, Canad4) [6]. El montaje fue realizado por
IMR usando SMRT programa de andlisis. Después de ensamblar todo el genoma, la
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ubicacion de la proteina- secuencias de codificacion,
genes de ARNt, genes de ARNr, genes de ARNtm y CRISPR fueron
predicho usando Prokka v1.12-beta [7].

RESULTADOS:

En el servicio de alojamiento conjunto del Hospital de Gineco-Obstetricia No. 4 "Luis
Castelazo Ayala", se captaron 77 neonatos, de los cuales el 69% nacieron por parto
quirargico y el 31% por parto fisioldgico. A las madres de los neonatos que nacieron por
parto natural (n =24), se les hizo la invitacién a participar en el estudio. De las cuales, el
92% aceptaron participar; sin embargo, del 46% no se logr6 colectar la muestra de materia
fecal durante su estancia en el hospital (<24 horas), quedando un total de 46% neonatos
“n=12". Para determinar el estado de salud de los neonatos, se considero: el peso (3.14 +
0.4), talla (48.64 +£3.3), test de Apgar (8.36 = 0.5) y test de Capurro (39.27 £1.1).

En este estudio se encontraron 7 bacterias de interés en las muestras, a las bacterias se les
realizd tincidon gram, prueba de la catalasa y hemolisis (Cuadro 1). Se extrajo el ADN
genomico (Figura 1A), donde se observa que se encuentra que el ADN estuvo integro. En la
Figura 1B se observan los productos de PCR. En el analisis bioinforméatico se encontraron 7
bacterias de interés (Cuadrol). 4 de ellas pertenecientes al género Lactobacillus, 1
Bifidobacterium. Por lo que se descartaron los Lactobacillus. En cuando a la
Bifidobacterium presentd un 100% de identidad con Bifidobacterium longum.

Cuadrol. Bacterias encontradas en los medios
de cultivos especificos

Muestra Medio TPY
Gram catalasa hemolisis
1 BGP - -
2 BGP - -
3 BGP - -
4 BGP - -
5 BGP - -
6 BGP - -
7 BGP - -
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Figura 1A: ADN genoémico. 1B: amplificado de PCR.

En el andlisis gendmico se encontré una longitud del genoma de 2,287,838 bp, 60.05% de
contenido de GC, 1853 secuencias codificadoras de proteinas (CDS), 56 tRNA, 9 rRNA, 1
tmRNA. También, se realizé un mapa gendmico circular de B longum (Figura 2). los CDSs
codifica para transporte y metabolismo de carbohidratos (9.51%), transporte y metabolismo
de aminoacidos (9.14%), transcripcion (8.56%), metabolismo y transporte de lipidos
(2.01%). El primer circulo muestra el contenido de GC en ambas cadenas de ADN, Forward
en color verde y Reverse en color purpura. El segundo circulo muestra el contenido de GC
(%) normalizado con el contenido de GC del genoma completo. Los circulos tres y cuatro

muestran la distribucion de los ORFs identificados en el ensamblaje. Los circulos seis y
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siete muestran la asignacion funcional correspondiente a COG (Cluster of Orthologous

Genes).

Figura 2. Mapa circular del genoma de B

wl

-
#
ot
b,
2
1
%
r
e,
'If
*
iy gy
'

e
L ety % T
L W R
: #'; a’; Sl ¢ T By
ptm 1 8 L, ¥ 8=
(i i} gt
i i T i | B=t
. : 2
= " :

i

Ll i b
longum i
IX Congreso del
Departamento de
Sistemas Biologicos
CONCLUSION:

A pesar que en este estudio solo se pudo aislar una Bifidobacteria, la microbiota intestinal
de neonatos es una adecuada fuente para aislar microorganismos con potencial probidtico
ya que se logro aislar 6 especies de Lactobacillus. En cuanto al uso de especies de
Bifidobacterium se han documentado su uso en el tratamiento de muchas formas de
enfermedades gastrointestinales con un futuro prometedor. Por lo que se sugiere seguir las
evaluaciones propuestas por la FAOy la OMS, para considerarse un microorganismo
probiotico.

Por otro lado, conocer el genoma completo de B longum nos permite entender aun mas el
papel de esta bacteria en el metabolismo de los carbohidratos y las herramientas cataliticas
que utiliza para adaptarlo en el tracto gastrointestinal de los mamiferos. Sin embargo, es
necesario realizar mas estudios en el laboratorio para, aumentar el conocimiento de sus
posibles propiedades y el gen relacionado con posibles efectos sobre la salud y puede dar
lugar a aplicaciones biotecnoldgicas basadas en el genoma en el salud humana y ciencia de
los alimentos.
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Palabras clave: Longitud telomérica, numero de copias de DNAmt, epilepsia.

INTRODUCCION: La epilepsia es un trastorno neuroldgico cronico que se puede
presentar a cualquier edad, pero es altamente prevalente en adultos mayores!. Dos de los
farmacos antiepilépticos (FAE) mas utilizados en el Instituto Nacional de Neurologia son
acido valproico (VPA) y lamotrigina (LTG). La longitud telomérica (LT) y el nimero de
copias de DNA mitocondrial (NC-DNAmt) son biomarcadores de envejecimiento que se
han estudiado en diversas enfermedades neuroldgicas.

OBJETIVO (S): Evaluar si VPA, LTG, o su combinacién modulan la LT y/o el NC
mtDNA en pacientes vs controles sanos.

MATERIALES Y METODOS: Se incluyeron 64 pacientes tratados con VPA, LTG o su
combinacion y 64 controles sanos. Los participantes firmaron carta de consentimiento
informado del protocolo aprobado INNN 38/19. La cuantificacion de la LT y el NC-
DNAmt de leucocitos se realizé mediante qPCR. Se realizd andlisis de regresion multiple
con los datos.

RESULTADOS: La LT fue menor en pacientes con epilepsia vs. controles (p=0.01). Las
diferencias permanecieron cuando se compard la LT de pacientes tratados con LTG vs.
VPA, LTG vs. LTG+VPA, y VPA vs. LTG+VPA (p=0.0082, 0.0480 y 0.0001,
respectivamente). En contraste, no se observaron diferencias en las comparaciones del NC-
DNAmt. El analisis de regresion multiple demostré que la LT se asocia significativamente
con: tratamiento FAE (p=0.043), edad (p=0.006) y NC-DNAmt (p=0.025). Asimismo, se
observaron correlaciones diferentes entre la LT y el NC-DNAmt dependiendo del FAE
analizado; siendo la mas significativa la de LTG+VPA (R=0.554, p=0.003).

CONCLUSIONES: Es el primer estudio que evalua conjuntamente la LT, el NC-DNAmt y
los FAE en pacientes con epilepsia. El tratamiento con LTG+VPA tuvo un mayor impacto
en la disminucién de la LT en comparacion con la monoterapia con LTG o VPA. El anélisis
de correlacion multiple mostrd6 que el tratamiento antiepiléptico influye en el
envejecimiento de los pacientes con epilepsia, incluyendo la correlacion LT vs NC-
DNAmt.

120



m IX Congreso del Departamento
Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIégiCOS

)
USO DEL ICHIP PARA EL AISLAMIENTO DE BACTERIAS

Monica Nuiiez Jiménez!, Martha Leyte-Lugo®, Eduardo Zufiiga-Ledn®, Facundo Rivera-Becerril’, Alejandro
Azaola®".

'Maestria en Ecologia Aplicada, UAM-Xochimilco. *Catedrdatica CONACYT comisionada al Departamento
de Sistemas Bioldgicos, UAM-Xochimilco, 3Departamento de Sistemas Biologicos, UAM-Xochimilco,
*Departamento El Hombre y su Ambiente, UAM-Xochimilco.

*azaola@correo.xoc.uam.mx

Palabras clave: iChip, UFC, Bacterias no cultivables

INTRODUCCION:

Las bacterias son microorganismos que colonizan todo tipo de ambientes, intervienen en
diferentes procesos metabolicos e interacciones ecoldgicas. La produccion de metabolitos
secundarios (MS) de interés para la medicina, la agricultura, la farmacéutica, entre otros, ha
sido un factor importante para desarrollar nuevas tecnologias enfocadas en el aislamiento,
cultivo y estudio de nuevas bacterias.

El aislamiento de bacterias ha sido un reto para la comunidad cientifica; el conteo en placa
es uno de los métodos mas aplicados para explorar una diminuta parte de la diversidad
existente (<1%) (Rivera Urbalejo et al., 2020). Sin embargo, en los ultimos afos, tratando
de profundizar en el conocimiento de la gran diversidad de bacterias en diferentes
ambientes, se han explorado nuevas formas de aislamiento bacteriano que a su vez han ido
evolucionado, y que han permitido aislar bacterias denominadas no cultivables.

Las nuevas técnicas se enfocan en el aislamiento unicelular a partir de diluciones,
citometria de flujo, micromanipulacion, microfluidos y compartimentacion. Estas técnicas
de aislamiento unicelular se pueden aplicar para tres propdsitos principales en
microbiologia y biotecnologia: (1) cultivar microbios no cultivados previamente; (2)
evaluar y monitorear la fisiologia y funcidon celular; y (3) detectar nuevos productos
microbioldgicos como enzimas y antibidticos (Ishii et al., 2010).

También se han experimentado nuevos enfoques para el aislamiento y cultivo de bacterias
que comprenden la incubacioén in situ, proceso que permite el aprovechamiento de
nutrientes y productos metabdlicos presentes en el medio. Un ejemplo de estas nuevas
metodologias es el trabajo de Nichols y colaboradores (2010), quienes reportaron el
aislamiento de bacterias no cultivables mediante el uso del iChip, un dispositivo disefiado
para evitar que las bacterias escapen, pero permitiendo, desde el entorno, la difusion de los
nutrientes y metabolitos para su crecimiento. Este nuevo método ha permitido el
aislamiento de microorganismos novedosos, incrementando el conocimiento de la
diversidad bacteriana, su papel dentro de los ecosistemas, asi como explorar la produccion
de MS potencialmente utiles en diferentes industrias como la farmacéutica, alimentaria y
agricola.
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OBJETIVO: Implementar y optimizar el uso del iChip para el aislamiento y cultivo de
bacterias cultivables y no cultivables a partir de muestras de sustrato de turba del género
Sphagnum (Peat Moss).

MATERIALES Y METODOS: La investigacion planted optimizar las condiciones de
manejo del iChip, técnica in situ para el aislamiento bacteriano de alto rendimiento a partir
de muestras de suelo (Nicols et al., 2010; MacIntyre et
al., 2019).

El iChip es un conjunto de tres placas que contienen
multiples pozos coincidentes (Figura 1). En una de las
placas se depositan las bacterias para su cultivo,
protegiéndolas con membranas para que estas no
escapen, pero permitiendo la difusién de nutrientes y
metabolitos.

Figura 1. Chip de aislamiento (iChip),
para el cultivo microbiano in situ de alto

rendimiento. Disefio del Laboratorio de .
Biotecnologia (N-104, UAM-Xochimilco) basado  Utilizando muestras de turba de musgo del género

La estandarizacion de la metodologia se realizo
en Nichols y colaboradores (2010). Sphagnum (Peat Moss Premier Tech Horticulture) y
consto de tres fases: la primera, mediante el enfoque de dilucion hasta extincion (Kim et al.,
2021) se prepararon diluciones del sustrato de 10™! hasta 10°. De cada dilucion se realizé el
conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) bacterianas con el fin de establecer la
dilucion adecuada a inocular en cada pozo del iChip.

La segunda fase estuvo orientada en el manejo y estandarizacion del iChip; para verificar
que el ensamblaje y sellado del dispositivo funcionara adecuadamente y evitar la
contaminacion microbiana proveniente del medio de incubacion (Peat Moss).

En la tercera fase, mediante microscopia, se verificd la pureza de las cepas bacterianas
aisladas y se hizo un andlisis de cada cepa para evitar duplicidad. El analisis comprendio
tres pruebas enzimaticas (amilasas, proteasas, lipasas), asi como solubilizacion de fosfatos
y produccion de acido indolacético, fitohormona natural mas comun de la clase de las
auxinas, que controla diversos procesos fisiologicos como la elongacion y division celular,
la diferenciacion de tejidos y las respuestas a la luz. Adicionalmente, se realizo la
extraccion de ADN total de las cepas bacterianas seleccionadas, la amplificacién por PCR y
la secuenciacion del gen 16S ADNr para su identificacion molecular.
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RESULTADOS:

El conteo de UFC bacterianas permitié elegir la dilucion 10* como la mejor opcion de
inoculacién en el cada pozo del iChip al registrar valores de entre 0 y 1 UFC en 5 pl
(capacidad de cada pozo). La seleccion de la dilucion fue para asegurar que solo una célula
quedara atrapada en cada pozo del iChip.

Se estandarizo el proceso para el ensamblaje, pegado de membranas y sellado del iChip, lo
que derivo en el aislamiento de 56 microorganismos.

El andlisis enzimatico, fisiologico y la descripcion morfoldgica permitieron descartar las
bacterias con caracteristicas similares. En total se identificaron 34 cepas diferentes de las 56
aisladas. De estas, la mayoria dio valores positivos en la produccion de catalasa, dos cepas
produjeron valores mayores a 40 pg/ml de acido indolacético y 9 solubilizaron fosfatos. Se
realizé la extraccion de ADN, la amplificacion por PCR y la secuenciacion del gen 16S
ADNr de 18 bacterias.

CONCLUSIONES:

Los resultados muestran al iChip como un dispositivo prometedor para el aislamiento de
bacterias denominadas “no cultivables”, al permitir la difusion de nutrientes y metabolitos
secundarios presentes en el medio. Sus diferencias visibles con los microrganismos aislados
por conteo de placa y sus actividades enzimaticas permiten pensar en la obtencion de
posibles organismos de interés ecologico y biotecnoldgico gracias al iChip. Una de las
ventajas mas significativas del iChip es la pureza de las cepas aisladas por esta técnica.
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Palabras clave: Microbioma ruminal, comportamiento productivo, ovinos.

INTRODUCCION: En el ambito de la ganaderia, en muchos paises se esta restringiendo
el uso de compuestos sintéticos como promotores del crecimiento y antibidticos por sus
efectos nocivos en humanos y animales, al mismo tiempo, se estd potenciando el uso de
aditivos elaborados a partir de plantas, mismos que contienen compuestos bioactivos con
efectos benéficos en el comportamiento productivo de los animales, en especifico, de los
rumiantes (vacas, cabras y ovejas).

Las mezclas herbales que se utilizan como aditivos alimentarios contienen metabolitos
secundarios como fenoles, flavonoides, alcaloides, isocianatos, taninos, saponinas,
terpenoides, etc. y se han utilizado como fuentes naturales de vitaminas, como estimulantes
de la produccion de hormona del crecimiento y de la sintesis de proteinas -por lo que
permiten la ganancia de peso, asi como la mejora en la calidad de la carne-, ademas de que
tienen efectos positivos en el sistema inmunologico -previniendo enfermedades,
disminuyendo asi el uso de antibioticos-.

La comunidad microbiana presente en el rumen es importante puesto que es capaz de
metabolizar los nutrientes contenidos en la dieta de los animales, asi como en los aditivos
herbales, incrementando en el flujo de proteina y otros nutrientes al intestino, lo cual
facilita el crecimiento y contribuye a mejorar el comportamiento productivo de los
rumiantes, ademas de que podria reducir la producciéon de metano; sin embargo, los efectos
de los metabolitos secundarios vegetales parecen ser dependientes de la dosis y de la fuente
de la que se obtuvieron, por lo que es importante identificar estas variables.

OBJETIVO (S): El objetivo de este estudio fue investigar la asociacidon que existe entre la
composicion y estructura del microbioma ruminal, con algunas variables productivas en
corderos en finalizacion, como respuesta al tratamiento con aditivos poliherbales ricos en
antioxidantes, compuestos fendlicos y flavonoides

MATERIALES Y METODOS:

Tratamiento: Se alimentaron 38 ovejas con dietas altas en grano (56% en promedio), 19 de
ellas suplementadas con aditivos poliherbales en dosis que se han reportado como efectivas
para mejorar el comportamiento productivo de los animales (1-4).

Toma y manejo de muestras: las variables de comportamiento productivo evaluadas fueron:
ganancia diaria de peso (g), peso corporal final (kg), consumo de materia seca (g) y
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conversion alimenticia. Se obtuvieron muestras de liquido ruminal de los animales a través
de una sonda esofagica, mismas que se filtraron y se utilizaron para extraer DNA
metagendémico de cada una de ellas. Los DNAs se evaluaron en cuanto a concentracion,
pureza e integridad, y se estandarizaron para someterse a secuenciacion masiva de la region
V3-V4 del gen 16S rRNA, en la plataforma l/lumina™ MySeq (Zymo Research, Irvine,
CA); se utilizaron primers que permiten identificar diferencialmente poblaciones
bacterianas y de arqueas metanogénicas.

Andlisis del microbioma: a partir de las secuencias crudas obtenidas se infirieron las
variantes de secuencia de amplicones Unicos (ASVs) con el uso de DADA2 (5), que
también se utilizo para eliminar secuencias quiméricas. La asignacioén taxonomica se hizo
con Uclust de Qiime v.1.9.1 (6). El andlisis de la composicién de la comunidad, asi como
de la diversidad alfa, también se realizaron con Qiime v.1.9.1.

Andlisis estadistico: Los datos de comportamiento productivo y porcentaje de abundancia
relativa de los grupos microbianos encontrados en el rumen (a nivel de Familia) fueron
analizados con el uso de STEPWISE (SAS Institute Inc., Cary, NC, United States) para
estimar ecuaciones de regresion multiple que correlacionaran estos parametros.

Los analisis de varianza de una sola via (ANOVA) y las comparaciones de medias de
Tukey se hicieron con el software JMP14 PRO (SAS Institute Inc., Cary, NC, United
States).

BIOLOGICOS

RESULTADOS:
El procesamiento completo de las secuencias incluyd el recorte de extremos de baja

calidad, remocion de secuencias quiméricas y filtracion por tamafio, como se resume en la
Tabla 1.

Tabla 1. Resumen del procesamiento de secuencias de muestras de DNA
metagendmico ruminal, provenientes de ovejas control y suplementadas con
aditivos poliherbales

. Lecturas crudas # Final de

Tipo de muestra (R1+R2) ASVs secuencias
Control 1457016 660913 608992
Poliherbal 1565586 713336 658779
TOTAL 3022602 1374249 1267771

Se utilizd el menor nimero de secuencias obtenidas en una muestra individual (15,113)
para normalizar los datos y calcular el estimador de riqueza Chaol y los indices de: equidad
de Shannon y diversidad de Simpson (Tabla 2).
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Tabla 2. Andlisis de diversidad alfa de las comunidades microbianas presentes en
muestras de liquido ruminal de ovejas control y suplementadas con poliherbales

Muestra Chaol Shannon Simpson-e
Control 239+ 62.6 6.410.6 0.18+0.02
Poliherbal 246192.2 6.410.73 0.18+0.017

Las comunidades microbianas ruminales de los animales control y tratados con poliherbales
tienen valores de riqueza, equidad y diversidad similares. El ANOVA (n = 38; p <0.05) no
mostro diferencias estadisticas significativas en estos parametros.

Se identificaron 12 grupos microbianos a nivel de Familia que mostraron porcentajes de
abundancia relativa mayores al 1% (Figura 1): Methanobacteriaceae, Coriobacteriaceae,
Prevotellaceae, Rikenellaceae, Christensenellaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae,
Erysipelotrichaceae, Acidaminococcaceae, Veillonellaceae, Succinivibrionaceae y Orden
Bacteroidales, sin asignacion de Familia. Se agruparon como “Otros” todas aquellas
Familias bacterianas cuya abundancia relativa fue menor a 1%.

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de abundancia
de las Familias Ruminococcaceae (p<0.10), que disminuyd 0.7 veces respecto al control, y
Succinivibrionaceae (p<0.05), que aumento6 1.7 veces respecto al control, sin embargo, no
se detectd la asociacion de estas variaciones con la conversion alimenticia en el grupo
tratado, posiblemente debido al coeficiente de variacion de los resultados (0.70).

BIOLOGICOS
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Figura 1. Composicion y estructura de las comunidades microbianas ruminales (a nivel de Familia)
de ovejas control y suplementadas con aditivos poliherbales. Se sefialan las familias que mostraron
diferencias estadisticamente significativas: * (p<0.10), § (p<0.05).

Se identificaron 7 Familias microbianas con posibles efectos sobre el comportamiento
productivo de las ovejas estudiadas al presentarse correlaciones positivas entre:
- Methanobacteriaceae y ganancia diaria de peso, independientemente del tratamiento

(p=0.02, control; p=0.001, tratamiento)

- Coriobacteriaceae y ganancia diaria de peso, solo en el grupo control (p=0.02)

- Lachnospiraceae y el consumo de materia seca, asi como con el peso corporal final,
independientemente del tratamiento (p=0.002, control; p=0.004, tratamiento;
p=0.05, control; p=0.03, tratamiento, respectivamente)
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- Christensenellaceae y el consumo de materia seca, independientemente del
tratamiento (p=0.002, control; p=0.004, tratamiento)
- Ruminococcaceae y conversion alimenticia en el grupo control (p=0.01)
- Succinivibrionaceae y conversion alimenticia en el grupo control (p=0.01)
- Erysipelotrichaceae y conversion alimenticia en el grupo tratado con aditivos

poliherbales (p=0.008)
CONCLUSIONES:

Puesto que suele relacionarse a las arqueas metanogénicas con menor ganancia de peso en
rumiantes, llama la atencion el resultado obtenido en este estudio, por lo que se propone el
estudio a profundidad de la relacion que se establece entre protozoarios y arqueas en el
rumen, en particular en respuesta a dietas altas en granos y/o a la inclusion de aditivos
herbales ricos en metabolitos secundarios capaces de modificar esta interaccion.

Los miembros de la Familia Coriobacteriaceae se han reconocido como productores de
acetato, por lo que su disminucidon con el tratamiento poliherbal podria explicar el
incremento de propionato reportado previamente con este tipo de tratamientos (7), lo que
tendra una repercusion en la ganancia de peso de los animales.

La relacion positiva observada entre la conversion alimenticia de corderos no
suplementados con poliherbales y la abundancia relativa de las Familias Ruminococcaceae
y Succinivibrionaceae no era esperada, debido a que algunos miembros de la familia
Ruminococcaceae participan en la digestion de fibra en el rumen y las dietas altas en grano
contienen poca fibra; también se ha reportado que la presencia de metabolitos secundarios
vegetales, como flavonoides y antocianinas, puede estimular a las poblaciones de bacterias
fibroliticas (8), sin embargo, en este estudio, el tratamiento poliherbal provocod la
disminucion de estas dos Familias bacterianas, quiza por acumulacion de &cido lactico en el
rumen, proveniente de la fermentacion ruminal de los sustratos vegetales (9).

Se ha documentado la actividad celulolitica de la Familia Erysipelotrichaceae (10-11), lo
que explicaria su asociacion positiva con el consumo de forraje; ademas, también se ha
reportado que se incrementa su abundancia en animales que emiten menos metano (12);
aunque existe poca informacion disponible al respecto, resulta prometedor el estudio de las
interacciones ruminales que involucren a esta familia, asi como el de sus actividades
metabolicas.
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INTRODUCCION:

Las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR por sus siglas en inglés)
poseen gran interés en el campo agroecoldgico dado que se asocian a las plantas y
favorecen su crecimiento y desarrollo a través de las diferentes actividades metabolicas que
realizan (1). Estas actividades metabolicas, llamadas mecanismos de promocién de
crecimiento, pueden ser directos como la fijaciéon de nitrégeno, la produccion de
fitohormonas, la solubilizacion de P y K, la produccion de sider6foros y de compuestos
orgédnicos volatiles; o indirectos como el biocontrol de fitopatogenos, induccion de
resistencia sistémica, competencia y desplazamiento (2).

Las PGPR asociadas a cactaceas como E. platyacanthus resultan interesantes dado que se
encuentran en ambientes extremos propios de las regiones aridas que habitan estas plantas y
se presume que aumentan su capacidad adaptativa y de sobrevivencia en estos ambientes
(3); considerando que un gran ntimero de cactaceas como E. platyacanthus se encuentran
en un estatus de riesgo a su supervivencia (4, 5, 6), el uso de PGPRs podria ser una medida
de conservacion deseable (1). sin embargo, actualmente existen pocos estudios sobre la
asociacion de las cactaceas con bacterias de este tipo.

Por otro lado, se sabe que bacterias pertenecientes al mismo género o incluso a la misma
especie pueden tener variaciones en las actividades PGPR que realizan (7), estas
variaciones pueden ser debidas al estadio celular en el que se encuentre la bacteria (8), o
por modificaciones producidas por las interacciones entre el genoma y el ambiente (9).
Dadas por caracteristicas adaptativas que conllevan la adquisicion de nuevas secuencias
genéticas o el reordenamiento de las ya existentes, generando diversidad genética y
fenotipica (10).

De aqui parte la importancia de realizar una caracterizaciéon fenotipica completa de las
bacterias PGPR que poseen potencial para aumentar la capacidad adaptativa y de
supervivencia de las cactidceas a las que se asocian, y evaluar qué diferencias genéticas
existen entre cepas de una misma especie, que generan variacion en sus caracteristicas
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fenotipicas con la finalidad de comprender el vasto universo de las interacciones planta-
microorganismo.

BIOLOGICOS

OBJETIVO (S):

Caracterizaciéon bioquimica y gendémica de bacterias aisladas de la rizosfera de E.
Platyacanthus, y determinar las diferencias genéticas entre cepas de la misma especie que
producen variacion en las actividades PGPR que realizan.

MATERIALES Y METODOS:
Aislamiento, agrupacion e identificacion de los aislados.

Las cepas fueron aisladas de la rizésfera de Echinocactus platyacanthus, en el semidesierto
de Querétaro, México, cultivadas en medio liquido TY (triptona 5g/L, extracto de levadura
3g/L, CaCl2 1g/L, Agar 1.2% para medio solido) y criopreservadas en glicerol al 50%. El
agrupamiento del total de cepas aisladas se realiz6 mediante un anélisis de restriccion
enzimatica (REA) del gen 16S rRNA, previamente amplificado por PCR con los primers
8F y 1492R (11). En adicidn, secuencioé dicho gen con la empresa MACROGEN en Corea,
y las secuencias obtenidas mediante un analisis bioinformatico se usaron para la
identificacion taxondémica de cada cepa por comparacion con la base de datos de
EZTAXON (12).

Evaluacion de actividades PGPR.

Las actividades PGPR que se evaluaron fueron la produccion de indoles, la solubilizacion
de fosfatos, el biocontrol de hongos fitopatdégenos y la produccion de siderdforos, esta
evaluacion se llevo a cabo sembrando las bacterias en medio selectivo dependiendo de cada
actividad. La produccion de Indoles y la solubilizacion de fosfatos se evaluaron en medio
Burk (Glucosa 10 g/L, KH2PO4 0.41 g/L, K2HPO4 0.52 g/L, NaCl 0.05 g/L, CaCl2 0.2
g/L, MgS04-7H20 0.1 g/L y FeSO4 0.005 g/L; pH 6.8) y NBRIP (Glucosa 10 g/L,
Ca3(PO4)2 5 g/L, MgCI2*6H20 5 g/L, MgSO4*7H20 0.35 g/L, KCl 0.2 g/L y
(NH4)2S504 0.1 g/L; pH 7) respectivamente, haciendo un analisis colorimétrico; el
biocontrol de hongos fitopatogenos se realizd midiendo porcentajes de inhibicion en un
cultivo dual del hongo Fusarium solani vs cada bacteria en estudio en medio PDA (Agar
papa-dextrosa BD Bioxon 39 g/L) y la produccion de siderdforos se determind por la
produccion de halos de quelacion formados en medio LB-CAS (medio LB 900 mL,
Peptona de Caseina 10 g/L. , NaCl 10 g/L; Cromo azurol S 50 mL concentracion de 1.21
mg/mL, 10 mL de solucion de los iones metalicos concentracion 56 mg/L en HCl 10 mM y
CTAB 40 mL concentracion 1.82 mg/mL) (13).

Evaluacion in planta.

Se seleccionaron las 11 cepas que exhibieron las mejores caracteristicas PGPR y se
evaluaron mediante la inoculacion de plantulas de Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia
(Col-0), sin modificaciones genéticas (Wild type), con una suspension bacteriana [1.6x107
UFC/mL] de cada cepa en estudio; adicionalmente se emple6 como control negativo un
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grupo de plantulas inoculadas con agua destilada estéril. Las plantulas se trasplantaron a
macetas de polipapel de 6.5 x 6.5 x 8.5 cm (largo x ancho x alto) que contenian una mezcla
de suelo compuesta por: peat moss, agrolita y vermiculita, en proporciones 3:1:1:1,
respectivamente, misma que fue previamente tindalizada en autoclave y se colocaron en
una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h de luz por 8 h de oscuridad, a una
temperatura de 22+3°C durante 6 semanas. Se registraron los pardmetros de crecimiento
porcentaje de supervivencia, tiempo de aparicion del tallo principal, tiempo de aparicion de
los tallos secundarios, nimero de tallos, tiempo de aparicion de inflorescencias, nimero de
inflorescencias, presencia de hojas caulinares, diametro de la roseta, altura de cuerpo aéreo
y se realizod un analisis de varianza y un analisis de diferencia de medias de Tukey con los
valores obtenidos en la Gltima semana de medicion (7).

BIOLOGICOS

Caracterizacion genomica.

Se seleccionaron pares de cepas que pertenecieran a la misma especie y exhibieran
caracteristicas PGPR diferenciales para secuenciar sus genomas en la plataforma llumina
Mpyseq. El ensamble de novo se hizo con el software Geneious prime (14), la calidad del
ensamble se hizo con el software QUAST (15), la anotacidn en la plataforma RAST (16) y
con el software PROKKA (17), y el andlisis de gendmica comparativa con el alineador
Mauve (18).

RESULTADOS:

Se aislaron un total de 268 cepas bacterianas que se dividieron en 45 grupos por andlisis de
restriccion enzimatica, se selecciond un representante de cada grupo para hacer una
identificacion bacteriana a través del gen 16S rRNA, la cual indicoé que las bacterias
pertenecian principalmente a los géneros Bacillus y Pseudomonas, aunque también fue
posible encontrar otros géneros como Stenotrophomonas 'y Paenibacillus (11).

Por otro lado, la evaluacion PGPR in vitro de las 45 cepas representativas de los grupos
obtenidos por REA indicé que existen diferencias estadisticamente significativas entre los
resultados obtenidos, todas las cepas son capaces de producir indoles, solubilizar fosfato y
ejercer control biologico sobre F. solani en diferentes medidas; para el caso de la
produccion de sideroforos, existen diferentes casos dado que hay cepas capaces de quelar
todos los iones metalicos que se probaron, otras que solo pueden capturar algunos de ellos y
algunas otras que no producen sider6foros como es el caso de las cepas pertenecientes al
género Bacillus (13).

Gracias a los resultados obtenidos de las actividades PGPR fue posible seleccionar 11 cepas
que mostraron las mejores caracteristicas para hacer la evaluacion in planta de la cual se
pudo determinar que existen diferencias estadisticamente significativas entre los resultados
obtenidos de los diferentes pardmetros evaluados en las plantas sometidas a los diferentes
tratamientos. Con estos resultados se pudo determinar que cepas resultaron mas benéficas
para las plantas, siendo tres las que presentaron los mejores resultados (7), se buscaron sus
contrapartes en la coleccion de cepas considerando que pertenecieran a la misma especie y
que presentaran menos actividad PGPR de acuerdo con su caracterizacion, y se les envio a
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secuenciar el genoma completo para realizar el ensamble y la anotacion de cada uno asi
como realizar un analisis de gendmica comparativa entre pares de cepas de la misma
especie.

BIOLOGICOS

Hasta el momento se cuenta con el ensamble y la anotacion completos del genoma de una
de las cepas en estudio, que, de acuerdo con una identificacion basada en genoma se trata
de una cepa de la especie Pseudomonas atacamensis que posee un gran numero de genes
relacionados a la promocion del crecimiento. Los otros genomas estdn en proceso de
ensamblado.

CONCLUSIONES:

De las 268 cepas aisladas inicialmente se obtuvieron 45 grupos de los cuales se selecciono
un representante, las pruebas PGPR realizadas indicaron que cada uno de estos
representantes tienen capacidades PGPR distintas y 11 de ellas tienen las mejores
caracteristicas de promocion de crecimiento. Estas 11 cepas fueron probadas in planta y se
compararon con dos controles, uno negativo y uno positivo, los tratamientos con las
bacterias en estudio presentaron mejores resultados que el control negativo y algunos de
ellos fueron equiparables con los resultados obtenidos por el control positivo lo que indica
que estas bacterias son capaces de ejercer un efecto benéfico en las plantas.

De las 11 cepas probadas in planta destacan 3 que exhibieron los mejores resultados, de la
secuenciacion de sus genomas y de sus contrapartes se pudieron obtener librerias
gendmicas que serviran para el ensamble del genoma de cada bacteria y la respectiva
anotacion funcional de los mismos, asi como la comparacion y determinacion de
diferencias gendémicas que impacten en sus caracteristicas PGPR.

Uno de los genomas ya ha sido ensamblado y anotado en su totalidad y fue posible
determinar, por un lado, que pertenece al género Pseudomonas especie atacamensis y por
el otro que posee un gran numero de genes relacionados a quimiotaxis y movilidad,
metabolismo de potasio, adquisicion y metabolismo de iones metalicos, por mencionar
algunos, y que a su vez estan relacionados con la promocidn del crecimiento de plantas;
cabe mencionar que el género Pseudomonas posee multiples reportes como PGPR.
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INTRODUCCION:

La obesidad se considera un problema de salud grave que afecta a una proporcidon
significativa de personas de todas las edades en todo el mundo [1]. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como una acumulacion anormal o
excesiva de grasa que puede perjudicar la salud [2]. La obesidad es un estado de
inflamacion cronica caracterizada por un exceso de tejido adiposo [3]. El tejido adiposo es
un o6rgano metabolico y endocrino, responsable del almacenamiento de energia y la
secrecion de moléculas bioldgicamente activas (adipoquinas), incluyendo hormonas
(leptina), citoquinas (IL-6 y TNF-a), quimiocinas (IL-8 y MCP-1), factores de crecimiento
(nervio factor de crecimiento [NGF], HGF) y otros [4]. La funcién principal de las
adipoquinas es regular el apetito, el equilibrio energético, la deposicion de grasa, la
homeostasis de la glucosa, el metabolismo de los lipidos, la inmunidad, la sensibilidad a la
insulina, angiogénesis, procesos inflamatorios y la presion arterial [5]. Por otro lado, un
nivel elevado de leptina y marcadores inflamatorios (IL-1 B, IL-6, TNF-a, IL-8 y MCP-1)
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en suero se ha asociado con la obesidad. La leptina es una de las principales adipoquinas
que influyen en la ingesta de alimentos, el peso corporal y la homeostasis energética [6]. La
concentracion de leptina es variable y aumenta en relaciéon con el aumento del tejido
adiposo. Sin embargo, los estudios muestran que la leptina concentracion en suero puede
ser modificada por macronutrientes (dcidos grasos, carbohidratos y proteinas). Por otro
lado, la ingesta de nutrientes tiene una influencia directa en el aumento de peso y, en
consecuencia, sobre el IMC, la grasa corporal y otras medidas antropométricas, impactando
en los niveles de adipocinas.

BIOLOGICOS

OBJETIVO (S):

Evaluar los pardmetros antropométricos, indicadores de salud, adipoquinas y niveles de
insulina en una poblacion de jovenes universitarios con una dieta habitual.

MATERIALES Y METODOS:

Seleccion de la poblacion: En este estudio, se invitaron a participar a 378 adultos jovenes
universitarios entre 18-22 afios de la Universidad Autonoma Metropolitana —Unidad
Xochimilco en la Ciudad de México. De los cuales 117 jovenes fueron excluidos por
alcoholismo, tabaquismo, embarazo, periodo menstrual, uso de antibidticos, narcéticos,
lactancia, diarrea y vegetarianismo o veganismo; 171 no asistieron y solo 90 asistieron al
estudio antropométrico y completaron el cuestionario sobre la frecuencia de consumo de
alimentos. Para la determinacién de pardmetros bioquimicos y adipoquinas, se pareo la
poblacion por edad, sexo e IMC.

Analisis antropométrico: El indice de masa corporal (IMC) se midié de acuerdo a los
criterios de la OMS (delgado < 25 kg/m2, sobrepeso 25-30 kg/m2 y obeso < 30kg/m2) [2].
Se determin6 la circunferencia de la cintura (CC) y la cadera para calcular la relacion
cintura-cadera (WHR) y la relacion cintura-altura (WHtR). El porcentaje de grasa corporal
(BFP) y el area de grasa visceral (VFA) se determinaron mediante andlisis de impedancia
bioeléctrica multifrecuencia segmentaria (SMF-BIA) utilizando un Inbody 720 Biospace,
Seul, Corea.

Analisis dietético: La informacion dietética se realizd por un cuestionario semicuantitativo
de frecuencia de consumo de alimentos (FFQ). El cuestionario se utilizo para determinar la
energia total ingesta, proporcion de proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales y vitaminas
en la dieta de todos los participantes durante el afio anterior. La estimacion e interpretacion
de nutrientes la ingesta se determindé mediante el software SNUT y las tablas de

composicion de energia y nutrientes, desarrollada y validada por el Instituto Nacional de
Salud Publica (INSP) [7].

Analisis bioquimico: Se recogi6é una muestra de sangre en ayunas después de un ayuno de
12 horas. El suero se obtuvo por centrifugacion a 2000-3500 rpm durante diez minutos y
almacenado a -20 °C hasta su andlisis. Analisis bioquimico incluia glucosa, triglicéridos,
colesterol total y lipoproteinas de alta densidad; todas las biomoléculas se determinaron por

136



m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIégiCOS

Analizador Bioquimico Ikem (Kontrollab, México), y los resultados fueron en comparacion
con la referencia [8,9].

BIOLOGICOS

Analisis de adipoquinas: Las muestras de suero se utilizaron para determinar leptina, TNF
a, IL-6, IL-8, MCP-1, HGF e insulina. Todos los componentes se ensayaron con el panel de
microesferas magnéticas de adipoquinas humanas MILLIPLEX MAP 2 (Millipore, EE.
UU.) Endocrine Multiplex Assay kit y se analizé con el MAGPIX® (Luminex, EE. UU.).

Analisis estadistico: Las diferencias significativas en datos antropométricos, sangre,
adipocinas y andlisis dietético entre individuos delgados, con sobrepeso y obesos fueron
determinadas por Kruskal-Wallis (p < 0.05) y la prueba de multiples comparaciones de
Dunn usando el software GraphPad Prism version 5.01. Las correlaciones entre los niveles
de adipocinas, parametros antropométricos y nutrientes se evaluaron en toda la poblacion
sin estratificacion. Todos los datos se normalizaron elevandolos al cuadrado, antes de
realizar el analisis de correlacion de Pearson (p < 0,05).

RESULTADOS:

En la Cuadro 1 se muestra la composicioén corporal promedio de los grupos estudiados. En
donde no se encontraron diferencias significativas en la altura para cada sexo (159,6 + 14,8
mujeres y 171,2 + 6,2 hombres). Como se esperaba, el IMC fue diferente (p < 0.05) entre
delgados y obesos en ambos sexos. Ademas, WHR, WHtR, BFP y VFA aumentaron a
medida que aumentaba el IMC (Cuadro 1). Segin CC, mujeres y hombres obesos,
mostraron un riesgo de enfermedades cardiovasculares debido a los valores mostrados. El
porcentaje de grasa corporal (BFP) también fue diferente entre mujeres delgadas sobrepeso
y delgadas y obesas (p < 0,05); en los hombres se encontraron diferencias (p < 0,05) entre
delgados y obesos. Los sujetos con sobrepeso y obesos de ambos sexos mostraron mayor
BFP a lo recomendado, lo que confirma el estado nutricional de los individuos, ya que el
IMC no considera la cantidad de grasa en el cuerpo. Mujeres y hombres con sobrepeso y
obesos mostraron un valor de VFA mas alto que la recomendacion (usuario de Inbody
720manual) (Cuadro 1). E1 WHR fue significativamente diferente entre hombres y mujeres
delgados y obesos. Ademads, las mujeres y los hombres obesos mostraron valores superiores
a los recomendados, lo que indica riesgo de enfermedades cardiometabolicas. Por otro lado,
no hay diferencias significativas entre los individuos obesos y con sobrepeso de WHtR de
ambos sexos en comparacion con individuos delgados (Cuadro 1). Ademas, el sobrepeso y
obesos de ambos sexos presentaban riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares.
En el caso del HOMA-IR, ambos sexos presentaron valores superiores a las
recomendaciones, excepto para el grupo de hombres delgados.

En este trabajo para estudiar la composicion corporal de la poblacion, utilizamos BFP, VFA
y SMM; también se utilizaron como indicadores de la distribucion de grasa. En general, la
poblacion obesa mostrd los valores mas altos de BFP y VFA, lo que podria aumentar los
riesgos para la salud y el metabolismo. En cuanto a SMM, se observd que a medida que
aumentaba el IMC, SMM disminuia, mientras que BFP y VFA aumentaban. En definitiva,
en cuanto a las medidas antropométricas, aunque se encontraron diferencias en la
composicion corporal entre mujeres y hombres delgados y obesos, los grupos con
sobrepeso se encontraban en un estado intermedio entre delgados y obesos. Esto indica que
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existe una alta posibilidad de que en un futuro cercano su condicion nutricional se
transforme a obesidad si no cambian sus habitos nutricionales y estilo de vida. Los valores
bioquimicos obtenidos estuvieron dentro de los rangos recomendados. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de leptina entre delgados y obesos en

BIOLOGICOS

Cuadro 1. Medidas antropométricas y parametros bioquimicos de la poblacion de estudio

Mujeres Hombres

Delgados Sobrepeso Obesos Delgados Sobrepeso Obesos

Altura (cm) 158+4 155+15 162+4 170+49 16747 172+4
Peso (Kg) 5446° 71x11% 92+16* 63+6° 80740 104+11*

IMC (kg/m?) 21£2° 28422 35452 22+1° 28+1% 35432
CC (cm) 73+7° 8572 102+172 79+6° 924620 111112
WHR 0.81+0.03 0.80+0.05 0.86+0.06 0.86+0.05 0.89+0.02 0.96+0.10
WHtR 0.46+0.04° 0.53+0.04% 0.62+0.1° 0.47+0.04° 0.55+0.04% 0.64+0.1°

BFP (%) 26+8° 3942 48+4* 15+£7° 23£12% 42+7°

ambos sexos (figura 1A); no se encontraron diferencias significativas entre mujeres y
hombres obesos. Ademas, los niveles de leptina aumentaron junto con el IMC. La figura 1B
muestra diferencias significativas en los niveles de insulina entre delgados y obesos
mujeres y hombres. Los niveles de leptina e insulina aumentaron con BFP (Cuadro 1 y Fig.
1A y B). Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de
marcadores inflamatorios IL-6, IL-8, MCP-1 y TNF-a y HGF, entre mujeres sobrepeso y
obesas y hombres en comparacion con individuos delgados.
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VFA (cm?) | agx14n | g0x1s® | 145x42r | sseIs® | 9gs12® | 163+30°
SMM (%) 406" 331 2920 4840 4123 33440
BMC (kg) | 2:020 | 2:030 | 36060 | 304 | 3x04 | 3205

IMC: indice de masa corporal; CC: circunferencia de cintura WHR: relacion cadera-cintura; WHtR: relacion cintura-estatura; BFP:
porcentaje de grasa corporal; VFA: area de grasa visceral; SMM: masa muscular esquelética; BMC: contenido mineral dseo. Letras
diferentes significan diferencia (p < 0.05) entre grupos del mismo género. El simbolo 9, indica que estos valores fueron altos de
acuerdo a los rangos normales para la poblaciéon mexicana.

Figura 1A niveles de leptina;1B niveles de insulina
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El andlisis de correlacion entre los niveles de leptina e insulina con pardmetros
antropométricos e indicadores de salud se muestra en cuadro 2. Las otras adipoquinas no
mostraron correlaciones. Por otro lado, la resistencia a la insulina también se calculd segun
HOMA-IR. Se encontré un valor de HOMA-IR de 4.3 y 5.0 para obesos mujeres y
hombres, respectivamente, que es superior a la referencia para la poblacion joven
mexicana. Ademas, mujeres delgadas y con sobrepeso y los hombres con sobrepeso
mostraron el mismo comportamiento. Esto indica que la masa grasa y los niveles de
insulina podrian ser los principales determinantes de los niveles de leptina sérica en adultos.
Ademas, este estudio mostrd una correlacion significativa entre la leptina y HOMA-IR (12=
0.41) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Correlacion entre adipoquinas y medidas antropométricas

Leptin Insulin

Weight 0.60* 0.45*
BMI 0.67* 0.37*
PBF 0.75* 0.40*
VFA 0.66* 0.48%*
WHR 0.11 0.43*
WHtR 0.67* 0.42*
HOMA-IR 0.41%* 0.91*

CONCLUSION:
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El uso de indicadores de salud como VFA, WC, WHR, WHtR y HOMA-IR es una
herramienta util en la determinacion de la salud riesgo y estos indicadores se correlacionan
con los niveles de leptina e insulina en la poblacion estudiada, lo que probablemente podria
deberse a BFP y la alta ingesta de grasas de los alimentos. Si los héabitos nutricionales de
los grupos de estudio no se modifican, estos niveles podrian mantenerse y, en el futuro,
conducir a una disminucion en el estado saludable.

BIOLOGICOS
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ALGORITMO BIOINFORMATICO PARA CARACTERIZAR

FAMILIAS DE JGENES: IDENTIFICANDO GENES DE LA FAMILIA DEL FACTOR
IRULENCIA EGH16 EN Beauveria bassiand
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Palabras clave: Algoritmo bioinformatico, subfamilias de genes, factor de virulencia Eghl6.

INTRODUCCION: Una familia de genes se compone de secuencias homélogas funcional
y estructuralmente relacionadas [1]. El estudio individual de genes sigue siendo un enfoque
ampliamente usado para caracterizar familias. Estos estudios funcionales pueden resultar
complejos cuando los genes de la familia presentan regiones altamente conservadas, sin
embargo, la identificacion de regiones uUnicas dentro de estos genes puede resolver este
problema. El factor de virulencia Egh16 comprende una familia de genes encontrada en
hongos fitopatdgenos y entomopatogenos, principalmente [2]. Los estudios sobre la familia
Egh16 son limitados. Nuestro grupo de trabajo ha desarrollado un algoritmo bioinformético
para identificar y caracterizar genes en especies no secuenciadas usando genomas de
referencia.

OBJETIVO (S):

1) Desarrollar un algoritmo bioinformatico para identificar regiones unicas en familias de
genes homologos para su aplicacion en biomedicina y biotecnologia.

2) Identificar y caracterizar in silico y por PCR de la familia de genes Egh16 en el hongo
entomopatdgeno Beauveria bassiana.

MATERIALES Y METODOS: Para este trabajo se usé el aislado CHE-CNRCB-546 de
B. Bassiana donado por el Centro Nacional de Referencia de Control Biologico (CNRCB).
Esta cepa no se encuentra secuenciada, la Unica informacion disponible es la zona
geografica del aislamiento y el hospedero que infecta. Se desarroll6 un algoritmo en
lenguaje de programacioén Python usando los modulos: math, pandas, matplotlib, scipy,
numpy y collections. El algoritmo fue validado in silico e in vivo (Figura 1). La validacion
in silico se realiz6 de dos maneras: i) la primera consistid6 en identificar k-meros
compartidos entre subfamilias de genes, y ii) la segunda consisti6 en un Blastn de las
regiones unicas identificadas por el algoritmo contra los genomas de cinco cepas de B.
bassiana secuenciadas y depositadas en la base de datos NCBI. Finalmente, la validacion in
vivo consistio en la realizacion de una PCR usando un par de primers generados por el
algoritmo empleando ADN genomico del aislado CHE-CNRCB-546 de B. Bassiana.
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RESULTADOS: El algoritmo bioinformatico permite identificar regiones unicas y
especificas dentro de subfamilias de genes. Estas regiones son idoneas para disefar primers
exclusivos de subfamilia, sin el riesgo de obtener falsos positivos. El algoritmo permite
disefiar primers usando parametros preestablecidos como temperatura de fusién, contenido
de GC, formacion de autodimeros y heterodimeros, y estabilidad del extremo 3’. El tiempo
de respuesta del algoritmo fue corto permitiendo obtener una familia de primers en menos
de un minuto. La validacion por Blastn permitié probar si los primers se unen de forma
especifica a las subfamilias de genes. Como parte de la validacion in vivo las secuencias
fueron secuenciadas por el método de Sanger, y las secuencias obtenidas fueron sometidas a
un andlisis filogenético para agrupar los genes en funcion de la homologia de secuencias

(Figura 2).

CONCLUSIONES: Se realiz6 un analisis in silico en cepas de Beauveria bassiana 'y se

identifico la existencia de hasta cuatro subfamilias del factor de virulencia Egh16. El

algoritmo bioinformatico desarrollado en este trabajo permitié identificar in vivo el gen BB

CHE-CNRCB-546-001-Egh16 perteneciente a una subfamilia de la familia Egh16 en el
aislado CHE-CNRCB-546 de B. Bassiana, el cual no se encuentra secuenciado. Este

algoritmo puede ser usado para identificar y caracterizar genes en especies no secuenciadas.
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Palabras clave: Longitud telomérica, DNA mitocondrial, clozapina, trastornos psicoticos.

INTRODUCCION: Los trastornos psicoticos se han asociado con una mayor mortalidad'y
existe evidencia de que los pacientes con esquizofrenia presentan envejecimiento
acelerado®. Por otro lado, se ha reportado que el tratamiento con antipsicoticos como
clozapina (CLZ) podria retrasar el envejecimiento manteniendo la longitud telomérica
(LT)%y la funcién mitocondrial®. Sin embargo, los resultados son controversiales por lo que
es importante ampliar la investigacion en este sentido.

OBJETIVO (S): Evaluar la LT y el numero de copias de DNA mitocondrial (mtDNA-CN)
con la respuesta al tratamiento con CLZ en pacientes con trastornos psicoticos.

SUJETOS Y METODOS: Siguiendo las consideraciones éticas correspondientes con el
protocolo INNN 38/19, se incluyeron 58 pacientes con trastornos psicoticos bajo
tratamiento con CLZ y 58 controles pareados por edad y sexo (sujetos sanos sin
antecedentes de enfermedades neurologicas y psiquiatricas). Los pacientes se clasificaron
en respondedores y no respondedores de acuerdo con el porcentaje de reduccion global de
sintomas a la semana 18 medido por PANSS. La LT y el mtDNA-CN de leucocitos se
analizaron mediante qPCR y el método AACT. El andlisis estadistico se realizd6 mediante
prueba U de Mann-Whitney y la correlacion entre estos biomarcadores con el software R.

RESULTADOS: La comparacion de la LT entre pacientes y controles mostrd diferencias
significativas en la LT (Figura 1A) obteniendo un valor W = 639, con una p=0.003676. Con
respecto al mtDNA-CN también se encontraron diferencias significativas entre pacientes y
controles (Figura 1B). En el analisis de U de Mann- Whitney se obtuvo un valor W = 582 y
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1. Comparacion de la LT (A) y de mtDNA-CN (B) entre pacientes con trastornos psicoticos bajo tratamiento
con CLZ y controles.

En cuanto a la respuesta, no se observaron diferencias significativas en la LT y el mtDNA
CN entre los pacientes respondedores y no respondedores. Ambos marcadores de
envejecimiento mostraron una correlacion negativa y no significativa (r=--0.16, p>0.05).

CONCLUSIONES: La LT y el mtDNA-CN fueron mayores en pacientes vs. controles, lo
cual podria sugerir que la CLZ modula estos marcadores de envejecimiento. Es necesario
realizar estudios futuros en pacientes tratados con otros antipsicoticos y/o en pacientes sin
tratamiento.
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INTRODUCCION:

Los microorganismos juegan un papel esencial en todos los ambientes, intervienen en el
reciclaje de toda la materia orgénica, participan en todos los ciclos biogeoquimicos, en la
reconstitucion del suelo, en el tratamiento de aguas, en la produccion de metabolitos
necesarios como sustratos para otros microorganismos o para otras especies, en la
produccion de vitaminas para las especies animales y de fitohormonas para los vegetales,
entre otros. Debido a las funciones y propiedades que poseen, las bacterias se han
convertido en uno de los principales objetos de estudio en el area biotecnoldgica. Una de
las problematicas a las que nos enfrentamos es que aun se conoce muy poco sobre la
biodiversidad de los diferentes ecosistemas, entre ellos el suelo, del cual se estima que
menos del 1% de los microorganismos son cultivables en el laboratorio (Singh y
Macdonald 2010; Montafio Arias et al., 2018), lo que ha llevado al desarrollo de nuevas
tecnologias para el aislamiento, obtencion y caracterizacion de nuevas cepas bacterianas,
que pueden ser aprovechadas para el desarrollo biotecnologico.

El método tradicional de aislamiento, que consiste en el sembrado sobre un medio de
cultivo gelificado, permite la obtencion de cepas cuyos requerimientos nutricionales y
condiciones fisicas de crecimiento no son estrictas. Sin embargo, los resultados s6lo son el
reflejo de aquellas bacterias que tienen la capacidad de reproducirse rapidamente bajo esas
condiciones y/o que pueden inhibir el crecimiento de otras (Benites, 2021).
Adicionalmente, el sobrecrecimiento y la competencia por los nutrientes desfavorece la
obtencion de cepas de lento crecimiento y que tienen requerimientos nutricionales
especificos o estrictos.

Para intentar mejorar la profundidad de los aislamientos y obtener mejores resultados, la
idea de mimetizar el entorno natural fue una idea fundamental en el desarrollo de distintos
métodos, dando resultados notables. La forma mas sencilla consiste en realizar el
aislamiento “in situ”, como con el I-Tip o el iChip (Chip de aislamiento), que permiten
realizar aislamientos en el propio ecosistema (Nichols et al., 2010; Jung et al., 2014). El I-
Chip a través de una matriz con microcompartimentos que impiden el paso de las bacterias,
pero permiten el intercambio de nutrientes y sefales quimicas entre los distintos
microorganismos y también en el medio (Nichols et al., 2010; Lohdi et al., 2018). Ademas,
el iChip esta disefiado para que cada pozo inoculado con la muestra contenga una sola
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Unidad Formadora de Colonia (UFC), disminuyendo el fenémeno de inhibicion y
sobrecrecimiento anteriormente atribuidos al asilamiento en placa de Petri.

BIOLOGICOS

OBJETIVO:

El objetivo del presente trabajo es estudiar el método de aislamiento tradicional y el método
de aislamiento del iChip para obtener cepas puras a partir de muestras de suelo productoras
de sustancias bioactivas de interés biotecnoldgico.

MATERIALES Y METODOS:

Se aislaron bacterias a partir de una muestra de sustrato comercial (Premier® Peat Moss)
utilizando dos métodos de aislamiento. El primer método consistidé en realizar diluciones
decimales seriadas hasta extincion para el conteo y obtencion de UFC. Una vez realizadas
las diluciones, se procedi6 al sembrado en agar nutritivo. Los ensayos se realizaron por
triplicado. Posteriormente se seleccionaron colonias aisladas y se resembraron hasta
obtener cepas puras.

En el segundo método de aislamiento se utilizé el iChip: conjunto de tres placas planas (una
central y dos externas) que contienen multiples orificios que coindicen entre ellas. La placa
central se inocula con la dilucion seleccionada (107%y 107%, la cual garantiza al menos la

presencia una célula) y se cubre con membranas y las placas externas para evitar que las
células escapen (Nichols et al. 2010) (Figura 1). Posterior al tiempo de incubacion, in situ,
el iChip se desmonta y se realiza el traslado de cada pozo a cajas Petri con agar nutritivo
para la incubacion y crecimiento del microorganismo aislado.

Cada una de las cepas aisladas fue descrita
segun sus caracteristicas morfologicas y
bioquimicas: tamafo de la colonia, color,
borde, forma, elevacion, consistencia,
produccion de enzimas (amilasas, fosfatasas,
lipasas y proteasas) y dacido indolacético
(AIA). Ademas, se realizo tincion de Gram

Figura 1. Chip de aislamiento (iChip) para el cultivo para detectar la forma y agrupaci()n celular.
microbiano in situ de alto rendimiento. (A) Placa con

multiples orificios en una suspension de células parala [ g producci()n de agentes antimicrobianos

captura (en promedio) de una sola célula (B). (C) Las . . ,
membranas por cada lado cubren el conjunto de orificios. por las bacterias aisladas se llevo a cabo en

Imagen tomada de Nichols y colaboradores (2010). caja Petri, exponiéndolas a los patdégenas de
prueba y evaluando el efecto inhibitorio.

RESULTADOS:

Se obtuvo un total de 26 cepas aisladas: 18 cepas por método tradicional de sembrado en
caja Petri, y 8 cepas utilizando el iChip. De las dieciocho cepas aisladas con el método
tradicional, dos cepas pertenecen a actinomicetos (bacterias filamentosas Gram positivas de
lento crecimiento) y dieciséis a bacterias no filamentosas, mientras que, de las cepas
obtenidas con el iChip, seis pertenecen a actinomicetos y dos a bacterias no filamentosas.
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La caracterizacion bioquimica permiti6 identificar cepas productoras de enzimas,
solubilizadoras de fosfato y productoras de 4acido indolacético. Adicionalmente, cinco
bacterias inhibieron el crecimiento de diferentes bacterias patdgenas (Tabla 1).

BIOLOGICOS

Tabla 1. Caracterizacion bioquimica (produccién de enzimas y AIA) y actividad antimicrobiana.

Método de Cepas productoras de enzimas Productoras Cepas inhibidoras de
aislamiento de ATIA bacterias patéogenas
Amilasa | Lipasa | Fosfatasa | Proteasa

4 cepas inhibidoras de

Sembrado 2 9 8 0 1 .
Pseudomonas aeruginosa
en placa
iChip 4 0 5 0 0 1 cepa inhibidora de Sarcina

lutea y Staphylococcus
aureus

El iChip permitio aislar bacterias puras de rapido y lento crecimiento con requerimientos
nutricionales medianamente estrictos, debido a que esta técnica permite complementar el
medio de cultivo utilizado con los nutrientes y otras sustancias presentes en el suelo que
pasan por difusion a través de la membrana. Ademas, el iChip estd disefiado para que cada
pozo contenga una sola UFC, lo que aumenta la probabilidad de aislar bacterias que, en los
métodos tradicionales de aislamiento, pueden ser inhibidas por otras bacterias de rapido
crecimiento.

El método tradicional de sembrado en caja Petri permiti6 aislar un mayor nimero de cepas.
A pesar de ser un método rapido y facil, una vez que se inocularon con las diluciones se
tuvo que resembrar cada cepa hasta confirmar la pureza. Otro aspecto importante de este
método es que las cepas obtenidas son aquellas que crecen bajo las condiciones utilizadas
en el laboratorio.

CONCLUSIONES:

El aislamiento por ambos métodos permitid la obtenciéon de bacterias con diferentes
caracteristicas, cada método proporciona condiciones distintas de crecimiento, como la
disponibilidad de nutrientes y la interaccién con otros microorganismos, que favorece o
discrimina el desarrollo de cierto grupo de bacterias.

El andlisis preliminar de cada cepa proporciona informacion de aquellas que podrian ser
consideradas para estudios bioldgicos y quimicos mas profundos para su uso en el
desarrollo de productos biotecnoldgicos.
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INTRODUCCION

En la atmosfera existe una gran cantidad y diversidad de contaminantes, los cuales tienen distintas
repercusiones en el clima, la salud y los ecosistemas, siendo esta ultima afectada
principalmente por la alteracion de los ciclos naturales (Ciclos biogénicos), como el del
carbono, azufre, fosforo etc. (SEMARNAT, 2009). La contaminacion atmosférica se define como
la alteracion de la composicion natural de la atmodsfera como consecuencia de la presencia de gases
y suspension de particulas, ya sea por causas naturales o por la accion del hombre (Morales, 2006).
Dentro de los contaminantes se destacan las particulas solidas, también conocidas como particulas
suspendidas, aeroparticulas, material particulado (del inglés particulate matter) y aerosoles
atmosféricos, siendo este ultimo el nombre mas comun entre la comunidad cientifica (Pope y
Dockery, 2006; Manzanares et al., 2011).

En los ultimos 20 afios se ha estudiado la contaminacion en la Zona Metropolitana del Valle de
México (ZMVM), con el objetivo de reducir la concentracion de contaminantes suspendidos en la
atmosfera. Sin embargo, debido a la ubicacidon geografica de la ZM VM, se favorece la acumulacion
de los contaminantes debido a la escasa circulacion de vientos y la dispersion los contaminantes.
Asi mismo, el continuo desarrollo demografico e industrial obliga a la metropoli a extender sus
fronteras a los limites de areas ecologicas protegidas, resultando en el incremento del deterioro de la
calidad del aire (Hidalgo-Reyes, 2016).

Durante la ultima década, el gobierno mexicano ha logrado avances significativos en la mejora de la
calidad del aire. Sin embargo, los residentes de la ZMVM siguen expuestos a concentraciones de
contaminantes transportados por el aire que exceden los estandares de calidad del aire ambiental,
especialmente PM y ozono, los dos contaminantes mas importantes desde el punto de vista de la
salud publica (Molina et al., 2010). Por esta razon, es necesario realizar una caracterizacion quimica
con el fin de observar los principales compuestos y poder atribuir fuentes.
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OBJETIVO: El objetivo general del presente trabajo consistid en realizar la caracterizacion
quimica (composicion elemental e iones inorganicos solubles en agua) de las particulas PM, s al sur
de la Ciudad de México mediante el empleo de diversas técnicas analiticas (Fluorescencia de Rayos
X y Cromatografia de Intercambio I6nico.

MATERIALES Y METODOS
Sitio de muestreo

Durante el periodo comprendido del 12 al 21 de mayo del 2022, se realizd6 una campana de
medicion de contaminantes atmosféricos en la azotea del Instituto de Ciencias de la Atmosfera y
Cambio Climatico de la de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), mismo que se
encuentra ubicado en la zona suroeste de la Ciudad de México, en las coordenadas de latitud
19.3262° N, longitud 99.1761° W. Este sitio de muestreo esta caracterizado principalmente por
estar rodeado de edificios académicos, asi como de areas verdes, como la Reserva del Pedregal de
San Angel que se encuentra ubicada a 1.4 km de la estacion. Ademas de que se caracteriza por tener
un bajo flujo vehicular y constante de autobuses y/o autos particulares. Sin embargo, a 650 m se
localiza la Avenida Antonio Delfin Madrigal donde de manera constante hay transito de vehiculos,
camiones pesados y motocicletas (Hidalgo-Reyes, 2016; Vega, 2022).

Periodo de muestreo

Las muestras PM,s de aerosol atmosférico fueron recolectadas en filtros de cuarzo y teflon
haciendo uso de impactadores MiniVol (AirMetrics) con cabezales de 2.5 um durante periodos
muestreo de 24 horas, desde las 8:00 a.m.-9:00 a.m. hasta las 8:00 a.m.-9:00 a.m. del siguiente dia,
del 12 al 21 de mayo de 2022. Asi mismo, se realizé la recoleccion de aerosol atmosférico haciendo
uso de un impactador de cascada MOUDI (Micro-Orifice Uniform Deposit Impactor, por sus
siglas en inglés), durante periodos de muestreo de 5 horas aproximadamente, del dia 12 al 20 de
mayo del 2022.

Equipos de muestreo
e Impactador MiniVol

El MiniVol TAS (Tactical Air Sampler, Airmetrics) es un equipo portatil empleado para realizar
muestreos de material particulado atmosférico. Este equipo funciona como una bomba de succion,
controlada por un temporizador programable, que puede configurarse para realizar ciclos de
muestreo de 24 horas o hasta de una semana.

En este equipo, el aire muestreado pasa por un cabezal PM2.5, en el cual las particulas mayores a
2.5 miras chocan con un plato de impactacion ubicado en la parte inferior del fragmentador,
mientras que las menores o iguales a 2.5 micras siguen las lineas de flujo y son depositadas sobre
un sustrato, de teflon o de cuarzo, segun sea el caso (Hidalgo-Reyes, 2016).

e MOUDI

Se realizo la recoleccion de particulas presentes en la atmosfera por impacto inercial haciendo uso
de un impactador de cascada MOUDI. Este equipo consta de ocho etapas para separar particulas en
funcién de su diametro aerodinamico (tamaiios de corte de 0.18, 0.32, 0.56, 1.0, 1.8, 3.2, 5.6 y 10.0
um). En este equipo, cada etapa posee un plato de impactacion, sobre el cual se coloca un sustrato
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de aluminio, y son asegurados o fijados mediante imanes impidiendo que se muevan durante el
muestreo. Adicionalmente al equipo se le adapta una bomba de vacio externa, la cual
permite tomar una muestra de aire de la atmosfera continuamente con un flujo constante, para
asegurar que las particulas de aerosol puedan ser colectadas a bajas velocidades de flujo y a su vez
evitar caidas excesivas de presion (Alvarez-Ospina, 2009; Cordoba et al., 2021).

Datos de contaminantes atmosféricos

Las variables de contaminantes atmosféricos como O;, CO, SO,, NO, NO,, NOyx, PM,s, se
obtuvieron de la Red Automatica De Monitoreo Atmosférico (RAMA), instalada en la UNAM. La
obtencion de estos datos fue con la finalidad de plantear comparaciones entre los datos obtenidos de
las mediciones realizadas durante la campafa de muestro y los datos obtenidos por la RAMA, en
€aso necesario.

Datos meteorologicos

Las variables meteorologicas como temperatura, humedad relativa, radiacion, direccion y velocidad
del viento se obtuvieron de la estacién meteoroldgica de la Red Universitaria de Observatorios
Atmosféricos (RUOA), instalada en la UNAM.

Tratamiento de los filtros

A los filtros de teflon y cuarzo utilizados en los MiniVol durante la campafia de muestreo se le
realizé un tratamiento previo a su uso, con la finalidad de eliminar la mayor cantidad de impurezas
que pudieran contener y asi, evitar errores en los analisis quimicos a realizar posteriormente.

e Filtros de teflon

Para el tratamiento de los filtros de teflon se llevd a cabo un lavado, tanto de los filtros
como de las cajas Petri en los que serian depositados los filtros, con agua desionizada. Para
posteriormente realizar un secado en campana de flujo laminar durante 3 horas
aproximadamente. Posteriormente, fueron numerados y pesados cada uno de los filtros,
registrando su peso inicial. Finalmente, se sellaron las cajas Petri con Parafilm.

e Filtros de cuarzo

Para el tratamiento de los filtros de cuarzo, fueron colocados dentro de capsulas de
porcelana un aproximado de 6 filtros por capsula. Posteriormente se llevaron a una mufla
para realizar el quemado de los filtros a 500°C durante 6 horas aproximadamente. Una vez
fria la mufla se extrajeron los filtros para colocarlos en cajas Petri que fueron numeradas
para posteriormente pesar cada filtro y registrar su peso inicial. Finalmente, se sellaron las
cajas Petri con Parafilm.

RESULTADOS

Analisis gravimétrico de los filtros
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Se llevo a cabo la determinacion de la concentracion de PM» s [C] a partir de las muestras obtenidas
en los filtros de teflon durante el periodo de muestreo. Para esto se considero el peso de los filtros
(antes y después de cada muestro), el flujo de alimentacion de aire y el tiempo de funcionamiento
del equipo (Ecuacion 1). Los resultados obtenidos fueron registrados en la Tabla 1.

[C] Paszo final del filtro—Peso inicial del filtro

FlujoMiniVol xTiempo de funcionamiento

Tabla 1. Concentracion de PM; s

(Ecuacion 1)

Fecha Peso inicial (mg) Peso final (mg) [C] (ng/m%)
12/05/2022 182.58 182.73 21.416
13/05/2022 183.01 183.37 49.894
16/05/2022 187.04 187.19 20.789
17/05/2022 185.95 186.16 28.983
18/05/2022 184.53 184.76 31.096
19/05/2022 184.44 184.65 29.727
20/05/2022 180.47 180.74 37.264

Posteriormente, se realizd la comparacion de los datos registrados en la Tabla 1 y los datos
registrados por la RAMA para la determinacion de PM, s, los resultados se muestran en la Grafica
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Grafica 1. Serie de tiempo de las particulas PM; s durante la campaia de muestreo.
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Analisis de fluorescencia de rayos X

Los analisis XRF se realizaron con un espectrometro de fluorescencia de rayos X (XRF)
desarrollado para aplicaciones ambientales en el Instituto de Fisica de la UNAM (IFUNAM) para
determinar la concentracion de elementos presentes en las muestras obtenidas (Hernandez-Lopez et
al., 2016).

La muestra se irradia de manera puntal, es decir, se excitan todos los elementos presentes en la
muestra al mismo tiempo en un mismo punto. Los fotones emitidos son captados por el detector que
recolecta la radiacion incidente de la muestra y separa las energias caracteristicas de cada elemento.
El detector en un espectrometro de XRF produce un pulso eléctrico cuando capta la sefial de un
foton de rayos X. La altura del pulso emitido es proporcional a la energia del fotoén. Los cuales son
amplificados y se cuentan en un analizador multicanal para formar un espectro. El detector de
estado solido es uno de los mas usados para XRF. Este tipo de detectores pueden facilmente
determinar elementos desde sodio hasta uranio (Reynoso-Cruces, 2022).

Una vez obtenidos los resultados de XRF, se llevd a cabo el calculo de la concentracion elemental

contenida en las muestras obtenidas para posteriormente graficar la concentracion elemental
promedio (Grafica 2).
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Grifica 2. Concentracion elemental promedio determinada por la técnica de XRF.
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INTRODUCCION: La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo
crénico que representa la causa mas comin de demencia (60%). La terapia farmacologica
incluye inhibidores de la acetilcolinesterasa y antagonistas del receptor N-metil-D-
aspartato; sin embargo, la respuesta a estos farmacos es aproximadamente del 30%. Existen
diferencias interétnicas en variantes genéticas de enzimas (POR rs1057868),
transportadores y receptores (CHRNA7 rs6494223) de farmacos que contribuyen a la
ineficacia y de las que se desconoce sus frecuencias en la poblacion mestiza mexicana
(MM).

OBJETIVO (S): Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes
16494223 y rs1057868 en 292 voluntarios sanos MM y compararlas con las reportadas en
otras poblaciones.

MATERIALES Y METODOS: Siguiendo todas las consideraciones éticas se incluyeron
292 voluntarios sanos. Se realizo extraccion de DNA genomico y la genotipificacion de las
variantes se realizo por discriminacion alélica mediante sondas alelo-especificas. Se realizd
la determinacidén de las frecuencias genotipicas y alélicas con el fin de observar si las
muestras se encuentran en equilibrio de acuerdo con la Ley de Hardy-Weinberg (LHW)
utilizando la prueba de x>. Las frecuencias obtenidas se compararon con las de otras
poblaciones mediante prueba exacta de Fisher.

RESULTADOS: Las frecuencias genotipicas y alélicas de ambas variantes estan en
equilibrio de acuerdo con la LHW y se muestran en la Tabla 1. Las frecuencias
encontradas son similares a las reportadas en la base de datos publica (Proyecto HapMap)
para individuos con ascendencia mexicana que viven en Los Angeles, California (MXL)
(p=1.000). Las frecuencias de la variante rs1057868 son diferentes a las reportadas en
poblacion africana (p=0.0001), asiaticos del este (p=0.0001) y sur de Asia (p=0.0002). Para
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la variante rs6494223 se encontraron diferencias con la poblacion americana (p=0.0091),
asiaticos del este (p=0.0001), europea (p=0.0019) y sur de Asia (p=0.0096).

BIOLOGICOS

Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas de rs6494223 y rs1057868 en MM (n=292).

Frecuencia IC Frecuencia
Gen Variante | Genotipo| n | genotipica 95% alélica

cC 88 0.301 0.251-0.356 0.529
CT 133 0.455 0.399-0512|  -——--
TT 71 0.243 0.197-0.295 0.471
Total 292 1.000 1.000
CC 160 0.548 0.490-0.604 0.741
POR | rs1057868 |  cT 113 | 0.387  [0.332-0.444 —
TT 19 0.065 0.041-0.099 0.259
Total 292 1.000 1.000
La poblacién estudiada se encuentra en equilibrio de acuerdo a la LHW (p>0.05).

CHRNAT7 | rs6494223

CONCLUSIONES: Las frecuencias alélicas de las variantes rs6494223 y rs1057868 son
similares a las reportadas para MXL y mostraron diferencias interétnicas con otras
poblaciones. Este estudio puede tener implicaciones importantes en la respuesta clinica en
el tratamiento farmacoldgico para la EA.

BIBLIOGRAFIA:
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RELACION DE GENES CIRCADIANOS PER3, OX2R Y APOE CON
SINTOMAS NEUROPSIQUIATRICOS EN PACIENTES CON DEMENCIA

TIPO ALZHEIMER

Lozano Tovar Gladys Susanal, Moran Millan Jessica Carolina2, David José Davila Ortiz de Montellano2,
Ortega Vazquez Alberto3, Yaneth Rodriguez Agudelol, Monroy Jaramillo Nancy2*.

Adscripciones:

1. Laboratorio de Neuropsicologia, INNNMVS
2. Departamento de Genética, INNNMVS
3. Departamento de Sistemas Biologicos, UAM-Xochimilco.

*Autor de correspondencia: Monroy Jaramillo Nancy
Correo: nancy97@unam.mx
Palabras clave: Alzheimer, genes CLOCK, sintomas neuropsiquiatricos

INTRODUCCION: Los genes CLOCK han sido ampliamente estudiados en patologias
psiquiatricas, especialmente la variante PER3 que se ha relacionado con trastornos del
estado del animo y las orexinas (OX2R) con trastornos del suefio y alimentacion. Sin
embargo, su estudio en patologias neurodegenerativas y asociadas con APOE, es muy
reciente con hallazgos novedosos en cuanto a su relacion con sintomas neuropsiquiatricos
en pacientes con demencia tipo Alzheimer (DA).

OBJETIVO (S): Determinar la asociacion entre variantes genéticas de OX2R, APOE y
PER3 y sintomas neuropsiquiatricos en pacientes con DA y controles.

MATERIALES Y METODOS: Previo firma de consentimiento informado y siguiendo
las consideraciones éticas (protocolos 38/19 y 11/20), se evaluaron 32 pacientes con DA y
31 controles sanos. Se aplico entrevista clinica, inventario neuropsiquidtrico de Cummings,
prueba cognitiva (MoCA) y escala de trastorno de suefio para el adulto mayor a los
participantes. Se extrajo DNA de muestras de sangre periférica. La genotipificacion de las
variantes PER3 1s228697, rs57875989; y OX2R 159370399 se realizo con PCR tiempo
real. El VNTR de PER3 rs57875989 se determind por electroforesis capilar. Las
frecuencias alélicas-genotipicas de las variantes se determinaron en 100 muestras controles.

RESULTADOS: No hubo diferencias significativas entre las variantes PER3 y OX2R
entre pacientes y controles. En APOE hubo un mayor porcentaje en pacientes que
controles. Se encontrd6 mayor porcentaje de los heterocigotos de PER3 rs228697 y
rs57875989, OX2R rs9370399 en los pacientes. En relacion a los sintomas
neuropsiquiatricos, encontramos asociacion entre PER3 rs57875989 y alteracion motriz
(p=0.05) y tendencia entre PER3 rs228697 y agitacion (p=0.07). Se encontré6 una
asociacion entre PER3 rs228697 con alteraciones del suefio e insomnio (p=0.04) y con el
sindrome de apnea-hipopnea obstructiva del suefio (p=0.02). APOE present6d asociacion
con alteracion en la alimentacion (p=0.03).
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CONCLUSIONES: Las variantes de PER3 podrian ser marcadores potenciales de
sintomas neuropsiquiatricos especificos en DA. El gen APOE continta presentandose como
marcador en Alzheimer no so6lo en el d4rea cognitiva, también en sintomas
neuropsiquiatricos Nuestros resultados preliminares deberan confirmarse en una muestra
ampliada.
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3. Liberman, Amanda R., Soo Bin Kwon, Ha T. Vu, Allan Filipowicz, Ahmet Ay, and Krista K. Ingram.
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BTR-1 INMOVILIZACION DE REDUCTASAS PRESENTES EN LOS

EXTRACTOS ACUOSOS DE PHASEOLUS VULGARIS (FRIJOL)

Olga Jazmin Morales Alcantar, R. Marlen Martinez Casares®, Aida Solis Oba, Liliana Hernandez Vazquez,
Julia Cassani Herndandez, Héctor Luna Contla
Departamento de Sistemas Biologicos, Division de Ciencias Biologicas y de la Salud.
Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Xochimilco, Calz. del Hueso 1100, Col. Villa Quietud,
Coyoacan, C.P. 04960, Ciudad de México.

Correo: *rmartinezc(@correo.xoc.uam.mx

Palabras clase: biocatdlisis inmovilizacion, reductasas, alcohol bencilico
INTRODUCCION

Actualmente se cuenta con diversos sistemas para llevar a cabo la reduccion de carbonilos,
que presentan altos rendimientos, sin embargo, la mayoria de estas reacciones utilizan
metales pesados, agentes reductores de hidruro y disolventes organicos como medio de
reaccion, lo que implica dafio al medio ambiente.! Una alternativa atractiva es el uso de
biocatalizadores de origen vegetal.

Los biocatalizadores que catalizan la biotransformacion del grupo carbonilo de aldehido o
cetonas a los alcoholes correspondientes y viceversa, se pueden encontrar clasificados como
deshidrogenasas dependientes de nicotinamida (E.C. 1.1.1), especificamente como
aldocetoreductasas, son enzimas dependientes del cofactor de nicotinamida [nicotinamida
adenina dinucledtido (NADH) o nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH)] que
juega el papel de aceptor o donador de electrones.?

Se ha demostrado que los extractos de plantas son catalizadores utiles para la reduccion
especifica de aldehidos y cetonas a los correspondientes alcoholes, por ejemplo, el uso
de frijol ha demostrado tener actividad reductasa, sin embargo, no hay reportes de
metodologias de inmovilizacion para extractos acuosos de Phaseolus vulgaris (frijol), ni de
su actividad reductasa.

Las metodologias de reduccion que utilizan enzimas, frecuentemente, son realizadas en
medios acuosos, en un rango de temperatura entre 4 y 60 °C, a valores de pH cercanos a la
neutralidad, reduciendo el uso de disolventes,’ se evita la formacion de residuos toxicos
generados al utilizar metales pesados y agentes reductores de hidruro, que pueden contaminar
el medio ambiente, ademas, los biocatalizadores se degradan sin generar productos toxicos y
pueden ser reutilizados cuando se encuentran inmovilizados.

La inmovilizacion consiste en mantener la enzima (biocatalizador) unida o atrapada en un
soporte fisico, conservando su actividad catalitica y permitiendo el flujo de sustratos y
productos.*
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El uso de enzimas inmovilizadas actualmente es considerado de gran interés debido a las
ventajas que presenta, por ejemplo, permiten un uso continuo, reutilizacion, control de las
concentraciones de proteina empleada, mejora la estabilidad, especialmente frente a
disolventes organicos y temperaturas mas altas, por lo anterior, se convirtid en un proceso de
rutina para la fabricacion de muchos productos, en la industria farmacéutica, quimica y
alimentaria.>®

OBJETIVO

Reducir benzaldehido a alcohol bencilico, usando los extractos acuosos € inmovilizados de
frijol ayocote y pinto como fuentes de reductasa

MATERIALES Y METODOS

El benzaldehido y el alcohol bencilico fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Todos los
disolventes fueron adquiridos de J.T. Baker o Techrom. Las semillas de frijol ayocote y pinto
fueron adquiridas de un mercado local de la ciudad de México.

e Obtencion de extractos enzimaticos con actividad reductasa

Los frijoles ayocote (f. ayocote), flor de mayo (f. mayo), bayo (f. bayo) y pinto (f. pinto), se
sumergieron con una soluciéon de hipoclorito de sodio al 5% durante 10 min, se lavaron con
agua destilada y se dejaron secar. Se pesaron 1 g de semillas y se pulverizaron en un molino
para café Hamilton Beach 80374, la harina obtenida se tamizo y se mezcld con solucion
amortiguadora de Fosfatos (1:4 p/v, 0.15 M, pH 8.1) se agitd6 mecanicamente por 1 h, se
centrifugd a 4000 rpm, 5°C, 10 min. El sobrenadante (extracto acuoso), se decantd y se midiod
el volumen, este se utilizd como fuente de enzima

e Obtencion de liofilizados de los extractos acuosos

El extracto acuoso (15 mL) se congelo a -75°C (Revco), se liofilizo a -51 °C, 0.133 mBar,
durante 17 h utilizando una liofilizadora LABCONCO FreeZone 4.5. Posteriormente se
recuper? el polvo liofilizado, se pesd, tamizé y se calculd la pérdida de agua. Los materiales
liofilizados se almacenaron en refrigeracion a 4°C. Para su utilizacion fueron regenerados
con la cantidad de agua que perdieron, se dejaron agitar durante una hora, se uso la solucion
como fuente de reductasas.

e Inmovilizacion de los extractos acuosos con actividad reductasa

Al extracto acuoso o el polvo liofilizado regenerado con agua (0.1g o su equivalente en
volumen) de las semillas de frijol se le adicion6 celita en una relacion 1:1y 1:4, se agité a 5
°C por 24h, se congel6 a -75°C (Revco), se liofilizé a -51 °C, 0.133 mBar durante 17h. El
polvo obtenido se inmovilizada.

161



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Gasa ablerta a1 Hempo de Sistemas Biolégicos

BIOLOGICOS

e FEvaluacion de la actividad reductasa

La reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico (Esquema 1) se utilizé como reaccion de
referencia, para poder determinar y comparar la actividad reductasa con base en el % de
conversion de los extractos acuosos de las diferentes variedades de frijol.

o H Extracto acuoso HO
Phaseolus vulgars
(Reductasas)

—
-

Benzaldehido Alcohol bencilico

Esquema 1. Reaccion de reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico.

Biorreduccion: A 1 mL de extracto acuoso o su equivalente en peso para el liofilizado o
inmovilizado, se le agregd 0.015 mmol (1.5 uL) de benzaldehido disuelto en 48.5 uL de
1sopropanol, se agité mecanicamente a 25°C en una incubadora Enviro-Genie, después de 24
h se extrajo con éter etilico (2 x 0.5 mL), se centrifugd a 13000 rpm, 5°C durante 5 min, se
sec6 con sulfato de sodio anhidro (NaxSOs4), el % de conversion se determind por
Cromatografia de gases (CG). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Determinacion del % Conversion (% Conv): La reduccion se determindé mediante CG, se
uso un cromatografo HP 6890, equipado con una columna HP-5 (30 m x 0.25 mm, 0.25 yum),
se utilizO como gas acarreador N», temperatura del inyector y detector a 250°C, la
temperatura del horno a 130°C, la velocidad de flujo 0.8 mL/min.

e Analisis Estadistico de los datos

Se realiz6 un analisis estadistico para evaluar la actividad reductasa con base en el % Conv
de las diferentes extractos acuosos, liofilizados o inmovilizados utilizando el software JMP
version 13 (SAS Institute Inc., North Caroline, USA), se realizd un analisis de varianza de
una via (ANOVA) seguido de una prueba pos hoc para comparar las medias HSD Tukey—
Kramer, se considero diferencia estadisticamente significativa con p < 0.05. Todos los datos
se expresan en media =+ desviacion estandar (SD).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2 se muestran los % de conversion de benzaldehido a alcohol bencilico usando
como fuentes de biocatalizador los frijoles ayocote y pinto. EI mejor

Utilizando el extracto acuoso el mejor % de conv se obtuvo el frijol pinto con 78%, y con el
frijol ayocote la conversion fue del 62.4%, es decir, la actividad reductasa es mayor en el
extracto acuoso del frijol pinto.
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Debido a que los extractos acuosos no son estables, se decidid eliminar el agua por
liofilizacion, para tener un polvo que se pudiera utilizar sin tener que estar preparando el
extracto cada vez que se tenga que llevar a cabo la reduccion de un compuesto carbonilico.
Desafortunadamente se observo una reduccion sustancial de la actividad reductasa, en el caso
del frijol ayocote la disminucion fue del 18% mientras que con pinto fue del 30%

Tabla 1. Porcentajes de conversion de los polvos liofilizados y extracto acuoso.

Friiol % Conv % Conv

J Extracto Acuoso Liofilizado
f. ayocote 62.4+0.78 449 +3.96
f. pinto 78.0+1.77 479 +5.15

Manteniendo el objetivo de tener una enzima que sea estable y se pueda almacenar, lo que
no se logréo con la liofilizacion del extracto acuoso de los frijoles, se procedio a la
inmovilizacién de la enzima cruda presente en los extractos acuosos por adsorcion sobre
celita, utilizando diferentes proporciones de celita en cada semilla, las cuales fueron 1:1 y
1:4.

En la grafica 1 se muestran los % de conversion de benzaldehido a alcohol bencilico
utilizando las semillas de frijol ayocote y pinto inmovilizadas a diferentes relaciones de Celita
(1:1 y1:4), los mejores % de conversidon se obtuvieron con la relacion 1:1, para el frijol
ayocote y pinto los % de conv fueron de 95% y 87% respectivamente. Por otro lado, en la
relacion 1:4 se obtuvieron % de conv >77%.

95
87
77 1
80
70
80
30
40
30
20
10
0
1:1 1:4 1:1 1:4

f ayocote f pinto
Fuente de reductasa

% Conversion
(2]
(=]

Grafica 1. Porcentajes de conversion de los extractos acuosos de frijoles ayocote (f. ayocote)
y pinto (f. pinto), inmovilizados sobre Celita en relacion 1:1 y 1:4.
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Como se observa en la tabla 1 y la grafica 1 para las variedades de frijol ayocote y pinto, la
inmovilizacion no solo mantuvo la actividad biocatalitica de las reductasas, sino que dicha
actividad aument6 de manera apreciable, en el caso de la enzima inmovilizada de f. ayocote
relacion 1:1 el incremento en la reduccion fue del 32.5% y con el inmovilizado de f. pinto en
la misma relacion, el aumento fue del 9%. Esto se puede deber a que el proceso de
inmovilizacién por adsorcion es menos agresivo para la enzima que los procesos quimicos,
se logro concentrar la enzima, ademas de aumentar su estabilidad.

CONCLUSION

Se comparo la actividad reductasa de los extractos acuosos, polvo liofilizado e inmovilizados
de los frijoles ayocote y pinto. La reduccion de benzaldehido con el extracto de frijol pinto
fue mayor que con ayocote, pero cuando se inmovilizé la reductasa cruda ese orden se
invirtid, la enzima de f. ayocote inmovilizada fue mas activa que la f. pinto.
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BTR-2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD REDUCTASA DE PHASEOLUS

VULGARIS (FRIJOL) EN DIFERENTES MEDIOS DE REACCION

Olga Jazmin Morales Alcantar!, Rubria Marlen Martinez Casares’ * Aida Solis Oba’, Liliana Herndndez
Vazquez', Julia Cassani Herndndez', Hector Luna Contla’

! Departamento de Sistemas Biolégicos, Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud. Universidad
Autonoma Metropolitana, Unidad Xochimilco, Calzada del Hueso 1100, Coapa, Villa Quietud, Coyoacan,
04960, Ciudad de Meéxico.
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Palabras clave: biocatalizadores, phaseolus vulgaris, reductasas, alcohol bencilico

INTRODUCCION

En la altima década, la biocatalisis se ha integrado en la corriente principal de la sintesis
organica, especialmente en la industria farmacéutica, esto puede atribuirse en gran medida a
sus numerosas ventajas medioambientales y econdmicas. Los biocatalizadores son enzimas
que proceden de recursos renovables, son baratos, faciles de utilizar' y se degradan sin
generar productos toxicos para el ambiente. Los biocatalizadores se han obtenido de
diferentes fuentes: microorganismos, animales y plantas, se han utilizado como enzimas
purificadas, inmovilizadas y extractos crudos.

Las reacciones biocatalizadas presentan ventajas sobre la sintesis quimica tradicional como
son: la regio-, quimio- y estereoselectivad,” disminuyen la formacién de subproductos y
residuos,® las reacciones enzimaticas se llevan a cabo en condiciones suaves (temperatura y
presidon ambientales), en estas reacciones es muy importante considerar el pH en el cual las
enzimas mantienen su actividad catalitica, las enzimas funcionan de forma 6ptima en el agua,
lo que generalmente se considera una ventaja, pero puede ser un grave inconveniente si el
sustrato organico es poco soluble en agua, de ahi el gran interés por la enzimologia no acuosa,
se ha demostrado que muchas enzimas son mas estables en disolventes organicos que en el
agua.*

Entre los biocatalizadores encontramos a las reductasas, que catalizan la reaccién de
aldehidos o cetonas a alcohol bencilico, ademas evitan la formacion de residuos toxicos que
pueden contaminar el medio ambiente, como es el uso de metales pesados y agentes
reductores de hidruro.?

La reduccion de aldehidos y cetonas constituye una herramienta importante en quimica
organica para la preparacion de alcoholes, que se puede utilizar en la sintesis de cosméticos,
productos farmacéuticos y agroquimicos. Actualmente existe una amplia gama de sistemas
de reduccion disponibles sin embargo, la mayoria de estas reacciones utilizan metales
pesados, disolventes orgéanicos como medio de reaccion, lo que implica dafio al medio
ambiente.’ Por lo anterior, en esta investigacion se evalué la actividad reductasa de los
extractos acuosos de Phaseolus vulgaris (Frijol) al emplear 3 soluciones amortiguadoras
diferentes.
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OBJETIVO

Evaluar la actividad reductasa de los extractos acuosos de las variedades de Phaseolus
vulgaris: bayo, ayocote, flor de mayo y pinto, asi como el efecto del tipo de solucion
amortiguadora sobre la reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico.

MATERIALES Y METODOS

Benzaldehido y alcohol bencilico fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Todos los disolventes
fueron adquiridos de J.T. Baker o Techrom. Las semillas de frijoles, pinto (f. pinto), flor de
mayo (f. mayo), ayocote (f. ayocote) y bayo (f. bayo) fueron adquiridos de un mercado local
de la ciudad de México.

e Obtencion de los extractos enzimaticos con actividad reductasa

Los frijoles, pinto, flor de mayo, ayocote y bayo se sumergieron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 5% durante 10 min, se lavaron con agua destilada y se dejaron secar.
Se pesaron 1 g de semillas y se pulverizaron en un molino para café Hamilton Beach 80374,
la harina obtenida se tamizo y se mezcld con solucion amortiguadora (1:4 p/v) se agitod
mecanicamente por 1 h, se centrifugd a 4000 rpm, 5°C, 10 min. El sobrenadante (extracto
acuoso), se decantd y se midi6 el volumen, este se utilizé como fuente de enzima reductasa.

e FEvaluacion de la actividad reductasa

La reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico (Esquema 1) se utiliz6 como reaccion de
referencia, para poder determinar y comparar la actividad reductasa de los extractos acuosos
de las diferentes variedades de frijol.

O._H  Extracto acuoso  HO
Phaseolus vulgaris
{Reductasas)
—

Benzaldehido Alcohol bencilico

Esquema 1. Reaccion de reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico.

Biorreduccion: A 1 mL de extracto acuoso se le agregd 0.015 mmol (1.5 uL) de
benzaldehido disuelto en 48.5 uL de isopropanol, se agitd mecanicamente a 25°C en una
incubadora Enviro-Genie, después de 24 h se extrajo con éter etilico (2 x 0.5 mL), se
centrifugd a 13000 rpm, 5°C durante 5 min, se seco con sulfato de sodio anhidro (Na;SOy),
el % de conversion se determind por Cromatografia de gases (CG). Todos los experimentos
se realizaron por triplicado.
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Influencia del tipo de solucion amortiguadora: Se compar6 la influencia de diferentes tipos
de solucién amortiguadora en la actividad reductasa. Se prepararon soluciones
amortiguadoras de: Fosfatos (FO), Tris-HCL (TR), HEPES (HE), todos en concentracion
0.15 M, pH 8.1 y se compararon al utilizar agua como medio de reaccion.

BIOLOGICOS

Determinacion del % Conversion (% Conv): La reduccion se determind mediante CG, se
us6 un cromatégrafo HP 6890, equipado con una columna HP-5 (30 m x 0.25 mm, 0.25 um),
se utilizO como gas acarreador N», temperatura del inyector y detector a 250°C, la
temperatura del horno a 130°C, la velocidad de flujo 0.8 mL/min.

e Analisis Estadistico de los datos

Se realiz6 un analisis estadistico para evaluar la influencia de las soluciones amortiguadoras
(FO, TR y HE) y las semillas (frijoles pinto, flor de mayo, ayocote y bayo) sobre el efecto
del % Conv, si alguna variable mostr6 diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) se
realiz6 una prueba post hoc HSD Tukey—Kramer. Se utilizo el software JMP version 13 (SAS
Institute Inc., North Caroline, USA). Todos los datos se expresan en media + desviacion
estandar (SD).

RESULTADOS:
e FEvaluacion del medio de reaccion en la actividad reductasa

En la tabla 1 se muestran los % de conversion de benzaldehido a alcohol bencilico, usando
como fuente de biocatalizadores los frijoles f. bayo y f. ayocote, en agua y tres soluciones
amortiguadoras (FO, HE y TR) a las 24 horas. Al utilizar agua se obtuvieron % de conversion
< 3%, la actividad reductasa mejora significativamente al utilizar soluciones amortiguadoras,
para el f. bayo la mejor solucion amortiguadora fue fosfatos (FO) con 83.1 % de reduccion,
mientras que para el f. ayocote fue la solucion amortiguadora de Tris-HCI (TR) con 72.2 %
de conversion.

Tabla 1. Porcentaje de conversion utilizando agua y diferentes soluciones amortiguadoras
como medio de reaccion a las 24 h.

Frijol % Conv agua | % Conv TR | % Conv FO | % Conv HE
F. Bayo 25+051 | 68.0+634 | 83.1+11.88 | 74.4+14.82
F. Ayocote 244075 722+£793 | 62.4+0.60  59.6+10.39

Con los resultados anteriores, se decidid probar diferentes semillas de frijol con las tres
soluciones amortiguadoras, para evaluar el efecto de las soluciones amortiguadoras y las
variedades de frijol en el % de conversion a alcohol bencilico.

e Evaluacion del tiempo de reaccion en la actividad reductasa
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En la grafica 1 se presenta la cinética de la reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico,
comparando el frijol f. mayo y bayo, en soluciones amortiguadoras FO, TR y HE. En la
primera hora el % de conversion fue menor al 20%.

BIOLOGICOS

A las 20 h, para f. mayo y f. bayo con la solucion de FO se obtuvieron los mayores % de
conversion con 89.7% y 76.0%, respectivamente; mientras que con las soluciones de TR y
HE se obtuvieron % de reduccion > 65% para ambos frijoles.

A las 24 h, los mayores resultados se obtuvieron con la soluciéon amortiguadora de FO,
90.9% para f. mayo y 83.1 % para f. bayo.

—e—{f mayo TR —e—{fmayoFO —e—{f mayo HE

—e—{f bayo TR —e—f bayo FO —e—f bayo HE

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Grafica 1. Cinética de la reaccion de reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico con f.
mayo y f. bayo utilizando diferentes soluciones amortiguadoras (TR, FO y HP).* p < 0.05
diferencia estadisticamente significativa.

e Evaluacion de los medios de reaccion con respecto a las diferentes variedades de
Phaseolus vulgaris

En la grafica 2 se muestran los mayores % de conversion de alcohol bencilico. Para f. bayo,
f. mayo en la solucion amortiguadora de FO se obtuvieron % de reduccion de 83.1 y 90.9%,
respectivamente. Para f. ayocote el mayor % fue de 72.2% con solucion TR y por tltimo,
para f. pinto el mayor % de conversion es de 86.9% con solucion HE.
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Grafica 2. Reduccion de benzaldehido para la obtencioén de alcohol bencilico, utilizando
como biocatalizador los frijoles bayo, flor de mayo, ayocote y pinto con las 3 soluciones
amortiguadoras, * p <0.05 y *** p <0.001 diferencia estadisticamente significativa.

CONCLUSIONES:

Las soluciones amortiguadoras que se utilicen como medio de reaccion, tienen un efecto muy
importante sobre el % de conversion, ademds para cada variedad de frijol bayo, mayo,
ayocote y pinto, la solucion amortiguadora afecto diferente la actividad reductasa. La
solucion amortiguadora de fosfatos da las mayores % de reduccion para f. mayo y bayo, para
f, ayocote el mayor % de conversidn se obtuvo con la solucion amortiguadora de TR, mientas
que para f. pinto el mayor % de conversion se obtuvo con la solucion amortiguadora de HE.
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BTR-3 OBTENCION DEL NEOLIGNANO: LICARINA A

Maria Guadalupe Lara Ruiz ™', Héctor Luna Contla’, José de Jesuis Lira Ricardez!, Rubria, Marlen Martinez
Casares', Aida Solis Oba', Julia Cassani Herndndez!, Liliana Hernandez Vézquez*'.

BIOLOGICOS

Laboratorio de Biocatdlisis Aplicada, Departamento de Sistemas Bioldgicos, UAM Xochimilco, Calzada del Hueso 1100 Ciudad de México.

Correo: ruizlararuiz@gmail.com, lhernandez@correo.xoc.uam.mx

Palabras clave: peroxidasa de rabano, agua de coco, licarina A.

INTRODUCCION

La medicina tradicional a menudo emplea el uso de plantas debido a que producen un gran
numero de compuestos bioactivos los cuales pueden emplearse como una fuente alternativa
para el tratamiento de diversas enfermedades. Los fenilpropanoides son metabolitos
secundarios de plantas que contienen estructuras C¢Cs, la dimerizacion de estos metabolitos
conduce a la formacion de lignanos y neolignanos. La licarina A o dehidrodiisoeugenol es el
neolignano que mas se ha estudiado hasta el momento se encuentra en diversas plantas tales
como: Aristolochia taliscana (Aristolochiaceae), Machilus thunbergii (Lauraceae) y
Myristica fragrans (Myristicaceae). Este compuesto ha probado tener importantes
actividades biologicas tales como: antibacteriano, antiinflamatorias, tripanocidas, citotdxico
y neuroprotectoras por citar algunos. Sin embargo, la licarina A se presenta de manera
limitada en sus fuentes naturales por lo que es necesario el desarrollo de un experimental de
sintesis. (1)

OBJETIVO GENERAL
Obtener licarina A (dehidrodiisoeugenol) como mezcla racémica y sus enantidmeros puros.
Objetivos especificos

e Sintetizar licarina A como mezcla racémica usando peroxidasa de rabano.

e Sintetizar el (-) licarina A usando agua de Coco (Cocus nucifera).

MATERIALES Y METODOS:
SINTESIS USANDO PEROXIDASA DE RABANO

A una solucién de isoeugenol en metanol, se le afiadié tampon citrato-fosfato y peroxidasa
de rdbano. La mezcla se agitdé mientras se afiadid agua oxigenada gota a gota. La mezcla de
reaccion se dejo en agitacion por 2 h y posteriormente se extrajo con acetato de etilo, la fase
organica se lavd con una solucion saturada de cloruro de amonio y luego se sec6 con sulfato
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de sodio anhidro. La mezcla resultante se evapord a sequedad al vacio y se purifico por
cromatografia en columna usando mezclas de hexano-acetato de etilo como eluyente. (2)

BIOLOGICOS

SINTESIS USANDO AGUA DE COCO.

Se colectdé agua de cuatro cocos verdes, que luego se filtré6 a través de algodon,
posteriormente se colocd en un matraz Erlenmeyer y se puso en agitacion, se anadid una
solucion de isoeugenol en metanol. Posteriormente se agregd lentamente una soluciéon acuosa
de peroxido de hidrogeno al 3% (p/v), y se mantuvo en agitacion durante 1 h, se adiciono
diclorometano y se agitd6 magnéticamente durante 10 min més. La mezcla se transfirié a un
embudo de extraccion se separd y la fase acuosa se extrajo nuevamente con diclorometano.
Las fases de diclorometano se combinaron y se secaron con sulfato de sodio anhidro. Después
de la eliminacion del solvente al vacid, el residuo resultante se purificd por cromatografia en
columna de gel de silice, utilizando como eluyente una mezcla de hexano y acetato de etilo.

3)

Los productos obtenidos a partir de isoeugenol, usando peroxidasa de rabano o agua de coco,
se les tomo punto de fusion, se midid rotacion Optica y se caracterizaron por RMN.

RESULTADOS:
Sintesis de (£)- licarina A usando peroxidasa de rabano.

Se realizaron cinco reacciones para la obtencion de (£)-licarina A a partir de isoeugenol
usando peroxidasa de rabano el mejor rendimiento fue de 93% de (%)- licarina A con rotacion
optica = 0, punto de fusion= 115-120° C, los datos de RMN 'H y '*C son consistentes con la
literatura (4).

Sintesis de (-)- licarina A usando agua de coco.

Se realizaron seis reacciones para la obtencion de (-)-licarina A a partir de isoeugenol (4.345
g) usando agua de coco, la mezcla de reaccion (4.7 g) esta en proceso de purificacion para el
aislamiento de (-)-licarina A. (4)

CONCLUSIONES

Se obtuvo (£)- licarina A con buen rendimiento (93%) usando peroxidasa de rdbano como
biocatalizador. Se logro sintetizar (-)-licarina A utilizando agua de coco.
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BTR-4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE HNL DE

MAMEY INMOVILIZADA SOBRE DIFERENTES TIPOS DE CELITA

Elizabeth Alvarez Montalvo, Aida Solis Oba*, R. Marlen Martinez Casares, Liliana Herndndez Vazquez,
Julia Cassani Hernandez, Héctor Luna Contla

Departamento de Sistemas Biologicos, Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud,
Universidad Autonoma Metropolitana-Xochimilco, Col. Villa Quietud, Coyoacan, 04960, Ciudad de México
Correo: *asolis@correo.xoc.uam.mx

Palabras clave: Hidroxinitrilo liasas, biocatalisis, inmovilizacion, actividad enzimatica, (R)-mandelonitrilo

INTRODUCCION

Las hidroxinitrilo liasas (HNL) catalizan la degradacion de las cianohidrinas para formar los
correspondientes aldehidos o cetonas y cianuro de hidrogeno (cianogénesis) en estado
fisiologico. Se cree que juegan un papel en los sistemas de defensa contra insectos o
microorganismos. Por ejemplo, en el arbol de caucho Hevea brasiliensis, las cianohidrinas
se almacenan como glucosidos y se hidrolizan por las HNL en respuesta a un dafio fisico,
formando cianuro de hidrégeno (HCN) y aldehidos o cetonas.'

Las enzimas HNL también catalizan la reaccion inversa y se utilizan industrialmente para la
produccion de cianohidrinas quirales, las cuales son bloques de construccion valiosos y
versatiles en quimica organica. Las cianohidrinas, se convierten facilmente para producir a-
hidroxialdehidos o a-hidroxicetonas, f-aminoalcoholes o a-fluorocianuros y muchos otros
compuestos.? Por lo tanto, son de importancia tanto para la sintesis de productos quimicos,
agroquimicos y farmacéuticos como son: el diltiazem (farmaco cardiaco)® y (-)-aegeline
(agente hipoglucemiante)* entre otros.

Las plantas son las principales fuentes de HNL, hoy en dia, se han descubierto y caracterizado
varias HNL que son utilizadas a nivel industrial con excelentes enantioselectividades para
(S)- o (R)-estereoisdmeros.” Para la obtencion de (R)-estereoisdmeros, se han reportado en
hojas y semillas de Eriobotrya japonica, Prunus mume, Passiflora edulis, Prunus dulcis,
Arabidopsis thaliana y en las semillas de mamey (Pouteria sapota).>® Pouteria sapota es
una de las pocas fuentes de HNL que cataliza la adicion enantioselectiva de HCN a
benzaldehidos orto-sustituidos para dar el correspondiente (R)-mandelonitrilo orto-
sustituido, con alta conversion y exceso enantiomérico (ee).®

La reaccion biocatalizada por HNL tiene ventajas sustanciales en comparacion con los
enfoques quimicos, son faciles de usar en medios acuosos o disolventes organicos saturados
de agua, ofrecen altas velocidades de reaccion, excelentes enantioselectividades para (S)- o
(R)-estereoisdbmeros.” Sin embargo, entre los inconvenientes de las enzimas se encuentran
que pueden ser desactivadas por la concentracion de reactivos, disolvente, temperatura,
ademas de que no son reutilizables. Una forma de proteger, recuperar y reutilizar la enzima
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es la inmovilizacion, ademds el producto se puede separar facilmente de la mezcla de
reaccion, y después del acondicionamiento adecuado, la enzima se puede reciclar, también
se ha reportado que la actividad y la selectividad pueden mejorar.”8

BIOLOGICOS

La celita ha sido utilizada ampliamente para la inmovilizacién no covalente de diferentes
tipos de enzimas, es un procedimiento de inmovilizacién simple y de bajo costo.”!® Se han
reportado varios ejemplos de inmovilizacion de HNL sobre celita con buenos resultados, por
ejemplo las HNL de P. dulcis,'' B. montanum,'* Arabidopsis thaliana'>'* y M. esculenta,"
en donde han demostrado que las enzimas son estables y se pueden utilizar repetidamente,
observandose buenas conversiones y enantioselectividad.

Se sabe que las caracteristicas fisicas de los sustratos utilizados en la inmovilizaciéon son
importantes para la actividad biocatalitica de la enzima, sin embargo, no se discuten las
caracteristicas de la celita, ni la influencia que esta podria tener en la actividad enzimatica.
Por lo anterior, en esta investigaciéon se compard la actividad enzimdatica de HNL
semipurificada de P. sapota inmovilizada en 3 diferentes tipos de celita con diferentes
tamafios de particula, utilizando como reaccion de referencia la adicion de HCN a
benzaldehido por obtener (R)-mandelonitrilo.

OBJETIVO

Comparar la actividad enzimatica de HNL semipurificada de P. sapota inmovilizada en 3
diferentes tipos de celita con diferentes tamafios de particula, utilizando como reaccién de
referencia la adiciéon de HCN a benzaldehido por obtener (R)-mandelonitrilo.

MATERIALES Y METODOS

Los disolventes fueron grado analitico de Tecsiquim, el benzaldehido y el mandelonitrilo se
adquirieron de Sigma-Aldrich. El % exceso enantiomérico (%ee) se determind por
cromatografia de liquidos, usando un cromatografo Agilent serie 1100, equipado con una
columna Chiralcel® OJ-H (250 x 4,6 mm, 5 pm, Daicel® Chemical Industries) y un detector
de arreglo de diodos, eluyente fue una mezcla de hexano y alcohol isopropilico. La
conversion se determind en un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard Serie 6890 A,
equipado con un detector de ionizacién de llama, columna HP-5 (30 m x 0,33 mm, 0,25 um,
Agilent Technolgies) a 160 °C, con N2 como gas portador a 0.8 mL min ™.

e Harina desgrasada de semillas de P. sapota como fuente cruda de HNL

Las semillas de P. sapota se obtuvieron de frutos maduros comprados en un mercado local.
Se quitd la capa superior y el tegumento de las semillas, molieron con acetona en una
licuadora, a 4 °C, la suspension se filtrd y el proceso se repitio tres veces, el polvo resultante
se seco, tamizd y se utilizd como fuente de R-HNL (HNLHD), se almacend a 4 °C hasta su

uso.’

e HNL semipurificada
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La harina desgrasada (3 g) se suspendio en 45 mL de agua desionizada y se homogeneizé
con un ultraturrax por 10 min a 0 °C, luego se centrifug6 a 4000 rpm por 15 min a 5 °C, se
recuperaron 35 mL de sobrenadante. El extracto acuoso de harina desgrasada (HNLEA) se
liofiliz6 (-47 °C y 0,242 mbar) y se us6é como HNL semipurificada (HNLSP) o como fuente
de HNL para inmovilizar en celita.

BIOLOGICOS

e Inmovilizacion de la HNL semipurificada

La inmovilizacién se realizo utilizando 3 tipos de celita: Standard Super Cel® fine (SF),
Celite® 560 (560) y celita sin caracterizacion (NB), se utilizo una relacion 1:4 de HNL:celita.
3 g de celita previamente lavada se mezclaron con 35 mL de acetona, la suspension se enfrio
a 0 °Cy se agitdo magnéticamente (30 min), luego se adicionaron 35 mL del extracto de harina
desgrasada previamente preparado la suspension gota a gota a 0 °C, la mezcla se agito 2 h a
0 °C, se filtro y el so6lido se secd en una campana de extraccion.

e Actividad enzimatica de HNL y determinacion de proteinas

La actividad de la HNL presente en el extracto acuoso, liofilizado y la inmovilizada se
determind siguiendo la conversion de mandelonitrilo a benzaldehido por 10 min. Las diversas
fuentes de HNLHD, HNLSP o la HNL inmovilizada (3, 10 y 20 mg respectivamente) se
suspendieron en 25 mL de solucion amortiguadora de citratos (0.2 M, pH 5.0), la mezcla
agitd durante 60 min a 5°C, se centrifugd a 4000 rpm, Smin, 5°C. A 3.5 mL del sobrenadante,
fuente de HNL, se agregaron 500uL de una soluciéon de mandelonitrilo (equivalente a
0.084umol) en la solucién amortiguadora de citratos. Cada minuto se determind la
absorbancia de la mezcla de reaccion a A249 nm, durante 10 min. Una unidad de actividad de
HNL se define como la cantidad de HNL que produce 1.0 pmol de benzaldehido en 1 min en
las condiciones del ensayo. La concentracion de proteina se determin6 utilizando albumina
de suero bovino como estandar, por el método de Lowry et al. (1951).

o Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo con andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido
de HDS de Tukey-Kramer Test, p <0.05 se considerd estadisticamente significativo
utilizando el software JMP version 13 (SAS Institute Inc., North Caroline, EE. UU.). Los
resultados se expresaron como media + desviacion estandar.

RESULTADOS
e Contenido de proteina

Las enzimas son proteinas que catalizan alguna reaccidon quimica en los sistemas bioldgicos.
Estas enzimas se pueden utilizar para catalizar reacciones en el laboratorio, en muchas
ocasiones se pueden utilizar enzimas sin purificar, con la ventaja de evitar los largos y a veces
costosos procesos de purificacion, ademas algunas veces durante el proceso de purificacion
las enzimas se pueden inactivar. Como fuente de HNL se utilizaron la harina desengrasada
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de semilla de mamey (HNLHD), el extracto acuoso de la harina desengrasada (HNLEA), el
liofilizado de HNLEA, que se utilizd6 como HNL semipurificada (HNLSP), y la enzima
inmovilizada sobre tres tipos de celita con diferentes tamafios de particula, HNL560, HNLSF
y HNLNB. Se evalué el contenido de proteina a cada una de las fuentes de HNL
mencionadas, los resultados se observan en la grafica 1.

BIOLOGICOS
4.2

1l

HNLHD HNLSP HNLNB HNLSF HNL560

proteina (mg)

Grafica 1. Contenido de proteina en harina desengrasada de semilla de mamey (HNLHD),
semipurificada (HNLSP), inmovilizada sobre celita (HNL560, HNLSF y HNLNB).

En la grafica 1 se observa que la cantidad de proteina que se adsorbid fue dependiente del
tamafio de particula de la celita, las particulas mas grandes son las de 560, luego las NB y las
mas pequeias son las de SF, en estas dos tlltimas se retuvo la menor cantidad de proteina con
respecto a la fuente original que es la harina desengrasada (HNLHD).

e Actividad enzimatica

Para determinar la actividad enzimatica de las fuentes de HNL se utilizo la reaccion de
descomposicion de mandelonitrilo a benzaldehido durante 10 min, para comprobar que el
mandelonitrilo no se descompone en el medio acuoso en ese tiempo se llevo a cabo una
reaccion sin enzima. En la grafica 2 se observan el curso de las reacciones estudiadas, la
pendiente de cada recta fue: 4.1x107° para HNLHD, 4.4x10 para HNLSP, 3.8x107 para
HNL560, 2.9x107 para HNLSF y HNLNB, sin enzima 7x10*. Con estos resultados se puede
concluir que la descomposicion de mandelonitrilo a benzaldehido se debe a la accion de la
HNL, ya que en ausencia de la enzima no se observo benzaldehido.
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Grafica 2. Cinética de reaccion de mandelonitrilo a benzaldehido, utilizando A)
HNLHD y HNLSP, B) HNL inmovilizadas con diferentes celitas HNLNB, HNL560, HNLSF
y control negativo (sin enzima).

En la grafica 3 se observa que la actividad enzimatica fue mayor en HNSP, es decir que la
semi purificaciéon permitio tener una fuente mas rica enzima que la harina desengrasada,
mientras que la actividad fue similar en HNLHD, HNSP y HNLNB. Aunque la cantidad de
proteina fue mayor en HNL560 que en HNLSP y HNLNB, los resultados indican que no
necesariamente fue la mayor cantidad de HNL.
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Grifica 3. Actividad enzimatica especifica (mmol/min* mg proteina) de HNLHD, HNSP,
HNL inmovilizadas con diferentes celitas HNLNB, HNL560, HNLSF

CONCLUSIONES

La inmovilizacion de proteina proveniente de la harina desengrasada de la semilla de mamey
(P. Sapota) por adsorcion sobre celita, fue dependiente del tamaiio de particula de la celita,
pero la actividad enzimatica no fue mayor en el inmovilizado con mayor contenido de
proteina. La HNL semipurificada tuvo la mayor actividad enzimatica especifica y fue similar
entre la de la harina desengrasada y las inmovilizadas sobre celita NB y SF. La HNL
inmovilizada sobre la celita 560 que presenta un mayor tamano de particula tiene influencia
sobre la actividad enzimatica especifica.
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Actividad biocatalitica de hidroxinitrilo liasa de Pouteria sapota inmovilizada.
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INTRODUCCION

Las cianohidrinas son bloques de construccion valiosos y versatiles en quimica organica, se
convierten facilmente para producir a-hidroxialdehidos o a-hidroxicetonas,
B-aminoalcoholes o a-fluorocianuros y muchos otros compuestos.' Por lo tanto, son de
importancia tanto para la sintesis de productos quimicos, agroquimicos y farmacéuticos.

Las cianohidrinas Opticamente activas, pueden ser obtenidas mediante biocatalisis
empleando hidroxinitrilo liasas (HNL) como biocatalizadores, las HNL estas enzimas
catalizan la adicion enantioselectiva de HCN a aldehidos o cetonas.?

Las HNL se han encontrado en las semillas de diversas plantas, principalmente en el género
Prunus, por ejemplo, las (R)-HNL que se han obtenido de semilla de almendra, cereza,
durazno y capulin; otro género en donde se han reportado es en las semillas de Pouteria
sapota,**que cataliza la adicion enantioselectiva de HCN a benzaldehidos orto- sustituidos
para dar el correspondiente (R)-mandelonitrilo orto-sustituido, con alta conversion y exceso
enantiomérico (ee).*

Las HNL han demostrado ser versatiles, estables y econdmicamente atractivos, pudiéndose
obtener productos que son dificiles de preparar por métodos quimicos convencionales.’
Algunos de los inconvenientes del uso de enzimas es que pueden ser desactivadas por la
concentracion de reactivos, disolvente, temperatura, ademas de que no son reutilizables.
Una herramienta utilizada para logra proteger, recuperar y reutilizar la enzima es la
inmovilizacién en soportes adecuados, al inmovilizar la enzima el producto se puede
separar facilmente de la mezcla de reaccién, se ha reportado que la actividad y la
selectividad pueden mejorar.®’

Se han reportado diferentes tipos de inmovilizacion, dentro de las mads utilizadas
encontramos la inmovilizacion no covalente sobre celita, es un procedimiento de
inmovilizacion simple y de bajo costo.*'® Se han reportado varios ejemplos de
inmovilizacion de HNL sobre celita con buenos resultados, por ejemplo, las HNL de P,
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dulcis,! B. montanum," Arabidopsis thaliana'*y P. Sapota,'"* en donde han demostrado

que las enzimas son estables y se pueden utilizar repetidamente, observandose buenas
conversiones y enantioselectividad.

En los trabajos anteriores se ha discutido sobre la importancia de las caracteristicas fisicas
de los sustratos utilizados para la actividad biocatalitica de la enzima, sin embargo, no se
discuten las caracteristicas de la celita ni la influencia que esta podria tener en la actividad
biocatalitica. Por lo anterior, en esta investigacion se compard la actividad biocatalitica de
HNL semipurificada de P. sapota inmovilizadas en 3 diferentes tipos de celita: una sin
caracterizar (NB-celita), SF-celita con tamafio de particula <14um y 560-celita con tamafio
de particula <148.5 pm, las HNL inmovilizadas se compararon con la HNL en la harina
desengrasada y la HNL semipurificada y se evalud la capacidad de reciclarlas, utilizando
como reaccion de referencia la adicion de HCN a benzaldehido por obtener
(R)-mandelonitrilo

OBJETIVOS

Comparar la actividad biocatalitica de HNL semipurificada de P. sapota inmovilizadas en 3
diferentes tipos de celita para la obtencion de (R)-mandelonitrilo.

Comparar la capacidad de reciclaje de HNL semipurificada de P. sapota inmovilizadas en 3
diferentes tipos de celita para la obtencion de (R)-mandelonitrilo.

MATERIALES Y METODOS

Los disolventes fueron grado analitico de Tecsiquim, el benzaldehido y el mandelonitrilo se
adquirieron de Sigma-Aldrich. El % exceso enantiomérico (%ee) se determind por
cromatografia de liquidos, usando un cromatdgrafo Agilent serie 1100, equipado con una
columna Chiralcel® OJ-H (250 x 4,6 mm, 5 pum, Daicel® Chemical Industries) y un
detector de arreglo de diodos, eluyente fue una mezcla de hexano y alcohol isopropilico. La
conversion se determind en un cromatografo de gases Hewlett Packard Serie 6890 A,
equipado con un detector de ionizacion de llama, columna HP-5 (30 m x 0,33 mm, 0,25

um, Agilent Technolgies) a 160 °C, con N, como gas portador a 0.8 mL min™".

e Harina desgrasada de semillas de P. sapota como fuente cruda de HNL

Las semillas de P. sapota se obtuvieron de frutos maduros comprados en un mercado local.
Se quitod la capa superior y el tegumento de las semillas, molieron con acetona en una
licuadora, a 4 °C, la suspension se filtré y el proceso se repitid tres veces, el polvo
resultante se seco, tamizo y se utilizé6 como fuente de R-HNL (HNL-HD), se almacen¢ a 4
°C hasta su uso.’

e HNL semipurificada

La harina desgrasada (3 g) se suspendié en 45 mL de agua desionizada y se homogeneizd
con un ultraturrax por 10 min a 0 °C, luego se centrifugd a 4000 rpm por 15 mina 5 °C, se
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recuperaron 35 mL de sobrenadante. El extracto acuoso de harina desgrasada se liofilizo
(-47 °C y 0,242 mbar) y se us6 como HNL semipurificada (HNL-sp) o como fuente de
HNL para inmovilizar sobre celita.

e Inmovilizacion de la HNL semipurificada

La inmovilizaciéon se realiz6 utilizando 3 tipos de celita: Standard Super Cel® fine (SF),
Celite® 560 (560) y celita sin caracterizacion (NB), se utiliz6 una relacion 1:4 de
HNL:celita

3 g de celita lavada se mezclaron con 35 mL de acetona, la suspension se enfrié a 0 °C y se
agitd magnéticamente (30 min), luego se adicionaron 35 mL del extracto de harina
desgrasada previamente preparado la suspension gota a gota a 0 °C, la mezcla se agit6 2 h a
0 °C, se filtro y el so6lido se secd en una campana de extraccion.

e Adicion biocatalizada de HCN a benzaldehido

El HCN de una solucion amortiguadora de KCN/4cido citrico (0.55 mL, 1 N, pH 5.0, 1.5
eq.) se extrajo con DIPE (2 x 2 mL). Al DIPE saturado con HCN se le afiadi6 5 % (v/v) de
la solucion amortiguadora KCN/citratos (pH 5, 0,1 M) y HNL-sp, HNL-HD 6 NB-celita,
560-celita, SF-celita. La mezcla se agitd durante 10 min a 5 °C, la reaccion se inicid
mediante la adiciéon de benzaldehido (0.35 mmol) y se agito a 5 °C, se tomaron muestras
(400 pL) a intervalos regulares (5, 24 y 48h), se secaron con sulfato de sodio anhidro. Del
muestred anterior se tomaron 50 pL y se diluyeron con 200 pL con hexano: alcohol
isopropilico (90:10) y se analizaron por HPLC para determinar el ee. Los 350 pL restantes
se utilizaron para la formacion de acetatos y determinacion del % conversion por CG. Las
reacciones se realizaron por triplicado.

Estudio de reciclado de la HNL: Se pesaron 30 mg de HNL-sp, 100 mg de HNL-HD o 200
mg de HNL-Celite (NB-celita, 560-celita, SF-celita) se colocaron en bolsitas de malla de
nailon (0.025 mm) para eliminar facilmente del medio de reaccion. Se reciclaron tres veces
consecutivas durante 24h, como se describe en la adicion de HCN a benzaldehido. Las
bolsitas se lavaron entre cada ciclo de reaccion con DIPE puro y se almacenaron a 5°C
hasta su reutilizacion. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Formacion de acetatos de cianohidrinas para determinar el % de conversion por GC: El
acetato del mandelonitrilo se utilizd para determinar la conversion por GC. El
mandelonitrilo (3.25 mg) se mezclé con 350 mL de diclorometano, 10 pL de anhidrido
acético y 10 pL de trietilamina, se agitd 24 h a temperatura ambiente, se lavo con agua, se
seco con Na,SO, y se analizé por GC.

e Analisis estadistico

Se realizd con andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de HDS de
Tukey-Kramer Test, p <0.05 se considerod estadisticamente significativo utilizando el
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software JMP version 13 (SAS Institute Inc., North Caroline, EE. UU.). Los resultados se
expresaron como media + desviacion estandar.

RESULTADOS

En la grafica 1 se muestran los % de ee de mandelonitrilo, en el estudio de reciclado de
HNL-HD, HNL-sp y de las HNL inmovilizadas sobre celita (NB-celita, SF-celita y
560-celita). En el primer ciclo con HNL-sp y SF-celita se obtuvo >98% de ee, en los
siguientes ciclos la actividad catalitica fue similar >98. Para NB-celita en el primer ciclo de
uso se obtuvo un % de ee de 83%, en los ciclos 2 y 3, el % ee fue de >99%. Sin embargo,
en el caso del biocatalizador inmovilizado en 560-celita en el primer ciclo se obtuvo un
50% de %ee, en los ciclos 2 y 3 el % de ee aumento en un 20%.

La harina desengrasada de la semilla de mamey (HNL-HD), la HNL semipurificada, los
biocatalizadores inmovilizados en celita sin caracterizacion (NB-celita) y en celita super
fina (SF-celita), se puede reutilizar 3 ciclos con %ee > al 98% favoreciendo la obtencion de
(R)-mandelonitrilo.

Sin embargo, al inmovilizar el biocatalizador sobre Celite® 560, el %ee fue <70%, con
estos datos podemos asumir que se estd favoreciendo la reaccion quimica, la reaccion
quimica se minimiza, al disminuir el pH y la temperatura. Sin embargo, las caracteristicas
fisicoquimicas reportadas de la celita 560 son: tamafo de particula < 148.5 um, fue tratada
con carbonato de calcio, un pH > a 8.5 en suspension al 10%, el pH alto favorece la
reaccion quimica.

120

% ee

Ciclo 1 Ciclo2 Ciclo3

EHNL-HD ®HNL-sp =NB-celita ®SF-celita ®560-celita
Grafica 1. % (R)-mandelonitrilo por adicion de HCN a benzaldehido, reciclando la HNL

en tres ciclos de reacciones sucesivas. Harina desgrasada de semillas (HNL-HD), HNL
semipurificada (HNL-sp), HNL inmovilizada en celita agranel (NB-celita)), HNL
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inmovilizada en Celite® 560 (560-celita), HNL inmovilizada en Standard Super Cel® fine
(SF-celita).

En la grafica 2 se muestran los % de conversion de benzaldehido a mandelonitrilo, en el
reciclado de HNL-HD, HNL-sp y de las HNL inmovilizadas en los diferentes tipos de celita
(NB-celita, SF-celita y 560-celita). En el ciclo 1 el % de conversion de benzaldehido a
mandelonitrilo fue >66%, en todos los casos. Para el ciclo 2 el % de conversion fue > 56%
con todas las HNL evaluadas. Por otro lado, en el ciclo 3se obtuvo un % de conversion
mayor a lo obtenido en los ciclos 1 y 2; con todas las fuentes de HNL la conversion fue
>80%, excepto con HNL-HD, que fue 65%. Al utilizar los biocatalizadores HNL-sp,
NB-celita, SF-celita y 560-celita, se observa un incremento en la conversion durante el
ciclo 3, comparando con los ciclos anteriores.

100
90
80
70
60
50

% Conv

30
20
10

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo3

EHNL-HD ®HNL-sp ®NB-celita ®SF-celita © 560-celita

Grafica 2. Biotransformacion de benzaldehido a (R)-mandelonitrilo, reciclando la HNL en
tres ciclos de reacciones sucesivas. Harina desgrasada de semillas (HNL-HD), HNL
semipurificada (HNL-sp), HNL inmovilizada en celita agranel (NB-celita)), HNL
inmovilizada en Celite® 560 (560-celita), HNL inmovilizada en Standard Super Cel® fine
(SF-celita).

CONCLUSIONES

La actividad biocatalitica de las HNL inmovilizadas son iguales a las de HNL-HD y
HNL-sp, en los ciclos 1 y 2 no se observa diferencia en el % de conversion, pero en el
tercer ciclo las HNL inmovilizadas son superiores en >15% para biotransformar a
benzaldehido en mandelonitrilo. Las HNL inmovilizadas mantienen su actividad
biocatalitica, ademas, se pueden reciclar al menos 3 veces. Las HNL inmovilizadas en los
diferentes tipos de celita no mostraron diferencia en la conversion de benzaldehido a
mandelonitrilo. La seleccion del soporte es importante, se observo que al utilizar 560-celita
debido a sus caracteristicas se ve favorecida la reaccidon quimica, lo que disminuye el %ee.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el alcohol bencilico es ampliamente utilizado para la preparacion de
saborizantes, perfumeria, plastificantes, desinfectantes, colorantes, diluyentes, entre otros.'

El alcohol bencilico puede ser obtenido a partir de la reduccion de benzaldehido por diversos
sistemas de reduccion que presentan altos rendimientos; sin embargo, la mayoria de estas
reacciones utilizan metales pesados y disolventes organicos como medio de reaccion, lo que
implica un aumento en los costos de operacion y mayor dafio al medio ambiente.> Una
alternativa atractiva es el uso de biocatalizadores de fuentes vegetales, que han demostrado
algunas ventajas como ser de mayor accesibilidad por sus bajos costos, amplia variedad
existente de plantas, alta versatilidad y eficiencia, facil separacion de los productos de la mezcla
de reaccion por filtracion o centrifugacion, facil disposicion de los residuos, entre otras.’

Los biocatalizadores de fuentes vegetales, como las aldocetoreductasas, son enzimas que
catalizan la biotransformacion del grupo carbonilo de aldehido o cetonas a sus alcoholes
correspondientes y viceversa.* Se ha reportado que en las plantas, las aldocetoreductasas
desempefian numerosas funciones en el metabolismo de esteroides, azlicares y degradacion de
carbonilos.’ Estas enzimas contribuyen a la desintoxicacion generada por especies reactivas de
oxigeno, reduciendo los grupos carbonilo a,B-insaturados y compuestos toxicos para producir
los alcoholes correspondientes.® También degradan feniletanol a 4cido fenilacético (el cual se
reconoce como una fitohormona o auxina natural) para regular el crecimiento del vegetal.’
Las diferentes variedades de frijol (Phaseolus vulgaris) han mostrado ser fuentes de reductasas,
que se pueden usar para la obtencidon de alcohol bencilico a partir de benzaldehido. Solis Oba,
et al. (2019) utilizaron las variedades de frijol Pinto, Bayo, Negro, Ayocote y Flor de Mayo
para la conversion de benzaldehido, logrando obtener 100% de reduccion con todas estas
variedades.?

Con la finalidad de aumentar la productividad del cultivo del frijol, se aplican diversos tipos
de fertilizantes, organicos e inorgéanicos, pero no se ha estudiado el efecto que tienen estos
fertilizantes sobre la actividad reductasa. En un estudio llevado a cabo en el CIBA del IPN, se
utilizaron diferentes cantidades de fertilizante quimico (urea/superfosfato triple) y fertilizante
orgéanico (extracto de sargazo), asi como la combinacion de ambos fertilizantes, para mejorar
la produccién de frijol San Rafael y Vaquita. Después de que se cosecharon los frijoles de
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ambas variedades, con los diferentes esquemas de fertilizacion, se obtuvieron muestras para
evaluar su actividad reductasa y determinar el efecto que tiene la fertilizacion sobre dicha
actividad. Como reaccion modelo, se estudié la conversion de benzaldehido a alcohol
bencilico.

BIOLOGICOS

OBJETIVO

Evaluar el efecto de la fertilizacién orgénica, mineral y organica-mineral en las propiedades
biocataliticas de dos variedades de frijol (Vaquita y San Rafael) utilizando como reaccion de
referencia la conversion de benzaldehido a alcohol bencilico.

MATERIALES Y METODOS

El benzaldehido y el alcohol bencilico utilizados fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Todos
los disolventes fueron adquiridos de J.T. Baker y Techroom. Las semillas de Phaseolus
vulgaris (Vaquita y San Rafael) fueron cultivadas en CIBA Tlaxcala y fertilizados en
condiciones diferentes: con 3 concentraciones de fertilizante a base de sargazo “Algaenzims”
(0.03 ml, 0.06 ml y 0.1 ml) y 3 concentraciones de fertilizacion mineral: urea (fuente de N»2) y
superfosfato triple de calcio (SFT, fuente de P2Os) (0, 0.95 g /1.357 g, 1.075 g /1.487 gy 1.212
g /1.625 g respectivamente), asi como la combinacion de estos fertilizantes, ademas de un
control negativo sin fertilizante. Los 16 tratamientos evaluados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Fertilizacién de cultivo de frijol usando extracto de sargazo (fertilizante organico,
FO) y fertilizacion con urea/superfosfato triple (fertilizante mineral, FM) y sus combinaciones.

Nivel de Nivel de Fertilizacién organica Concentracién de Concentracién de
tratamiento tratamiento (FO) y mineral (FM) fertilizante organico fertilizante mineral
organico mineral (mL/maceta) (urea/superfosfato
(sargazo) (urea/super fosfato triple)
triple) (g/maceta)
SO MO C- (S0-MO0) 0 0
S0 M1 S0-M1 0 0.95y1.357
S0 M2 S0-M2 0 1.075y 1.487
S0 M3 S0-M3 0 1.212y 1.625
S1 MO S1-MO 0.03 0
S1 Ml S1-Ml1 0.03 0.95y1.357
S1 M2 S1-M2 0.03 1.075y 1.487
S1 M3 S1-M3 0.03 1.212y 1.625
S2 MO S2-M0 0.06 0
S2 M1 S2-M1 0.06 0.95y1.357
S2 M2 S2-M2 0.06 1.075y 1.487
S2 M3 S2-M3 0.06 1.212y 1.625
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S3 MO S3-MO 0.1 0
S3 M1 S3-M1 0.1 0.95y1.357
S3 M2 S3-M2 0.1 1.075y 1.487
S3 M3 S3-M3 0.1 1.212y 1.625

Sargazo (S), Mineral (M), Nivel de fertilizacion organica (NFO), Nivel de fertilizacion mineral (NFM), Control
negativo (C-)

e Obtencion de extractos enzimadticos

Las semillas de frijol Vaquita (Va) y San Rafael (SR) se sumergieron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 5% durante 10 min, se lavaron con agua destilada y se dejaron secar. Se
pesaron 5 g de semillas y se pulverizaron en un molino para café Hamilton Beach 80374, la
harina obtenida se tamiz6 y se mezcld con solucion amortiguadora de HEPES 0.2 M a pH 8.1
(1:4 p/v) y se agito mecanicamente por 1 h, se centrifug6 a 4000 rpm/5°C/10 min. El
sobrenadante (extracto acuoso), se decanto y se utilizé para la bioreduccion del benzaldehido.

o Evaluacion de la actividad reductasa

Biorreduccion: a 1 mL de extracto acuoso, de frijol Vaquita o San Rafael, se le agreg6 0.015

mmol (1.5 uL) de benzaldehido disuelto en 48.5 uLL de isopropanol, se agito mecanicamente a
25°C en una incubadora Enviro-Genie, después de 19 h se extrajo con éter etilico (2 x 0.5 mL),
se centrifugd a 13000 rpm/5°C/5 min, se seco con sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) y el % de
conversion (% Conv) se determind por Cromatografia de gases (CG). Todos los experimentos
se realizaron por triplicado.

Determinacion _del % Conversion: se us6 un cromatografo HP 6890, equipado con una

columna HP-5 (30 m x 0.25 mm, 0.25 um), se utilizd6 como gas acarreador N», temperatura del
inyector y detector a 250°C, temperatura del horno a 130°C y velocidad de flujo de 0.8 mL/min.

o Analisis Estadistico de los datos

Se realiz6 un andlisis estadistico para evaluar la actividad reductasa con base en el % Conv de
las diferentes variedades y tratamientos, utilizando el software JMP version 13 (SAS Institute
Inc., North Caroline, USA), se realizo un analisis factorial completo para evaluar la influencia
de las variedades, niveles de fertilizante organico y mineral y las interacciones sobre el % Conv,
si alguna variable mostr6 diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) se realiz6é una
prueba post hoc HSD Tukey—Kramer. Todos los datos se expresan en media = desviacioén
estandar (SD).

RESULTADOS

En la grafica 1 se presenta el % de reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico utilizando
como fuente de reductasa la variedad de frijol San Rafael (SR). Se observa el mayor % de
reduccion (>96%) se obtiene al utilizar el FO sin FM (S3M0) y con FM (S3M1, S3M2, S3M3).
También se observa que la conversion aumenta de manera directa con el incremento en la
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cantidad de FO (S1M0, S2M0, S3M0) y FM FO (SOM1, SOM2, SOM3) aplicados de manera
individual al cultivo.
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Grafica 1. Reduccién de benzaldehido a alcohol bencilico utilizando como fuente de
biocatalizador frijol San Rafael para cada uno de los 16 tratamientos de fertilizacion.

En la grafica 2 se presenta la reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico para la variedad
Vaquita (Va), los % Conv son menores a los obtenidos con la variedad SR. Al igual que con la
variedad SR, la reduccion del benzaldehido utilizando el extracto de Va, aumenta al aumentar
la cantidad de FO y FM al aplicarlos de manera individual al cultivo. EIl mejor resultado de
reduccion (80.6%) se obtuvo con la fertilizaciéon mas baja de FM sin FO (SOM1), asi mismo
con la FO sin FM (S3MO0) se obtuvo la segunda mejor conversion (64.2%). Se observa que, al
combinar la fertilizacion organica y mineral, para esta variedad, se produce un efecto negativo
en el % Conv con resultados por debajo del control negativo.
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Griafica 2. Reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico utilizando como fuente de
biocatalizador frijol Vaquita para cada uno de los 16 tratamientos de fertilizacion.

De acuerdo con los resultados presentados en las graficas y el andlisis factorial completo, la
variedad tiene el efecto principal sobre el % Conv, aunque San Rafael y Vaquita pertenecen a
la misma especie (Phaseolus vulgaris), presentan diferencias en su capacidad enzimatica. Esto
podria explicarse por qué San Rafael es una semilla certificada que se obtiene de semillas
mejoradas, mientras que Vaquita, corresponde a una semilla silvestre nativa del estado de
Tlaxcala.

La fertilizacién orgénica tiene un efecto significativo sobre la conversion, siendo que la
concentracion S3 (0.1 mL/maceta) fue la que presentd el mejor % de reduccion. Ademas, la
interaccion de los tres factores (variedadestNFO+NFM), también mostrd un efecto importante

188



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento
. . s = ‘ AT\ |sioLocicos
Casa abierta al tiempo de Sistemas Biologicos >

sobre el porcentaje de reduccion. Por otro lado, la fertilizacién mineral tiene el menor efecto y
en general los % Conv fueron mas bajos comparados con la fertilizacion orgénica.

Los resultados obtenidos dejan en evidencia que existe una correlacion entre la fertilizacion
organica del suelo y un aumento en la actividad enzimatica, ya que, al utilizar fertilizacion
organica a base de algas, se ha reportado un aumento significativo en la longitud de la raiz, lo
que mejora la absorcion de nutrientes, la actividad enzimatica y la activacion de la sefalizacion
hormonal,® aumentando los rendimientos del cultivo. Esto se ha asociado con la composicion
del extracto de algas, que contiene macro y micronutrientes, aminoacidos, vitaminas,
citoquininas, auxinas y sustancias de crecimiento’ que en conjunto promueven la movilizacion
de nutrientes y a su vez una bioestimulacion positiva, mejorando la capacidad fotosintética de
las hojas y no sélo proporcionar nutrientes, como lo hace el fertilizante mineral.!°

Por lo anterior, se plantea que, al aumentar la concentracion del fertilizante orgénico, se
promueve el crecimiento (regulado por las auxinas) y también aumenta la actividad reductasa,
debido a que las aldocetoreductasas estan involucradas en la biosintesis de algunas auxinas.

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos, se puede concluir que la variedad de frijol y la concentracion del
fertilizante orgéanico, tienen un efecto significativo sobre el % Conv de benzaldehido a alcohol
bencilico. Se observé que la variedad de San Rafael fue la que favorecio los mayores % Conv,
en conjunto con la concentraciéon mas alta del fertilizante organico a base de sargazo
(concentraciéon de 0.1 mL/maceta) con y sin el fertilizante mineral, sin afectar
significativamente la reduccion de benzaldehido. Para la variedad de Vaquita, el mayor % Conv
se obtiene con la concentracion M1 del fertilizante mineral (0.95 g de urea 'y 1.357 g de SFT)
y cuando no se adiciona fertilizante organico al cultivo.
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INTRODUCCION

Los procesos biocataliticos involucran el uso de biocatalizadores en la transformacién
quimica de moléculas y ha permitido el uso de enzimas en un amplio nimero de reacciones
aplicadas en procesos industriales.! Por ejemplo, entre las enzimas oxidorreductasas se
encuentran las aldocetorecuctasas, que catalizan la biotransformacion del grupo carbonilo de
aldehido o cetonas a los alcoholes correspondientes y viceversa.? Como fuentes de
aldocetorecuctasas se pueden utilizar las raices, frutos, semillas y hojas de diversas plantas
como frijol (Phaseolus vulgaris)®, brocoli (Brassica oleracea var. italica)* entre otras.

La reduccion de aldehidos y cetonas constituye una herramienta importante en quimica
organica para la preparacion de alcoholes, que se pueden utilizar en la sintesis de cosméticos,
productos farmacéuticos y agroquimicos. Actualmente existen diversos sistemas de
reduccién quimica que garantizan altos rendimientos, sin embargo, utilizan metales dificiles
de disponer una vez terminada la reaccidon, una alternativa atractiva es el uso de
biocatalizadores de origen vegetal los cuales, frecuentemente, son baratos y faciles de
conseguir.’

Los biocatalizadores presentan ventajas frente a los catalizadores inorganicos tradicionales
como: a) una elevada especificidad, estereoselectividad y regioespecificidad; y b) una gran
actividad catalitica a temperatura ambiente y presion atmosférica. A pesar de estas claras
ventajas, el empleo de los biocatalizadores no se ha generalizado en la industria, debido
principalmente a: (I) su limitada estabilidad ya que son proteinas que se pueden
desnaturalizar, y perder totalmente su actividad; y (II) la dificultad que implica el separar el
biocatalizador de los sustratos y productos en el medio de reaccion, lo que impide su
reutilizacion.’

Por medio de la inmovilizacion de enzimas se ha logrado aumentar su estabilidad, facilitando
su manejo y separaciéon en los procesos, permiten un uso continuo, aumenta su
reproducibilidad, se puede reutilizar manteniendo las propiedades de la enzima, lo que
convierte a este procedimiento en un proceso interesante y econdmicamente viable.® La
tecnologia de inmovilizacién crea nuevas e interesantes oportunidades de desarrollo
comercial en una amplia gama de industrias.

OBJETIVO
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Evaluar y comparar la actividad reductasa de fuentes vegetales como: a) los extractos acuosos
de semillas de chicharo, haba, mamey, vainas de chicharo y haba; b) liofilizados de semilla
de chicharo, haba, mamey y vaina de haba; c) inmovilizados de semilla de haba, mamey y
vaina de haba, utilizando como reaccion de referencia la reduccion de benzaldehido a alcohol
bencilico.

BIOLOGICOS

MATERIALES Y METODOS

Benzaldehido y alcohol bencilico fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Los materiales
vegetales, chicharo (Pisum sativum), haba (Vicia faba) y mamey (Poteria sapota) se
adquirieron de un mercado local de la ciudad de México.

e Obtencion de extractos enZimaticos con actividad reductasa

Material vegetal fresco: El material vegetal se lavo con agua y jabon, se sumergio durante 1
minuto en solucidon de hipoclorito de sodio al 5%, se enjuagd con agua destilada y se dejo
secar. El material vegetal se pesé y se molid con agua destilada (relacion 1:1 o 1:2 p/v),
posteriormente se centrifugd a 4000 rpm, 10 min a 5 °C, el sobrenadante (extracto acuoso)
se utilizdé como fuente de reductasa.

Polvos acetonicos: Las semillas de mamey se molieron en licuadora con acetona, después se
filtraron en un embudo buchner, el proceso se repitio 3 veces, la harina se dejo secar a
temperatura ambiente para posteriormente tamizar. A 1 g de harina desengrasada se le agrego
10 mL de agua destilada y se agit6 durante 1 h, se centrifugd a 4000 rpm, 10 min a 5 °C, el
sobrenadante (extracto acuoso) se usé como fuente de reductasa.

Material vegetal liofilizado: El material vegetal se lavd con agua y jabon, se sumergio
durante 1 minuto en solucion de hipoclorito de sodio al 5%, se enjuagd con agua destilada,
se congelo y se liofilizd, finalmente se moli6 y se homogeneizo el tamaiio de particula.

e Obtencion de liofilizados de extracto acuoso de los materiales vegetales:

El extracto acuoso (10 mL) se congelo, se liofiliz6. Posteriormente se recuperd el polvo
liofilizado, se peso, tamizd. Los materiales liofilizados se almacenaron en refrigeracion a
4°C. Para su utilizacion fueron regenerados con la cantidad de agua que perdieron, se dejaron
agitar durante una hora, se us6 la solucion como fuente de enzima.

e Inmovilizacion del extracto acuoso vegetal con actividad reductasa

Inmovilizado directo: Al extracto acuoso o el polvo liofilizado (0.1g o su equivalente en
volumen) reconstituido en agua, de las de semilla de haba, mamey y vaina de haba se le
adiciono la celita en una relacion 1:4, se agitdé a 5 °C por 24 h, se congelo y liofilizo.

Inmovilizado acetonico: El extracto acuoso de la vaina de haba y acetona se enfriaron a -
5°C, posteriormente a la acetona en agitacion constante se le adicion celita en una relacion
1:1 (extracto acuoso: celita) y se le adiciono el extracto acuoso de vaina de haba gota a gota,

se dejo en agitacion durante 30 minutos, se filtro a vacio y el s6lido se dejo a secar durante
24 h.
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o Evaluacion de la actividad reductasa

BIOLOGICOS

Biorreduccion: A 1 mL de extracto acuoso o su equivalente en peso de los liofilizados e
inmovilizados (1:4), en el caso de los liofilizados e inmovilizados fueron reconstituidos con
1 mL de agua o buffer de fosfatos (0.15M, pH 8.1), se le agreg6 0.015 mmol (1.5 uL) de
benzaldehido disuelto en 48.5 uL de isopropanol, se agitd mecanicamente a 25 o 35°C,
después de 24 h se extrajo con éter etilico (2 x 0.5 mL), se centrifugo, se seco con sulfato de
sodio anhidro, el % de conversion (% Conv) se determind por Cromatografia de gases (CG).
Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

o  Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizo con andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido
de HDS de Tukey-Kramer Test, p <0.05 se considerd estadisticamente significativo
utilizando el software JMP version 13 (SAS Institute Inc., North Caroline, EE. UU.). Los
resultados se expresaron como media + desviacion estandar.

RESULTADOS

o FEvaluacion de la actividad reductasa del extracto acuoso de semilla de chicharo
con respecto al tiempo (24 y 48h)

Se evaluo la actividad reductasa del extracto acuoso de semilla de chicharo después de 24 y
48 horas de reaccion. A las 24h se obtuvo un 94.5 % y a las 48 horas 99.1 % de conversion.
Con los resultados obtenidos se determind, evaluar las reacciones a 24 h.

e FEvaluacion de la actividad reductasa del extracto acuoso, liofilizado e
inmovilizados de semilla y vaina de chicharo

En la grafica 1 se observa que el porcentaje de reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico
con el extracto acuoso de la vaina de chicharo fue de 96.5 %, con el extracto después de 6
dias en refrigeracion fue de 94.8 %, sin embargo, el extracto acuoso después de 15 dias en
refrigeracion el % de Conv disminuye un 19.1%. Por lo que el extracto acuoso de vaina de
chicharo se puede conservar hasta 6 dias en refrigeracion sin pérdida significativa de su
actividad catalitica. El liofilizado e inmovilizado del extracto acuoso de la vaina de chicharo
tubo % de conversion de 94.3 y 95.3 % respectivamente, si diferencia significativa con el
extracto acuoso.

El % Conv con el extracto acuoso de la semilla chicharo fue de 94.5, mientras que con el
extracto acuoso después de 6 dias en refrigeracion se observa una disminucion de 11.0% y a
los 15 dias se observa una disminucion de significativa de la actividad reductasa de mas del
80.0 %. Al liofilizar e inmovilizar el extracto acuoso de semilla de chicharo se observo una
disminucion en la conversion de 22.5 y 48.3%, respectivamente, con respecto al uso del
extracto recién preparado. Por otro lado, al liofilizar e inmovilizar el extracto acuoso de
semilla de chicharo se observd una disminucion significativa del % de conv >39%. Al
comparar los resultados de los extractos acuosos de semilla de chicharo (94.5 %) y la vaina
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de chicharo (96.5 %), se observa que la vaina de chicharo tiene un mayor % de Conversion,
es estable por mas tiempo, ademas es un desecho al que se le puede dar un valor agregado.

BIOLOGICOS

1200

1000

80.0

60.0

% Conversion

400

200

0.0

CCHI2? CCHIBD CCHISD LCHIE ICHIE CHI CHIGD CHI1D LCHI ICHI

Fuente Vegetal

Grafica 1. Reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico usando los extractos acuosos de semilla
de chicharo (CHI) y vaina de chicharo (CCHI) recién preparados, extractos acuosos de semilla de
chicharo (CHI6D, CHI15D) y vaina de chicharo (CCHI6D, CCHI15D) almacenados en refrigeracion
alos 6 y 15 dias respectivamente, liofilizado (LCHI) e inmovilizado (ICHI) de semilla de chicharo y
liofilizado (LCHIE) e inmovilizado (ICHIE) de cascara de chicharo. ** p < 0.01 y *** p < (0.001
diferencia estadisticamente significativa.

e FEvaluacion de la actividad reductasa del extracto acuoso, liofilizados e
inmovilizados de semilla de haba, mamey y vaina de haba

En la grafica 2, se observa que la reduccion de benzaldehido es mas alta con los extractos
acuosos de semilla de haba con tegumento y haba sin tegumento con 99 y 93 % de reduccion,
respectivamente. El liofilizado e inmovilizado de haba sin tegumento (Haba ST) mantienen
su actividad catalitica con 99 y 96 % de reduccion, sin diferencia a lo obtenido para el extracto
acuoso. Lo anterior es una ventaja ya que al liofilizar o inmovilizar el extracto acuoso se
podra conservar por mas tiempo sin perder la eficacia de la enzima. Por otro lado, el
liofilizado e inmovilizado de haba con tegumento (Haba CT) disminuyeron su actividad
catalitica, con respecto al extracto acuoso, en un 52 y 7% respectivamente. El proceso de
liofilizacion al extracto acuoso de Haba CT afecta drasticamente su actividad reductasa.

Los extractos acuosos de vaina de haba y semilla de mamey presentan bajos % de reduccion
con 8 y 31 %, respectivamente, al liofilizar el extracto acuoso de semilla de mamey aumento
significativamente el % de conversion en un 34%. La inmovilizacion de las enzimas
presentes en los extractos acuosos de vaina de haba y semilla de mamey provoco un aumento
significativamente su actividad catalitica, con % de reduccion de 45 y 93% respectivamente.

Al obtenerse tan bajos resultados con el extracto acuoso, inmovilizado y liofilizado de la
vaina de haba, se realiz6 la reduccion utilizando: 1) buffer de fosfatos (0.15 M, pH 8.1) como
medio de reccion y una temperatura de 35°C, con estas condiciones se observo que el % de
conversion aumento significativamente obteniéndose un 87% de reduccion para los extractos
acuosos y 95% en el caso del inmovilizado acetonico. Con estos resultados se corrobora que
el proceso de inmovilizacidon de enzimas logra aumentar su estabilidad y con ello su actividad
catalitica, en este caso su actividad reductasa. Adicionalmente, se evalu6 la actividad
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reductasa del material vegetal liofilizado (Vaina seca) cabe destacar que este caso el material
vegetal unicamente es lavado, liofilizado y triturado, con la finalidad de conservarse por un
tiempo mas largo, al evaluar el % de reduccidon sorprendentemente se obtuvo > 99% de
alcohol bencilico.

BIOLOGICOS
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Grafico 2. Reduccion de benzaldehido a alcohol bencilico usando los extractos acuosos, liofilizados
e inmovilizados de semilla de haba con tegumento (Haba CT), sin tegumento (Haba ST), mamey (S.
Mamey), vaina de haba (Vaina haba) y vaina de haba seca (Material Vegetal Liofilizado), ** p < 0.01
y *** p <0.001 diferencia estadisticamente significativa.

CONCLUSIONES

Se comprob6 la actividad reductasas de los extractos acuosos de vaina de chicharo, vaina de
haba, semillas de chicharo, mamey y haba con y sin tegumento. El extracto acuoso del
chicharo no se puede almacenar en refrigeracion, ya que pierde su actividad reductasa,
mientras que la vaina de chicharo se puede almacenar hasta por 6 dias manteniendo su
actividad catalitica. Inmovilizar los extractos acuosos de vaina de haba y semilla de mamey,
aumenta significativamente la actividad reductasa con respecto al extracto acuoso. El
extracto acuoso de vaina de chicharo, el inmovilizado de semilla de mamey y el liofilizado
de vaina de haba son buenas fuente de biocatalizador ya que ademas de presentar buenos
resultados son un desecho al que se le puede dar un valor agregado.
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INTRODUCCION: Los productos farmacéuticos incluyen cientos de sustancias con propiedades
fisico-quimicas complejas, dependiendo de sus actividades biologicas (Fent et al., 2006). A medida
que la medicina mejora, se fabrican nuevos firmacos para tratamientos de enfermedades que
aquejan a la humanidad. En consecuencia, la carga de productos farmacéuticos de cuidado personal
(PPCP), principalmente los de uso frecuente y de venta libre siguen aumentando en las plantas de
tratamiento de aguas residuales. Lo que representa un mayor riesgo de contaminantes emergentes
y una amenaza para la biota acuatica (Aus der Beek et al., 2016; Boxall et al., 2012; Ebele et al.,
2017)

La farmacologia proporciona informacion sobre la farmacocinética de los compuestos en el
organismo, ademas, establece las rutas de absorcion, distribucion, metabolismo, degradacion y los
posibles efectos secundarios en el organismo diana. Sin embargo, la mezcla de farmacos presentes
en el agua, representan una amenaza mayor para los organismos acuaticos, ya que podrian inducir
alteraciones reproductivas en peces, comparado a lo ya reportado en humanos. Se sabe que la
presencia de disruptores endocrinos derivados de hormonas sintéticas y naturales en el medio
acuatico, alteran el desarrollo de células germinales en peces, debido a cambios relevantes en la
expresion de genes que regulan la proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular (Galus,
Jeyaranjaan, et al., 2013; Laville et al., 2004; Morley, 2009)

Los PPCP se pueden clasificar en multiples grupos segun sus propiedades, propositos o actividad
biologica, en las que incluyen antibidticos, hormonas, analgésicos, medicamentos
antiinflamatorios, reguladores de lipidos, fArmacos antagonistas y agonistas.

No obstante, dada la dificultad para detectar farmacos en el medio acuatico, y bajo la premisa de
que estos son diluidos en el agua, hasta el momento se ha prestado poca atencién a este problema,
a pesar de que los peces constituyen la base primordial de la alimentacion (Morley, 2009).

OBJETIVO (S): Analizar de manera integral los efectos de compuestos farmacéuticos en la
salud reproductiva de los peces. Con la finalidad de determinar las principales alteraciones
reproductivas a nivel molecular, bioquimico e histologico en peces.
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MATERIALES Y METODOS:

Protocolo de estudio

Se desarrolld6 un PECO (poblacién, exposicion, comparacion, resultado) para abordar y
comprender los posibles efectos que causan los compuestos farmacéuticos en el desarrollo
reproductivo en peces (Tabla 1).

BIOLOGICOS

Tabla 1: PECO (poblacion, exposicién, comparacion, resultado)
Poblacion Cualquier especie de pez sin restricciones de zona geografica, distribucion, sexo
y ambiente.

Exposicion  |Exposicion a cualquier compuesto farmacéutico: hormonas sintéticas,
normonas  naturales;  farmacos  agonistas, firmacos  antagonistas,
antimicrobianos, entre otros.

Comparacion | Un grupo de comparacion expuesto a un nivel equivalente o ingredientes activos
de las mismas formulaciones: modelo experimental, concentraciones, duracion y
vias de exposicion.

Resultados ~ [Cualquier efecto adverso para la salud reproductiva o criterios de valoracion de
oxicidad, que incluyen alteraciones en las gonadas.

Estrategia de bisqueda

Se emplearon las bases de datos Science Direct, Springer y Wiley, usando el enunciado booleano:
(“follicular atresia” OR atresia) AND (follicle OR follicles OR “granulosa cell”’) AND (“apoptosis
OR “cell suicide” OR “cell death program”) AND (“gonads” OR “gonad” OR “ovary” OR
“ovaries”) AND (“testicle” OR “testicles” OR “male gonad”) AND (“sperm” OR “spermatozoon”)
AND (“fish” OR “fishes”) contenidas en el titulo del articulo, el resumen o las palabras clave, la
busqueda abarco la tltima década (2010-2021).

Criterios de seleccion

Los articulos seleccionados cumplieron con los siguientes criterios: trabajos en peces (teledsteos)
realizados en campo y laboratorio. Evaluacion de los efectos de compuestos activos farmacéuticos
sobre el desarrollo gonadal en peces. Alteraciones en los ovocitos y promocion de la actividad
apoptotica dentro de las gonadas tanto femeninas como masculinas, influencias de las hormonas
en el desarrollo folicular en peces. Estudios sobre expresion de genes que participan en el
desarrollo gonadal y cualquier biomarcador relacionado con alteraciones reproductivas en los
peces. Solo se consideraron las publicaciones escritas en idioma inglés.

Criterios de exclusion

Se descartaron todos los articulos duplicados, los que realizaron estudios en cualquier otro
organismo diferente a peces, al igual que los libros, capitulos de libros, congresos, notas cientificas
y revisiones.

Evaluacion de la elegibilidad del estudio

La elegibilidad de los articulos se analizdé en el resumen, por dos revisores independientes.
Tomando en cuenta los siguientes aspectos: (1) investigaciones empiricas originales publicadas en
una revista cientifica; (2) evaluacion simultdnea de los efectos de compuestos farmacéuticos o
componentes activos y (3) informacion sobre los niveles de expresion de genes que participan en
el desarrollo de gonadas de peces.

Extraccion de datos
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La informacién de los articulos seleccionados se recopilé mediante un formulario, en donde se
detallo: el afio de publicacion, propiedades de los compuestos activos, asi como formulaciones,
caracteristicas metodoldgicas, concentracion, via de exposicion, tiempo, modelos experimentales,
nombre cientifico, criterio de valoracion, respuesta del compuesto farmacéutico a nivel genético,
histologico y fisiologico, diferencia en la toxicidad o mezclas del compuesto activo. Ademas, se
realiz6 una sintesis cualitativa de los resultados.

Analisis de resultados

Los datos recopilados de los articulos se presentaron mediante tablas de evidencia o descriptivas.
Los datos cuantitativos se expresaron en media, porcentajes y rangos segun el caso.

BIOLOGICOS

RESULTADOS:

La busqueda inicial en las bases de datos de Science Direct, Springer y Wiley arrojé doscientos
cincuenta y cuatro articulos. Setenta y dos articulos fueron eliminados por no cumplir con criterios
de inclusion (articulos de revision y resumenes de eventos cientificos). A partir de ciento ochenta
y dos articulos, se excluyeron ochenta articulos después de la lectura del resumen por los pares
independientes, y ochenta articulos mas por utilizar modelos experimentales diferentes a
peces. ochenta articulos fueron descartados por no estar relacionados con la exposicion de peces
a farmacos. Se realiz6 la descripcion de los efectos de farmacos en peces de los veintiiin articulos
seleccionados (Fig.1).

La localizacion de los articulos analizados fue predominantemente en revistas de Ciencias
Ambientales (14%), Endocrinologia (27%), Fisiologia Animal (9%), Toxicologia y Farmacologia
(50%).

)
g
'ﬁ Records identified through database
:E searching
'E SCIENCE DIRETC: 149; SPRINGER: 49; WILLEY:
Q "
=
S
) .
Records after duplicates non-original articles excluded
removed ., (reviews)
nén (n=254) (n=72)
=
g v
A
Records screened Records excludslsd by t|t|le aer
(n=182) abstract screening on criteria
(n=80)
—
A
Z
= Full-text articles assessed Full-text articles excluded
i for eligibility > (n =80)
= (n=102)
| —

|

Studies included in
guantitative synthesis
(n=22)

Fig. 1. Diagrama de flujo PRISMA.
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Caracteristicas generales de los estudios incluidos.

En la tabla 2, se muestran las caracteristicas generales de los fArmacos incluidos en los veintidos
articulos. Entre el 2010-2012 se publicaron sdlo tres articulos, uno por afio, pero en el 2013 se
reportaron tres articulos, y en 2014 dos articulos. Sin embargo, entre el 2015-2016 solo un articulo
por afio. Mientras que cinco articulos fueron identificados en el 2017. A pesar del repunte antes
mencionado, no se publicaron articulos sobre el tema en el 2018, pero en el 2019 se realizaron
cuatro publicaciones. Finalmente, entre 2020-2021 solo se reportaron dos articulos. El pez cebra
Danio rerio fue la especie mas utilizada (nueve articulos); mientras que en los demas articulos
emplearon como modelo experimental especies de interés comercial y especies nativas de
importancia ecoldgica y pesquera.

En los articulos analizados, se reportaron treinta y dos tipos de farmacos, clasificados por su
actividad biologica, en hormonas naturales (Fakriadis et al., 2019; Fallah & Habibi, 2020; Hou et
al., 2017; Irwin & van der Kraak, 2012; Penaranda et al., 2013) y sintéticas (Colli-Dula et al., 2014;
Cosme et al., 2015; Kaptaner & Unal, 2011; Prado et al., 2014; Renaud et al., 2019; Shi et al., 2017;
Villeneuve et al., 2017); farmacos agonistas (Fallah & Habibi, 2020; Irwin & van der Kraak, 2012),
farmacos antagonistas ((Ahmadi et al., 2019; Breton et al., 2019; Cosme et al., 2015; (Eykelbosh &
van der Kraak, 2010); Fallah & Habibi, 2020; Irwin & van der Kraak, 2012b), antimicrobianos
(Orbea et al., 2017; Villeneuve et al., 2017), analgésico antipirético, reguladores de lipidos (Galus,
Jeyaranjaan, et al., 2013(Galus, Kirischian, et al., 2013), entre otros (Figura 2B). Entre los
productos farmacéuticos mas estudiados destacan los hormonales naturales y sintéticos. De estos,
el farmaco mas utilizado fue la hormona 17 alfa etinil-estradiol (EE2).

Hormonas sintéticas: De los veintidos articulos revisados, siete centraron sus analisis en los
efectos de hormonas sintéticas sobre la reproduccion en hembras (Tabla 3) (Kaptaner y Unal.,
2010; Colli-Dula et al ,2014; Cosme et al., 2015; Renaud et al 2019; Prado et al.,2014; Villeneuve
et al, 2017; SHI et al 2017). Cuatro articulos emplearon 17-a-ethinylestradiol (EE2) (Kaptaner y
Unal., 2010; Colli-Dula et al ,2014; Cosme et al., 2015; Renaud et al 2019). El benzoato de
estradiol (BE), trenbolone (TRB) y norgestrel (NGT) se reportaron en un articulo respectivamente.
El tiempo de tratamiento fue variado desde 5 h hasta 60 dias respectivamente. Los métodos de
administracion fueron en agua a concentraciones de 1 -100 ng/L (Kaptaner y Unal., 2010; Cosme
et al.,, 2015; Renaud et al 2019) y en alimento a concentraciones de 0.2 y 70 ng/g de
alimento (Colli-Dula et al ,2014). Entre las alteraciones mas reportadas destacaron los cambios
en la expresion génica en el ovario, ovocitos fibroticos, o con vitelogénesis alterada, foliculos
atrésicos o con alteracion en la expresion de caspasa 3 y del igf. La pérdida de la fertilidad fue
analizada en un articulo; mientras que el incremento de apoptosis en los embriones se analizé en
dos articulos. Interesantemente, dos articulos sefialaron la disminuciéon de estrogenos (E2),
testosterona (T) y vitelogenina (VTG) en plasma. Por lo que respecta al higado, los reportes de
tres articulos revelaron cambios en la expresion de algunos genes y proteinas como la vitelogenina
y caspasa 3.

Hormonas naturales: Dos estudios independientes analizaron el efecto de la hormona de
crecimiento de carpa (HCG), la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), el resto de los
trabajos solo abordd por Unica ocasion a la Progesterona (P4) y el extracto de pituitaria de carpa
en la hembra. El tiempo de tratamiento fue muy variado desde 3h hasta 84 dias, igual que las
concentraciones usadas. Mientras que la informacion obtenida se basod principalmente en el
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analisis de los foliculos. Marcadores apoptdticos como caspasa 3 fueron inhibidos en hembras
tratadas con HCG.

Farmacos agonistas: En este grupo se analizo el efecto del péptido activador de adenilato ciclasa
pituitaria (PACAP) y la Forskolina en un articulo y en otro, se reporté un agonista de GnRH
(GnRHa). Notablemente, en los foliculos la Forskolina inhibié la expresion de marcadores de
proliferacion y apoptosis igf2a 'y igf2b y casp3 (Irwin & Van Der Kraak., 2012), pero la expresion
de igf3 incremento en hembras tratadas con PACAP y Forskolina. En S. dumerili las
concentraciones de GnRHa fueron de 20 000 - 25 000 ng/kg via inyeccion y 49 000 - 69 000 ng/kg
por implante durante 21 dias. Por otro parte, GnRHa aceler6 la maduracion gonadal, y disminuyo
la atresia folicular ovarica en S. dumerili (Fakriadis et al., 2019).

BIOLOGICOS

Farmacos antagonistas: Basados en la afinidad por el receptor e inhibicion de la accion de los
agonista, se agruparon al inhibidor del receptor del factor de crecimiento 1 similar a insulina
(IGFIR), inhibidor de la proteina cinasa A (PKA H-89), inhibidor de hormona gonadotropina
(GnlIH), inhibidor de tirosina quinasa Imatinib mesylat (IM), inhibidor de fosfolipasa A2
quinacrina (QUIN), inhibidor de la aromatasa Exemestano (EXN) e inhibidor de catepsina B, todos
reportados de forma independiente. D. rerio fue el organismo mas estudiado. En estudios in
vitro se emplearon de 10 - 25 000 nM; in vivo de 10 - 100 000 ng/L, y via oral a 1 000 ng/gr de
alimento, los intervalos de tiempo fluctuaron desde 10 min hasta 30 dias respectivamente. Entre
los cambios mas reportados destacan los ovocitos inmaduros en hembras tratadas con IM y EXM.
Aumento de tamafio folicular por la exposicion a QUIN e IM (cita). Los marcadores de apoptosis
como casp3 decayeron en presencia de CA-074-ME y GnlH (citas), pero incrementaron cuando
se empled NVP-AEWS541, ademas la diferenciacion de los foliculos se redujo (igf3) en hembras
tratadas con PKA H-89. Finalmente, bajos niveles hormonales de 17a, 20b-DHP en plasma fueron
determinados en hembras tratadas con QUIN y NVP-AEWS51.

Antimicrobianos: El Triclocarban (TCC), a 5 000 y 10 000 ng/L fue evaluado en P. promelas
durante 22 dias. Fue notable una reduccién significativa de la fecundidad y baja produccion de
huevos, debido al aumento de foliculos atrésicos preovulatorios. Ademas, incremento la expresion
de marcadores de vitelogénesis como vigr, er, 3bhsd y star. Pero decayd la expresion del
mensajero de fshr (Villeneuve et al., 2017).

Tabla 2. Caracteristicas generales de los farmacos que generan alteraciones endocrinas afectando la
salud reproductiva de peces.

Referencia Tipo d ¢ Especie Farmaco Fm:m}lla Actividad Biologica Clasificacién
estudios quimica por su uso
Eykelbosh o
& Van Der , Danio rerio Inhlbldor de CoH3 N Bloquea la sintesis de Farmaco
Kraak In-vitro (Foliculos) Catepsina B, O proteinas antagonista
? (CA-074-ME)
2010
Kaptaner & . Chalcalburnus 170-Etinil- s
Unal., 2011 In vivo tarich Estradiol Ca0H240, Hormona sexual sintética Hormonal
Irwin & IGF1 humana Hormona promotora de
In vitro Danio rerio recombinante C;H,NO; desarrollo folicular Hormonal
Glen Van (thIGF1)
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. C1105H1770
2012 Gonad(?trf)plna N3150336S Hormona hipofisaria Hormonal
corionica
Humana (hCG)) 2
Inhibidor o . .
IGFIR (NVP- C27P529N5 Inhlbldoréic;ce;presmn arl;a;m;:;l;;)t .
AEWS541) g g
Inhibidor de NC zg)HéoB}rI Inhibidor de la proteina Farmaco
PKA (H89) 3 Czl 2 cinasa A antagonista
Hormona
liberadora fle CesHg3Ny7 Hormona hipotalamica
gonadotropina Hormonal
de salmon Oi2 precursora de LH y FSH
(sGnRH)
Hormona de .
.. C41HsFN Hormona proteica secretada
crecimiento de 0.8 la adenohinofisi Hormonal
carpa (cGH) 706S2 por la adenohipofisis
Labdano Eleva  los niveles del Farmaco
diterpeno C,,H3407 adenosin monofosfato aconista
(Forskolina) ciclico (AMPc¢) g
Péptido
activador de la
adenilato ciclasa  Cjo3Hz3 N Activador del adenilato Farmaco
pituitaria 630538 ciclasa 1 agonista
humana
(PACAP)
Acetaminofen C.H.NO Bloquea la accion de la Analgésico y
(ACE) s ciclooxigenasas antipirético
Venlafaxina Ci7HxN Antidepresivo Antidepresivo
. . (VEN) O,
Galus. ot al Danio rerio
: In vivo (Embriones/ad .
2013 ultos) Genfibrozil Ci<HnO Reeuladores de linidos Regulador de
(GEM) 1552203 & P lipidos
. Anticonvulsivo y
Carbamazepin CisHiN estabilizador del estado de Anticonvulsivo
(CBZ) 0 animo
Galus, et al In situ Danio rerio ACE, VEN, - -
2013, : CBZy GEM
Inyecciones de
Penaranda, In vivo Anguilla extracto de CesHgsN 7 Hormona inductora de Hormonal
etal. 2013 anguilla pituitaria de Oi2 reproduccion en peces ormo
carpa
Chishti et L Pimephales Progesterona
al 2013 in vivo promelas (P4) Cy1H300, Hormona sexual Hormonal
Prado et in situ Astyanax Benzoato de CoiHarO Hormona sintética derivada Hormona
al.,2014 fasciatus estradiol (OB) 2T del 17 B-Estradio sintética
Colli-Dula L Micropterus 17a-Etinil- s Hormona
etal ,2014 1n vive salmoides Estradiol CaoH40; Hormona sintética sintética
Cosme et al . , , 170-Etinil- Hormona
2015 In vivo Danio rerio Estradiol CaoH240, ) sintética
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Inhlbldor de Anti protozoario, Inhibidor .
fosfolipasa A2y o) de la histamina N - Farmaco
quinacrina B0 . antagonista
(QUIN) N;O metiltransferasa.
Mezclas
Cavallin et . Pimephales quimicas de
In situ compuestos -
al., 2016 promelas .
provenientes de
PTAR
Orbea et In vivo Danio rerio Nanoparticulas A Agentes antimicrobianos y Antimicrobian
al., 2017 (embriones) de plata g antivirales 0s
Trl((:][cgjcér)ban CI;IHE)Ch Antibacteriano y antiséptico An;ﬁ?;:éertliircl’o
Villeneuve . Pimephales ’ : Y P
etal, 2017 In vivo promelas
’ 17b-Trenbolone CieHrnO Hormona esteroide Hormona
(TBR) 182 anabdlico androgénico ormo
Hou et al In vivo Gambusia Progesterona CoHaO Hormona involucrada en el Hormona
2017 affinis (P4) 20 ciclo menstrual esteroide
Hormona estrogénica
Estrona (E1) Ci5H20, secretada por el ovario y Hormona
" . sexual
tejido adiposo
Weber et . Astyanax Estradiol (E2) Hormona esteroidea sexual Hormona
In situ . . CisH40, X natural sexual
al., 2017 rivularis femenina .
femenina
Hormona Sexual Metabolito Hormona
Estriol (E3) C1sH405 del estradiol. natural ss?xual
femenina
Shi et al Anticonceptivo a base de Hormona
In vivo Danio rerio Norgestrel C,1Hy30, P natural sexual
2017 progesterona femenina
(Des(—}éllaﬁ?) Agonistas de la
Fakriadis et , Seriola DAla6-Pro-  CeoHrnNis Impide la sintesis de _hormona
In vivo - FSH y LH enla liberadora de
al., 2019 dumerili NEth9- O3 . . .
mGnRHa. H- hipofisis. gonadotropina
4070) (GnRH)
Breton, . Centropristis o Farmaco
2019 In vivo striata Exemestano Cy0H,40, Inhibidor de aromatasa. antagonista
Sardinops
Renaud et . sagax y 17a-Etinil- Hormona estrogénica Hormona
al 2019 In vivo Scomber Estradiol CaoH240, sintética sintética
japonicus
Ahmadi et In vivo Danio rerio Imatinib C30H35 Inhibicion especifica de la Farmaco
al 2019 mesylat N704S enzima tirosina cinasa. antagonista
Fallah & . Gonadotropina CuiosHim
. In vitro . . - ON3150336 . . Hormona
Habibi. . Danio rerio corionica Hormona hipofisaria
5020 (Foliculos) Humana (hCG) Sas natural sexual
(HCG)
Nibamurek In vivo Oreochromis Nevirapina CisHisNy Inhibidor de la transcriptasa Farmaco
e, & mossambicus P (0] reversa antagonista
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Wagenaar, CiHI N Bloquea el paso sucesivos
2021 Sulfametoxazol 100 lsl 3 del metabolismo del folato Antibiotico
: en las bacterias
. Impide la reduccion del
. . C4HgNy dihidrofolato a g
Timetoprima O3 tetrahidrofolato en las Antibidtico

bacterias

CONCLUSIONES:

Con base en los resultados de los articulos revisados, se concluye que existe una relacion positiva
entre la exposicion a hormonas sintéticas, principalmente EE2 y la disminucion de la fertilidad.
Entre las alteraciones observadas destacan el cambio de sexo y las alteraciones en el desarrollo
gonadal, asi como incremento en la tasa de apoptosis y atresia folicular. También se evidencian
alteraciones endocrinas causadas por farmacos antagonistas como EXN, QUINN y IM. Lo que
destaca que el vertimiento de aguas residuales a los ambientes acuaticos constituye una amenaza
directa para las especies que la habitan. Por lo que es fundamental evitar el uso excesivo de
farmacos, para prevenir la contaminacion de los ambientes acuaticos.
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1. Introduccion:

La inflamacion es un proceso fisiologico y defensivo del organismo ante agentes endogenos
del organismo o agresiones del medio, que ocasiona signos como dolor, calor, rubor, edema,
y tumefaccion. La inflamacion aguda se caracteriza por presentarse por periodos de tiempo
cortos, sin embargo, cuando esta se mantiene por largos periodos su intensidad aumenta y en
algunos casos existe pérdida de funcionalidad en la zona donde se presenta, ademas de

promover el dafio de células, tejidos y organos (1).

Existen diferentes farmacos utilizados para el tratamiento de la inflamacion como los
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los esteroideos. Los AINES son utilizados para el
tratamiento de algunas enfermedades cronicas (artritis reumatoide y lupus) o padecimientos
de menor gravedad como la fiebre (2). Esta clase de farmacos disminuyen la concentracion
de prostaglandinas al inhibir la accién de ciclooxigenasa 2 (COX-2).Algunos principios
activos utilizados para el tratamiento de dichas patologias son: acido acetilsalicilico,
ibuprofeno, naproxeno e indometacina, esta ultima es utilizada en padecimientos como la
espondilitis anquilosante, la osteoartritis y dolores agudos principalmente de hombro (3). A
pesar de sus multiples usos, los AINES que carecen de especificidad pueden interactuar con
COX-1, que estd involucrado en la actividad constitutiva del organismo, causando efectos
secundarios como problemas cardiovasculares, lesiones renales, hepatotoxicidad y ulceras

gastricas (2); por este motivo se han buscado alternativas con la misma eficacia y menor
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riesgo. La combinacion de estudios fitoquimicos y farmacoldgicos han permitido integrar
metabolitos secundarios aislados de plantas como una opcién al tratamiento de enfermedades

inflamatorias (4).

México es un pais que se caracteriza por su riqueza en flora, fauna y donde culturalmente se
practica la medicina tradicional basada en plantas, por lo que su proteccion, reconocimiento y
estudio resultan de suma importancia para su conservacion (5). Las formas en las que las
plantas se administran son en pasta, maceradas, en cocimiento o en tés y algunas de las
plantas que son utilizadas como tratamiento son: bugambilia (Bougainvillea) , hierba santa
(Piper auritum), o palo azul (Eysenhardtia platycarpa) a esta Gltima se le han atribuido

propiedades antiinflamatorias (6).

Eysenhardtia platycarpa es utilizada como antidiurético, antirreumatico o antioxidante (7).
Sin embargo, también se han reportado estudios cientificos en donde se observa su actividad
hipoglucemiante (8), asi como antiinflamatoria (9), debido a que posee moléculas como

flavonoides, quinonas, taninos y saponinas en su constitucion.

En la actualidad la medicina tradicional ha tomado terreno y se ha expandido en diferentes
paises, sin embargo, afronta problemas de seguridad, -eficacia, disponibilidad y
reglamentacion, por lo que su comparacion ante tratamientos ya establecidos resulta
importante para determinar si realmente son una alternativa (5). El presente trabajo pretende
analizar los efectos de E. platycarpa sobre el proceso inflamatorio agudo inducido en ratones

CD-1 provenientes del bioterio de la UAM unidad Xochimilco.

2. Objetivos:

2.1. General: Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto metandlico de E. platycarpa
en ratones CD-1 con inflamacion aguda inducida por aceite de croton.

2.2. Especificos:

e Comparar el efecto antiinflamatorio del extracto de E. platycarpa respecto a la
indometacina.

3. Materiales y métodos:
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3.1. Material vegetal

Las hojas secas de E. Platycarpa fueron compradas en el “Mercado Sonora”, ubicado en la
colonia Merced Balbuena, delegacion Venustiano Carranza, C.P 15800, CDMX.

La extraccion se realizd por maceracion; las hojas fueron trituradas hasta obtener un polvo
fino (8, 10). A continuacion, en un frasco se afiadieron 20 g del polvo y 100 mL de metanol;
el frasco permaneciod cerrado y en un lugar sin acceso a la luz durante 3 dias (11, 12).

Posteriormente la solucion fue filtrada y concentrada a presion reducida en rotavapor,
posteriormente se llevo a bafio maria hasta evaporar el disolvente remanente. Se obtuvo 1.230
g de extracto con consistencia densa y viscosa (rendimiento de extraccion de 6.15%).

3.2. Animales de experimentacion

Se utilizaron 18 ratones macho de la cepa CD-1, provenientes del bioterio de la Universidad
Auténoma Metropolitana-Xochimilco, los cuales tenian una edad aproximada de 4 semanas y
un peso promedio de 25.73 &+ 1.13 g. El procedimiento hecho en esta investigacion se realizéd
y adecud, para proporcionar el menor dolor y estrés posible a los ratones, de acuerdo con la
NOM-062-Z0OO0 vy con el protocolo aprobado de docencia namero 184.

3.3. Ensayo de actividad antiinflamatoria aguda

Para llevar a cabo la evaluacion del extracto, se utilizé el modelo de un solo edema auricular.
Se formaron 3 grupos de 6 ratones cada uno: grupo positivo, grupo prueba y grupo negativo.

Todos los grupos fueron administrados con 20 pL de aceite de croton (2.5 pg/uL) en la oreja
derecha por via topica, procurando que la administracion fuera uniforme en la parte posterior
y anterior de la oreja. Pasados 30 minutos, se les administré 20 pL de sus respectivos
tratamientos en la misma oreja que el aceite de croton, tal como se muestra en la Tabla 1:

Tabla 1. Grupos designados y sus respectivos tratamientos.

Indometacina (0.1 mg/uL) | Extracto de E. platycarpa (0.1 mg/uL) Acetona

Después de 4 horas, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical, para
posteriormente perforar ambas orejas por la parte central, obteniendo cortes de 6 mm de
diametro, los cuales se pesaron y registraron.

3.4. Procesamiento de datos y analisis estadistico
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Se obtuvo la diferencia de pesos entre los cortes de las orejas izquierda y derecha de cada
ratobn de acuerdo a la Ecuacién 1, con este dato y tomando como referencia al grupo
administrado con acetona se obtuvo el porcentaje de inhibicion de acuerdo a la Ecuacion 2.

Ecuacion 1y 2. Ecuaciones para obtener la diferencia de peso y porcentaje de inhibicion.

DP negative — DP tratado

(1) DP = 0i — O0d baInhibicion =

X 100 (2)

DP negative

DP = Diferencia de peso  Oi = Peso de la oreja izquierda Od = Peso de la oreja derecha

Los resultados se expresan como la media de cada grupo =+ el error estdndar (SE). El analisis
estadistico se llevd a cabo en el programa JMP 16, se realizd6 un ANOVA vy la prueba post
hoc de Tukey con la diferencia de peso en las orejas de los ratones por grupo. Se consideraron

estadisticamente significativos los valores p < 0.05.

4. Resultados:

En la Tabla 2. se puede observar la diferencia en el peso de las orejas izquierda y derecha de
cada grupo. Todos los grupos fueron significativamente diferentes entre si (p < 0.05), esto
sefiala que tanto la indometacina como el extracto de E. platycarpa, a dosis de 2 mg/oreja,
disminuyen el edema auricular inducido con aceite de croton en ratones; asi mismo el efecto
terapéutico de cada uno fue diferente, siendo la indometacina quien presenta mayor
porcentaje de inhibicion (79.31 %), mientras que el extracto de E. platycarpa presenta menor
actividad (47.12 %)).

Tabla 2. Diferencia de peso y porcentaje de inhibicioén de cada grupo.

Negativo 1.45+0.10 0.00 + 6.83
Indometacina 0.30+£0.07 79.31 £4.87
Extracto 0.76 £ 0.09 47.12 +6.58

Se muestra la X + SE de cada grupo, el tamaifio del grupo Negativo y Extracto fue de 6. Debido a un error en el
procedimiento, para el grupo Indometacina solo se consideraron los resultados obtenidos de 5 ratones.

5. Discusion:

E. Platycarpa posee actividad antiinflamatoria, aunque en menor medida que la indometacina
por aproximadamente 32.19%; el porcentaje de inhibicidon obtenido en este trabajo es menor
que el encontrado por Bustos-Salgado y colaboradores (10), esto podria deberse a la falta de
pruebas de identificacion en el material vegetal, evaluando una planta de la misma familia
pero diferente a E. Platycarpa; otro posible factor que influyd en en el porcentaje de
inhibicion es que en su dicho se aisld una sola flavonona de las 5 presentes en el extracto.
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Por otro lado, el porcentaje de inhibicion obtenido de la indometacina es similar al obtenido
por Campos-Xolalpa (13) y colaboradores, asi como al de Bustos-Salgado y colaboradores
(10), con los que se sustenta atin mas el uso de indometacina como farmaco de referencia en
futuros estudios.

El hecho de que el extracto de E. Platycarpa presente menor actividad antiinflamatoria que la
indometacina, no significa que deba dejar de usarse como alternativa al tratamiento de la
inflamacién, pues como Lozoya menciona (14), la medicina tradicional mexicana es
ampliamente utilizada aun en la actualidad y provee una alternativa a la terapia médica
convencional.

De acuerdo a la literatura, proponemos que el mecanismo por el que las flavononas presentes
en el extracto de E. Platycarpa actuan y disminuyen la respuesta inflamatoria es debido a la
interaccion con el complejo enzimdtico “ciclooxigenasa”, involucrado en la sintesis de
prostaglandinas y otros mediadores (15).

Por ultimo, las flavononas presentes en E. platycarpa pueden ser utiles como compuestos
lideres para la sintesis de moléculas antiinflamatorias, tal como Bustos-Salgado y
colaboradores (10) comprobaron en su estudio, obteniendo moléculas a partir de las
contenidas en el extracto de E. platycarpa que incluso presentaron mayor actividad
antiinflamatoria a la indometacina.

6. Conclusiones:

El extracto metanolico de E. platycarpa, conocida como “palo azul”, presenta propiedades
antiinflamatorias cuando se administra topicamente en ratones CD-1 con inflamacion aguda
inducida por aceite de croton. Su eficacia fue comparada con la actividad antiinflamatoria de
la indometacina, el cual es lo suficientemente confiable para ser utilizado como farmaco de
referencia. Podemos concluir que hay diferencias significativas entre los tratamientos de
indometacina y el extracto de E. platycarpa, presentando éste ultimo menor actividad que la
indometacina.
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INTRODUCCION:

La epilepsia es una enfermedad neuroldgica no contagiosa, que se presenta en forma de crisis, debido a descargas
desproporcionadas en las células cerebrales [1]. En condiciones normales, la red neuronal trabaja en conjunto con
mecanismos inhibidores, los cuales evitan este tipo de crisis epilépticas. Las neuronas en donde se origina la descarga
epiléptica, pasan por un proceso de despolarizacion, que se mantiene unos segundos antes de recuperar el estado basal,
debido a una reduccion del mecanismo inhibitorio[2]. La carbamazepina es uno de los antiepilépticos mas utilizados en
tratamientos y modelos experimentales, por su actividad anticonvulsiva que le proporciona el grupo carbamilo en la
posicion 5 [3] de la estructura triciclica [5]. Este farmaco, actua inhibiendo los canales de sodio [1], durante el disparo
neuronal repetitivo y mantenido, evitando la potenciacion postetanica [3]. Principalmente por un decremento en la
velocidad de recuperacion de los conductos del Na+ activados por voltaje, a partir de la inactivacion [5]. Este farmaco
administrado de manera oral [5] se absorbe considerablemente, pero con lentitud [2] en el tubo digestivo [3]. Al ser un
potente inductor de las enzimas hepaticas microsmicas [2], es decir, que incrementa su conversion en metabolitos activos
por las enzimas oxidativas hepdticas [5], su depuracion aumenta y las concentraciones plasmaticas disminuyen hasta un
50 % [3]. Este farmaco, se distribuye con rapidez por todos los tejidos [5]. Su biodisponibilidad es de 75-85% [6][5]. En
cuanto a su absorcion es poco probable que la ingesta de alimentos ejerza efectos significativos, a pesar de que se absorbe
casi por completo en el tracto gastrointestinal [6]. Se excreta principalmente como metabolitos hidroxilados y conjugados
con cantidades minimas de firmaco inalterado. De los cuales el 72% se detecta en la orina y el resto en heces [6]. El
volumen de distribucion oscila entre los 0.8-1.2 L/kg [3]. Las concentraciones mas altas se encuentran en higado y
riflones. Aunque este atraviesa de forma variable la barrera hematoencefalica [6]. Los efectos secundarios, son mas
frecuentes al inicio del tratamiento [3] y son: somnolencia, vértigo, ataxia, diplopia y visién borrosa [5]. Una
complicacion tardia del tratamiento con carbamazepina es la retencion hidrica [2][5]. Entre otros efectos secundarios se
encuentran las alteraciones hematologicas graves [2][5]. Sin embargo, suelen ser efectos transitorios que mejoran al
reducir la dosis [3]. Puede incrementarse la frecuencia de convulsiones, sobre todo en caso de sobredosificacion [5]. De
acuerdo al tipo de produccion del farmaco, se clasifica como “genérico” o “patente”. Este ultimo, hace alusion a la
presentacion farmacéutica creada originalmente por la compaiiia que realizé los ensayos clinicos correspondientes, y el
estado le concedi6 el derecho exclusivo para distribucion y venta por un tiempo determinado. Un medicamento genérico
es aquel vendido bajo la denominacién del principio activo que incorpora, siendo bioequivalente a la de patente [7]. Una
inadecuada produccion farmacéutica, puede llegar a eliminar las cualidades fundamentales de una sustancia activa. Por lo
que, sin importar el lote o fecha de fabricacion, se deben. deben de llevar a cabo diversos estudios clinicos que
proporcionen resultados semejantes en cuanto a su efectividad. A pesar del criterio de costo-beneficio, siguen existiendo
inquietudes en cuanto al funcionamiento de medicamentos genéricos antiepilépticos. La epilepsia, al ser una condicion
cronica que afecta negativamente el estado social, psicologico y neurocognitivo de la persona, requiere de manera
imperativa, tanto evitar convulsiones, como minimizar los efectos adversos [9]. La base farmacocinética de los farmacos
antiepilépticos es desconcertante [10], ya que diversos estudios se han dedicado a comparar la efectividad entre
formulaciones genéricas y de patente [9][10][11]. Por ende, este trabajo pretende revisar la comparativa de la
carbamazepina en sus presentaciones genéricas y de patente; con un modelo matematico de Doble Reciproca. Se han
desarrollado diversos modelos experimentales en ratas, utilizando pentilentetrazol (PTZ), como inductor epiléptico [2]. El
PTZ es un compuesto heterociclico orgéanico, que, en la actualidad se utiliza experimentalmente para estudiar el fendmeno
de las convulsiones e identificar farmacos que puedan controlar la susceptibilidad las mismas [2]. Este actda en el tronco
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encefalico o la médula espinal para producir convulsiones tonicas o clonicas, a menudc climinando el tono inhibidor
normal. Ademas, es considerado un antagonista no competitivo del GABA [ 12].

OBJETIVO:

BIOLOGICOS

Hacer una analisis de la determinacion y comparacion de la dosis efectiva 50 (DE50) de carbamazepina de
patente “Tegretol” y genérico “Carbamazepina PsicoFarma” en modelo experimental de epilepsia inducido por
pentilentetrazol en rata de laboratorio cepa Wistar.

MATERIALES Y METODOS:

Se utilizaron 8 ratas macho de la cepa Wistar, procedentes del bioterio de la UAM Xochimilco, con un peso
promedio de 403 g. Se siguieron estrictamente las condiciones para su manejo con base a lo que dicta la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999. (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio). Estuvieron sujetos a una alimentacidon en base de agua potable y croquetas que cubrieran sus necesidades
nutricionales. Asimismo, estos fueron seleccionados de forma aleatoria y se etiquetaron con un rotulador de agua
adecuadamente en la cola para su facil identificacion. Se tiene como objeto cuantificar los estimulos y los cambios que se
producen, mediante la escala de comportamiento, la llamada escala de Racine, que ayuda a monitorizar y mantener el
control del desarrollo progresivo de las crisis en el transcurso del tiempo [13][14]. Se formaron aleatoriamente tres grupos
de ratas, de los cuales se contaba con un niimero en especifico de ratas y se identificaron de la siguiente manera: “Grupo
genérico” (tres ratas), “Grupo patente” (tres ratas) y “Grupo control” (2 ratas). En donde en el grupo genérico y patente,
se le administraron por via oral dosis de 40, 80 y 120 mg/kg de carbamazepina, respectivamente a cada una de las ratas;
con la diferencia de que el grupo genérico se administro Carbamazepina PsicoFarma, mientras que en el grupo patente
con Tegretol; ambas formas farmacéuticas en suspension, sin embargo, en el grupo control no fue administrado ninguna
dosis de carbamazepina. Al terminar la administracion de carbamazepina en cada una de las ratas, se contabilizaron 30
minutos, para posteriormente administrar por via intraperitoneal PTZ a una dosis inicial de 30 mg/kg, en donde al pasar
10 minutos y de esta manera, dependiendo de la reaccion observada, se les administré una dosis de 15 mg/Kg cada 10
minutos, esto hasta alcanzar llegar una dosis de 90 mg/kg; hasta obtener una fase generalizada de la epilepsia segun la
fases modificadas de la escala de Racine [12].

Fase Comportamiento

Sin cambio de comportamiento.

Mioclonias faciales.

Movimientos de masticaciéon.

Posicién de canguro.

0
1
2
3 Mioclonias de miembros anteriores.
4
5

Crisis generalizadas motoras.

Tabla 1. Modificacion de la Escala de Racine.

Esta investigacion pretende revisar la comparativa de la DE50 de la carbamazepina en sus presentaciones
genéricas y de patente; con un modelo de farmacocinética representado con un analisis doble reciproca, utilizando
pentilentetrazol (PTZ) como inductor del Status epilepticus (SE) en ratas (es importante mencionar que adicionalmente se
ocuparon 2 ratas control a las que solo se les administré PTZ para inducir el SE). Inicialmente se administraron dosis de
40, 80 y 120 mg/kg de carbamazepina de patente y genérico a 6 ratas Wistar en formas farmacéuticas de suspension
donde los resultados obtenidos se representaron a modo de graficas dosis-respuesta, donde también se muestran los datos
obtenidos en cuanto a tiempo en el que las ratas tardaron en llegar a la fase 5 de crisis generalizada contra las dosis
administradas de CBZ y asi mismo la representacion porcentual del efecto, que ya antes se menciond. Los datos de este
estudio sugieren realizar investigaciones con una poblacion mayor con el fin de llevar a cabo un analisis estadistico
pertinente que reafirme lo concluido en este trabajo.

RESULTADOS: *
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Los resultados se obtuvieron por la progresion de las dosis de PTZ administradas. Gsios resultados atienden a las
fases modificadas de la Escala de Racine que se pueden extrapolar a las condiciones de epilepsia en humanos.
Clasificadas como crisis parciales y generalizadas [2], cada una con sus respectivas variantes. Se realizd analisis
farmacométrico utilizando Doble reciproca. Posteriormente, se calculd el Efecto Maximo (Emax) y la Dosis Efectiva 50
(DES50); para el grupo genérico y el grupo patente respectivamente.

BIOLOGICOS

Doble reciproca genérico ¥ =0.0383x-0.006 Doble reciproca patente 7~ 72%-0005
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Figura 1. Figura 2.
Grafica doble reciproca del grupo genérico Grafica doble reciproca del grupo patente
donde se pudo obtener del efecto maximo, Kd y donde se obtiene el analisis doble reciproca
DESO0 con respecto a la ecuacion de pendiente. para la determinacion del Efecto maximo,Kd y DE50

respectivamente y conforme a la ecuacion de pendiente.

Grupo Emax DES50
Genérico 166.66666 6.38333
Patente 185.18518 40.25925

Tabla 2. Resultados del Efecto Maximo y la Dosis Efectiva 50.
CONCLUSIONES:

En este estudio se comparo las formulaciones de patente y genérico del antiepiléptico CBZ utilizando el modelo
de kindling con PTZ como inductor epiléptico en ratas, ya que es un modelo que presenta un comportamiento de crisis
muy caracteristico que permite una facil observacion y evaluacion. Especificamente, nuestros resultados mostraron que
para el grupo de ratas a las cuales se les administrd tegretol (patente) hay una eficacia anticonvulsiva notable en
comparacion de carbamazepina PsicoFarma (genérico) en las dosis de 40, 80 y 120 mg/kg administradas. De manera que
la dosis de 40 mg/kg tanto genérico como de patente tras la aplicacion del PTZ estas ratas no mostraron ninguna fase,
hasta la segunda administracion, en donde las fases comenzaron a ser notarias al minuto 19, en el grupo genérico se
observo una secuencia de conductas caracterizadas por mioclonias faciales y de miembros posteriores y anteriores, segun
la escala de racine, para el grupo de patente s6lo hubo conductas de mioclonias faciales y movimientos de masticacion.
Posteriormente se siguieron administrando dosis de 15 mg/kg de PTZ y se llegé a una fase generalizada al minuto 22 y 34
respectivamente, en cambio, en la dosis mas alta empleada de CBZ (120 mg/kg) en genérico la rata tard6 32 minutos en
llegar a la fase generalizada mientras que la de patente se tardd 49 minutos siendo el resultado mas satisfactorio en
comparacion a la del grupo genérico, esto demuestra sus propiedades anticonvulsivas en la epilepsia, ademas la rata
utilizada de control tardé 23 minutos en llegar a esta ultima fase. Para todas las dosis de PTZ analizadas, las ratas
sobrevivieron a las convulsiones. En nuestro experimento se demostré que la diferencia crucial entre las respuestas
convulsivas observadas se presentan en funcion de la dosis empleada de la CBZ y a la sensibilidad al PTZ por parte de la
rata, observando las fases segun la escala de racine y que eventualmente evolucionan a un estado generalizado. Ademas,
no puede descartarse posibles diferencias en la absorcion, penetracion y eliminacion de la CBZ asi como del PTZ en el
sistema nervioso central en ratas. Los datos se limitan predominantemente a carbamazepina y la ausencia de un analisis
estadistico se debe al reducido tamafio de muestra empleado (los grupos se conformaron por 3 ratas para patente y
genérico, 1 rata de control para patente y 1 rata de control para genérico). Si bien es cierto, los resultados de este estudio
implican Uinicamente la evaluacion de las convulsiones con tratamiento de CBZ genérico y de patente con graficas dosis
respuesta utilizando el modelo farmacométrico de doble reciproca, obteniendo una DE50 mas elevada para el grupo al
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cual se le administr6é Tegretol. La literatura menciona que en los medicamentos gendéricos c¢s dificil llevar un registro en
cuanto al perfil de eficacia y seguridad [8]. Autores ya han descrito diversos estudios en donde se han dedicado a
comparar la efectividad entre formulaciones genéricas y de patente [9][10][11]. Sin embargo, seria importante para apoyar
nuestros hallazgos realizar a futuro investigaciones con una poblacion mayor con el fin de llevar a cabo un analisis
estadistico pertinente. Con esto se concluye que la suspension de 2mg/100ml con nombre comercial “Tegretol” (patente)
tuvo una mejor respuesta en las ratas a las que se les administrd, mostrando un mayor grado de proteccion ante las crisis
convulsivas generalizadas en comparacion con “carbamazepina Psicofarma” 2mg/100ml (genérico). Por lo tanto el
proposito principal de esta investigacion pudo concluirse de manera exitosa. Cabe destacar que los grupos de ratas
mostraron una mayor susceptibilidad en la fase 4 y 5 de las crisis generalizadas en la escala de Racine. La evidencia
demuestra que un medicamento antiepiléptico innovador o genérico de un farmaco proporcionara una eficacia,
tolerabilidad y seguridad similares. Sin embargo, los datos obtenidos en esta investigacion muestran que el farmaco
patente tiene mejor respuesta, es por esto por lo que se sugiere realizar investigaciones con una poblacion mayor,
considerando las concentraciones administradas de genérico y patente en modelo de pentilentetrazol, esto con el fin de
llevar a cabo un andlisis estadistico y con ello, reafirmar lo concluido en este trabajo, o de lo contrario, refutar los
resultados obtenidos.

*ANEXO:

BIOLOGICOS

Los resultados serdn modificados a una escala con mayor nimero de ratas cepa Wistar, para el dia de
presentacion. Con el objetivo de poder hacer un analisis estadistico de mayor profundidad.
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Nanomedicina Catalitica: bionanocatalizadores antineoplasicos de plata
probados en lineas celulares cancerigenas
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Auténoma de México, Ciudad de México 04510, México.
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* Autor de correspondencia: tessy@correo.xoc.uam.mx, +52 55 1951 5658.
Areas: Farmacologia y Toxicologia.

Resumen: Los bionanocatalizadores son nanoestructuras cataliticas inorganicas cuya
superficie esta recubierta de materiales organicos que imitan las condiciones celulares.
En los ultimos afos, los bionanocatalizadores han atraido la atencién debido a sus
excelentes propiedades, como son su tamafio de particula inferior a 100 nm, elevada
superficie especifica, estructura mesoporosa, estabilidad térmica y actividad catalitica
selectiva, las cuales se pueden conseguir variando las condiciones de sintesis mediante
el método sol-gel. A través de su mecanismo de accion, los biocatalizadores pueden
inhibir el crecimiento celular catalizando directamente la ruptura de los enlaces carbono-
carbono y carbono-nitrégeno en las moléculas de ADN, independientemente de la
secuencia del material genético, sin la formacién de compuestos secundarios que
afecten al resultado citotéxico. Ademas, los bionanocatalizadores potencializan las
propiedades inherentes de los metales de transicion cuando se estabilizan en una matriz
catalitica compuesta de titanosilicatos, de tal forma que una menor concentracion
obtiene iguales resultados que concentraciones mayores. El platino, en particular, es
conocido por sus efectos antitumorales y antibacterianos. Sin embargo, debido a su alto
costo, es necesario buscar metales alternativos con una actividad comparable y una
mayor selectividad y biocompatibilidad. En este contexto, la plata (Ag) ha sido
ampliamente estudiada por su actividad bactericida contra las bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas. Ademas, recientemente, la Ag nanoestructurada se ha asociado con
la actividad anticancerigena. Sin embargo, las condiciones médicas y ambientales
asociadas a la deposicién de plata hacen necesaria la investigacion de estrategias para
optimizar las propiedades del material, de modo que se pueda conseguir el mismo efecto
terapéutico con concentraciones mas bajas. Por ello, en este estudio se evaluaron las
propiedades fisicoquimicas de bionanoatalizadores (Ag/TiO2-SiO2) impregnados con
diferentes concentraciones de Ag y se investigaron los posibles cambios estructurales o
funcionales causados por la adicion del metal. Ademas, se investigo el potencial efecto
antitumoral del bionanocatalizador, asi como la cantidad minima de Ag estable
necesaria para conseguir el efecto citotdxico, como primera aproximacion a su efecto
anticancerigeno sobre lineas celulares de cancer de cuello de utero.

Palabras clave: Nanomedicina Catalitica; bionanocatalizador; antineoplasico; plata.
Financiamiento: CONACyT (CVU 1037918).
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IMPACTO DEL PROCESO INMUNOLOGICO EN EL EMBARAZO COMO FACTOR DE
ACORTAMIENTO CERVICAL : PRINCIPAL CAUSA DE PREMATUREZ

Dra. Alejandra Itzel Contreras Rivas. Estudiante Doctorado en Ciencias Bioldgicas y de la salud
UAM-X, Pediatra-Neonatdloga.

Dr. Gaston Eduardo Estudillo Jiménez. Medicina Materno fetal — Cirujano Fetal. Egresado
Licenciatura en Medicina UAM-X

Introduccion
El parto prematuro se define como el nacimiento que ocurre a las 37 semanas de
gestacion o antes y sigue siendo uno de los problemas mas dificiles de tratar que
contribuye a la morbilidad y mortalidad perinatal en la practica obstétrica’

En México, en el afo 2011, segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) se registraron 2,586,287 nacidos vivos.14 De acuerdo con la OMS, la tasa
de parto pretérmino en México es de 8.6% de los nacidos vivos. Tomando en cuenta
el numero de nacimientos y la tasa de parto pretérmino, en el 2011 hubo
aproximadamente 222,421 nacidos vivos antes de las 37 semanas. De acuerdo con
estos porcentajes 77,847 nacimientos sucedieron en forma espontanea. Luego de
clasificar de acuerdo con la edad al momento del nacimiento, 5% sucede antes de
las 28 semanas, 15% entre las 28 y 31semanas, 20% entre las 32y 33 y 60% entre
las 34 y 37 semanas.?

La tasa de supervivencia va en relacion con edad gestacional al nacimiento,
Actualmente, mas del 90% de los bebés nacidos antes de las 28 semanas de
gestacion sobreviven en paises desarrollados, ya que cuentan con infraestructuras
de, capacotacion adecuado, pero en entornos o paises en vias de desarrollo solo
el 10% de estos bebés o menos sobreviven, este ultimo porcentaje en el cual se
encuentra Mexico.

Planteamiento del problema

Aunque ha habido grandes avances en nuestra comprension de las vias
moleculares y celulares que operan en los tejidos reproductivos en el mantenimiento
de la inactividad uterina durante el embarazo y en el inicio del trabajo de parto
prematuro y a término, nuestro conocimiento de la fisiopatologia del parto prematuro
es limitado. Por lo tanto, se deben identificar mas factores de riesgo de parto
prematuro mediante estudios epidemiolégicos para proporcionar una buena
evidencia para la prevencion y el tratamiento del parto prematuro.

Finalmente, la identificacion de los factores de riesgo podria proporcionar
informacion importante sobre los mecanismos que conducen al parto prematuro.
Hay muchas caracteristicas maternas o fetales que se han asociado con el parto
prematuro, incluidas las caracteristicas demograficas maternas, el estado
inmunologico, nutricional, los antecedentes de embarazo, las caracteristicas del
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embarazo actual, las caracteristicas psicolédgicas, los comportamientos adversos, la
infeccion, longitud del cuello uterino, y los marcadores bioldgicos y genéticos.?

El papel del cuello uterino en la patogenia del parto prematuro es controvertido. En
un estudio multicéntrico prospectivo de mujeres embarazadas, utilizamos ecografia
vaginal para medir la longitud del cuello uterino; también documentamos la
incidencia de parto espontaneo antes de las 35 semanas de gestacion.*

Justificacion.

El conocimiento del proceso inmunologico en la paciente embarazada es esencial
para valorar clinicamente, bioquimicamente en el pronostico y viabilidad del
embarazo, que va encaminado a obtener un bebe sano y de termino, y que de tener
algun factor de riesgo durante la valoracion, se debera realizar.

El deterioro inmunologico en la embarazada en el impacto a nivel de funcionamiento
de la progesterona se ve reflejado en los tejidos materno, obteniendo asi un
acortamiento cervical importante, por lo tanto se vuelve vital valorar
ecograficamente el cervix de toda paciente embaraza.

Material y metodos

Se realizaron valoracion cervical a 76 pacientes de Hospital de 2° nivel en la ciudad
de mexico, de un periodo de febrero 2022 a agosto 2022, encontrando 27 (35.5%)
pacientes con acortamiento cervical, por ecografia transvaginal entre la semana 17
a semana 24 de gestacion, en la Unidad de Medicina Materno Fetal y Neonatal.
(fig1.2.3)

Se le implemento inicio de progesterona via vaginal, como tratamiento preventivo
en el progreso del acortamiento cervical.

De 27 pacientes bajo tratamiento se ha observado un promedio de nacimiento a las
36.5 semanas, con peso neonatal promedio de 2658 grs.

7.5 R10 G661 €4
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Figl. Corte sagital con sonda endovaginal en paciente
embarazada a las 17 semanas de gestacién con
evidencia de longitud cervical de 17 mm
(acortamiento cervical), asi como funnel importante.

Fig2. Corte sagital con sonda endovaginal en paciente
embarazada a las 19 semanas de gestacién con
evidencia de longitud cervical de 23 mm
(acortamiento cervical)

Fig 3. Lavaloracion como tamizaje universal a toda
paciente embarazada.

Discusion

Dentro de la fisopatologia conocida, en el sistema inmunitario en el embarazo, el
papel de la inflamacion durante la implantacion es esencial, ya que el embrion funge
como cuerpo extrano.

La existencia en relacion del sistema inmunitario y enfermedades de la colagena es
foco de estudio, no solo en paciente con infertilidad si no aquellas embarazadas y
evolucion.

Durante el embarazo normal, esta inflamacion es iniciada por el troflobasto e implica
la supresion de la infiltracion de neutrofilos, el reclutamiento de celulas asesinas
naturales en el sitio de implntacion, asi como la produccion de una variedad de
citocinas proinflamatorias.

Podriamos llamar “ventana de implantacion”, cuando el utero se prepara para
producir varias senales inflamatorias, como la prostaglandina E2 y una variedad de
citoquinas proinflamatorias, que incluyen FNT, IL6.
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La unidad fetoplacentaria es un injerto semiextrafio, y el reconocimiento del
embarazo por parte de la madre que es el “huesped” y la tolerancia inmunologica
materna resuktante es una parte esencial del embarazo a termino, exitoso y sano.
La relacion que existe en un cervix corto y deficiencia inmunitaria para no lograr un
emabarzo sano y por ende a termino es pues evidente ante una deficiencia del
proceso de calidad nivel de progesterona.

Debido a la reduccion funcional o absoluta de la progesterona circulante ( debido a
deplecion de la produccion de hormonas secretadas fisiologicamente por placenta
alrrededor de semana 36, volviendose el efecto de la esta hormona deficiente desde
dias 0 semanas antes.

Por lo tanto, no se logra suprimir la produccion de IL8 y otras citocinas inflamatorias,
pausando el mecanismo inflamatorio, lo que lleva a un acortamiento cervical precoz,
madurando cervix y por lo tanto presentando una perdida gestacional o parto
prematuro.5

Existen linemaientos y guias internacionales, incluyendo la guia practica clinica
nacional, en donde se mencionan la importancia de realizar medicion longitud
cervical, sin embargo la poca implementacion de las recomendaciones, como
realizar la medicion via vaginal, se considera “gold standard”, implementar
progesterona perlas vaginales en casos necesarios, desde primeres niveles de
atencion en la embarazada llevan a que se busque tardiamente intervencion,
evitando contrarrestar este riesgo alto de nacimiento pretermino.

Conclusion:

El conocimiento de la fisiopatologia inmunitaria en el embarazo, asi como la
realizacion de exploracion clinica y ecografica es la mejor herramienta para tratar a
toda paciente con riesgo alto de parto prematuro.

Es necesario mas estudios en rama inmunitaria en los procesos de gestacion, ya
que la variedad geografica y social implica un sesgo del estado actual de nuestras
pacientes embarazadas en Mexico.
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EL PRAMIPEXOL PREVIENE EL DESARROLLO DE LA NOCICEPCION AGUDA
Y LA HIPERSENSIBILIDAD DE LARGO PLAZO INDUCIDA POR FORMALINA
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BIOLOGICOS

Palabras clave: Pramipexol, alodinia, hiperalgesia, formalina

INTRODUCCION: Las respuestas de dolor, como alodinia e hiperalgesia, ante
estimulos térmicos o mecanicos son comunes después del dafo tisular o de un
proceso inflamatorio. La hiperalgesia se define como el incremento en la
sensibilidad a los estimulos dolorosos y la alodinia se define como una sensacion
dolorosa provocada por los estimulos inocuos!'l. El tratamiento farmacologico
disponible para la alodinia y la hiperalgesia, generalmente, es inadecuado y reduce
temporalmente los sintomas; ademas, de producir efectos secundarios de
consideracion. Por lo tanto, es importante la busqueda de tratamientos efectivos
que ayuden al manejo terapéutico adecuado de la alodinia y la hiperalgesia, lo que
ha llevado a la exploracion de nuevas alternativas farmacologicas y al
reposicionamiento de farmacos ya existentes como el pramipexol (PPX).

El PPX es un agonista dopaminérgico D2/D3 que ha demostrado tener efecto anti-
inflamatorio en modelos animalesi?. Ademas, el PPX produce actividad
antialodinica y antihiperalgésica en animales con la enfermedad de Parkinsonl®l. Sin
embargo, aun no se conocen los mecanismos que subyacen el efecto antialodinico
y antihiperalgésico inducidos por éste. En consecuencia, el presente proyecto se
enfoco en dilucidar la participacion de la via NFkB en el efecto antialodinico y
antihiperalgésico inducido por PPX en ratas administradas con formalina.

OBJETIVO: Determinar si el pretratamiento sistémico agudo con PPX previene la
nocicepcion aguda y la hipersensibilidad (alodinia e hiperalgesia) de largo plazo
inducidas por la administracion intraplantar de formalina al 1% en ratas, a través de

la interacciéon con NFkB.
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MATERIALES Y METODOS: La prueba de la formalina aguda consiste en la

cuantificacion del numero de sacudidas de la extremidad trasera derecha durante 1

min, cada 5 min, hasta completar 60 min de evaluacién. Seis dias después, a estos

mismos animales se les evalué la alodinia con el filamento de von Frey de 1 g,

mientras que la hiperalgesia se evalud con el filamento de 26 g. Asimismo, con la

finalidad de identificar el

mecanismo responsable que subyace el

efecto

antinociceptivo inducido por PPX. En el presente trabajo se explord la posible

interaccion de PPX con NFkB a través de un docking molecular.

Prueba de formalina aguda
)

I' ‘I
PPX o solucién
salina
Administracion de
formalina 1%

Evaluar durante 1
min, cada 5 min la
respuesta de
60 min sacudida de pata 4

Largo plazo
L

Dia 6 tras la administracién
de formalina 1%

10 repeticiones

Triplicado
1 g alodinia

26 g hiperalgesia ILy CL

Formalina (Sol Salina 0 9%, ip.)
Formalina se subdividié o
Naive sin administracion de formalina PPX (0.1, 1y 3 mg/kg, i.p.)

Dia  Dia Dia Dia Dia Dia
-2 1 0 1 2

Administracion
de formalina 1%

 Ambientacién de ratas en sitio de evaluacion

Alnduccion de alodinia e hiperalgésia secundaria

Dia Dia Dia Dia
4 5 A ?

Evaluacién de aledinia e
hiperalgesia secundaria

@ Evaluacion de alodinia e hiperalgésia

B Administracion de tratamiento

Figura 1. Metodologia para la evaluacion de la nocicepcion aguda y la hipersensibilidad de

largo plazo inducidas por formalina en rata.

RESULTADOS: El pre-tratamiento intraperitoneal (i.p.) de dosis crecientes de

PPX redujo significativamente (1 y 3 mg/Kg) las respuestas de sacudida de la
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Fase Il Fase | Fase Il

Nimero de respuesta
de sacudida de la pata

30 40
Tiempo (min)
Formalina 1% - PPX 1mg/Kg
¥ PPX 0.1 mg/Kg —4— PPX 3 mg/kg

Figura 2. Curso temporal (A) y area bajo de curva (B) pre-tratamiento intraperitoneal con
pramipexol sobre las respuestas nociceptivas inducidas por formalina al 1% en ratas
administradas con formalina al 1%.
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ma/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Figura 3. Respuesta de retiro de la pata (A y B), alodinia (B) e hiperalgesia (B) fueron
determinadas 6 dias después de la administracién de formalina.

El PPX present6 en el docking molecular una energia de union de (-5.1 Kcal/mol,
Vina), (43.4 CHEMPLP, 35.74 GoldScore, GOLD), (-5.6 Kcal/mol, AutoDock 4.2),
siendo los residuos VAL 91, GLY 117, GLY 44, GLN 119, SER 42, ALA 43, ARG 41,
ARG 35 donde se presentan dichas interacciones. Estos resultados sugieren la

posible interaccion entre NFkB-p65 y PPX, a partir de esto podria inhibir la cascada
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antihiperalgésico producido por PPX.

Tabla 1. Resultados del acoplamiento molecular de PPX con NFkB obtenidos con Vina,
Gold y AutoDock

-5.1 (C) 43.4 35.74

ARG
c:41

/
Yy oy

E \ »
N :_"4\" N
N4

GLY
&R c92
c119

Figura 4. Acoplamiento molecular. A) El Acoplamiento NFkB-PPX muestra interacciones
con los residuos de aminoacidos VAL 91, GLY 117, GLY 44, GLN 119, SER 42, ALA 43,
ARG 41, ARG 35, resultados obtenidos en PymoL. B) Interacciones de residuos de
aminoacidos de NFkB-PPX obtenidos en Discovery Studio; se muestran interacciones de
puente de hidrogeno, Van der Waals, pi-sigma, alquilo, pi-alquilo.

CONCLUSIONES: EI pre-tratamiento intraperitoneal con PPX previene las
conductas nociceptivas agudas inducidas por formalina en la fase Il. Ademas, el
pre-tratamiento intraperitoneal de PPX es capaz de prevenir el desarrollo de la
alodinia y la hiperalgesia secundaria inducidas por formalina. Ademas, se establecio
la posible interaccién de PPX con NFkB-p65 como posible mecanismo de accién

responsable de inducir el efecto antialodinico y antihiperalgésico.
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EFECTO DEL 17-B ESTRADIOL Y/O PROGESTERONA SOBRE LOS

DESPERTARES INTERMITENTES EN RATAS OVARIECTOMIZADAS
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Palabras clave: GAD, 178-estradiol, progesterona y menopausia.

INTRODUCCION: La menopausia es el altimo periodo de la funcion normal y ciclica del
ovario y marca el cese de las menstruaciones como consecuencia de la pérdida de la funcién
ovarica [Capote et al., 2011]. En esta etapa se presentan un conjunto de sintomas como:
sofocos, resequedad vaginal, problemas urinarios, trastornos del suefio como lo es el
insomnio o despertares intermitentes, trastornos respiratorios nocturnos, somnolencia
excesiva durante el dia, movimientos o comportamientos anormales durante el suefio y la
incapacidad para dormir en el momento deseado de los cuales desencadenan en cambios en
el estado animico como depresion, ansiedad e irritabilidad todos estos asociados a la
disminucion de las hormonas ovaricas [IMSS, 2013]. Actualmente, la terapia hormonal o de
reemplazo se utiliza para tratar los sintomas de la menopausia, esta terapia consta de la
administracion de estrogenos conjugados como el 17B-estradiol y/o de progesterona oral o
subcutanea, sin embargo, este tipo de tratamiento requiere de un seguimiento clinico riguroso
y se caracteriza por ser una terapia individualizada. [Capote et al., 2011]. Sin embargo, hasta
el dia de hoy no se ha esclarecido la etiologia de las hormonas sexuales en la regulacion del
ciclo suefio-vigilia principalmente por los diversos métodos de evaluacion de estos
trastornos, por lo que este trabajo se enfoca en determinar el papel del 17-estradiol y/o
progesterona en el nimero despertares intermitentes producidos por la carencia de estrogenos
y progesterona en un modelo murino.

OBJETIVO (S): Determinar el efecto del tratamiento con 17B-estradiol y/o progesterona en
dosis escalonadas sobre los despertares intermitentes en un modelo de rata adulta
ovariectomizada.

MATERIALES Y METODOS: Los experimentos se llevaron a cabo en ratas Wistar
hembra que pesaban 150-200 g al comienzo de la cirugia. Los animales tenian libre acceso a
comida y agua, se alojaron seis por cada jaula, y se mantuvieron en un cuarto a (23 + 1 ° C)
bajo un ciclo de luz / oscuridad de 12/12 h (luz que comienza a las 8:00 a.m). Todos los
procedimientos para el tratamiento de animales fueron revisados y aprobados por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio, (CICUAL) de la Unidad de
Produccion 'y Experimentacion Animal (UPEAL) de la Universidad Auténoma
Metropolitana-Unidad Xochimilco. (Protocolo CICUAL aceptado N° 98/2013 y actualizado
2019). El procedimiento quirurgico de ovariectomia bilateral se llevo a cabo bajo anestesia
general con fenobarbital sodico (25 mg / kg, por via intraperitoneal). Se ovariectomizaron 28

227



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIégiCOS

ratas Wistar; asi mismo 6 ratas mas se tomaron como control (SHAM, después de la
operacion se administrd un analgésico no esteroideo (Dipirona sodica 20 mg/kg) y un
antibidtico (Amoxicilina 10 mg/ kg) a todas las ratas durante 7 dias como tratamiento
profilactico post-quirargico. Durante el experimento se formaron 5 grupos de 6 ratas
ovariectomizadas; de los cuales se probaron 5 diferentes tratamientos de 17B-estradiol y/o
progesterona la administracion se realizé cada 24 horas por un periodo de 7 dias por via
subcutdnea (SC) cada tratamiento. Asi mismo otro grupo de ratas ovariectomizadas se tomo
como grupo control siendo administrado un vehiculo (aceite de sésamo).

A continuacion, se muestra el esquema de tratamiento.

BIOLOGICOS

GRUPO SEMANA1 SEMANA2 SEMANA SEMANA4 SEMANAS5S
3

SHAM - - - - -

VEHICULO 100 pL aceite de sésamo

PROGESTERONA | 0.3 mg/kg | 0.6 mg/kg | 1.2mg/kg 2.4 mg/kg | 4.4mg/kg

178 ESTRADIOL 0.08mg/Kg | 0.16mg/kg | 0.175mg/kg | 0.33 mg/kg | 0.66mg/kg

0.3 mg/kg | 0.6 mg/kg | 1.2mg/kg 2.4 mg/kg | 4.4mg/kg

PROGESTERONA
/17BESTRADIOL

+ + + + +

0.08mg/Kg | 0.16mg/kg | 0.175mg/kg | 0.33 mg/kg | 0.66mg/kg

Antes de iniciar con los tratamientos experimentales se instald cdmaras de video y se
mantuvieron encendidas por un periodo de 12 horas durante el dia (periodo de suefio de las
ratas) filmando a las ratas experimentales y controles. Los videos se visualizardn en una
computadora y se contard el ntimero de despertares. Este procedimiento se repitid
diariamente, durante 4 dias.

Una vez terminado el tiempo de filmacion, los grupos experimentales se administraron segiin
el esquema de tratamiento como se indicd anteriormente; pero esta vez la filmacion consto
de 12 horas continuas durante el dia por un periodo de 7 dias cada tratamiento; con la
finalidad de monitorear el nimero de despertares durante los diferentes tratamientos.
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Los animales se catalogaron como dormidas si se encontraban con los ojos cerrados, quietas,
enrolladas con la cabeza baja o recostada sobre alguno de sus lados, lo que permitira deducir

en qué momento el animal se encontraba en el estado SMOR o SNMOR. [ Stephenson, et al.,
2013]

BIOLOGICOS

RESULTADOS:

Se analizaron 2100 horas continuas de video para la obtencién de una base de
datos que permitié realizar un analisis estadistico por ANOVA de una via con prueba
Dunnet. (Grafico 1)

H

Figura. 2 Muestra el numero de despertares promedio de los dos grupos, OVX 'y SHAM =+
error estandar (n=6). Existe una diferencia significativa (P<0.05) entre los grupos OVX 'y
SHAM.

Figura 3. Niumero de despertares promedio de las ratas OVX y/o tratadas con dosis crecientes
semanales de 17b-estradiol y/o progesterona + error estandar. Existe una diferencia significativa
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entre los tratamientos, P<0.05, respecto con el control OVX, en la cuarta y quinta semanas de
tratamiento (n=6 para todos los grupos).

PANEL A

& N* de despertares en SHAM

M de despertares intermitentes
¢ B E 8
N

a0 02 04 o8

Dosis de 17p-estradiol (mg/Kg peso corporal)

PANEL B
340 -
320 4 ¢ W' dle despertares en las SHAM
300 A

230 4

240
220 4
200 4
3
z

130 4

180

0 1 2 3 4 5
Desis de Progesterona (mg/Kg peso corporal)

Figura 4. Curva dosis-respuesta 17 estradiol (DEso= 0.39mg/kg) Panel A y Progesterona (DEso=
4.35mg/kg) Panel B. No se observa sinergismo entre estas hormonas.

CONCLUSIONES:

Las hormonas ovéricas influyen directamente en la regulacion del suefio; siendo que en la
etapa del agotamiento folicular primordial donde de observan los diversos trastornos del
sueno. La terapia hormonal con 17 B estradiol y/o progesterona en dosis decrecientes partir
de 0.33mg/kg y 1.4mg/kg respectivamente tiene una diferencia significativa en la
disminucién en el numero de despertares respecto a al control OVX. Sin embargo, estas dos
hormonas en combinacidn no tienen efecto sinérgico por lo que se propone que estas dos
hormonas tienen diferente mecanismo de accion en la regulacion del sueiio

BIBLIOGRAFIA:
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Nanomedicina Catalitica: determinacion de citotoxicidad y selectividad
de bionanocatalizadores antineoplasicos de platino

Tessy M. Lopez-Goerne'*, Francisco J. Padilla-Godinez'?, Paola Ramirez’

' Laboratorio de Nanotecnologia y Nanomedicina, Departamento de Atencion a la Salud,
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Resumen: El cancer representa una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo, siendo la segunda causa de muerte a nivel mundial.
Debido a la elevada incidencia y mortalidad de los canceres de cuello de utero y de
prostata, en este estudio les hemos puesto especial atencion. Los tratamientos
tradicionales del cancer de cuello de utero y de préstata incluyen la cirugia, la
radioterapia y la radioquimioterapia; esta ultima se basa en la administracion de
cisplatino. A pesar de ser el principal quimioterapéutico utilizado, el cisplatino presenta
graves efectos adversos dependientes de la dosis, como neurotoxicidad, nefrotoxicidad,
ototoxicidad, sintomas gastrointestinales, fiebre, hipotenia, alteracién del ciclo suefio-
vigilia y mielosupresién, asi como alteraciones en el higado, la piel y el aparato
respiratorio. En esta linea, los bionanocatalizadores (nanoestructuras cataliticas
inorganicas cuya superficie esta recubierta de materiales organicos que imitan las
condiciones celulares) han demostrado ser capaces de inhibir el crecimiento celular
independientemente de la secuencia del material genético al catalizar directamente la
escision de los enlaces carbono-carbono y carbono-nitrégeno presentes en las
moléculas de ADN, lo que activa la muerte inducida de la célula. En particular, la
estabilizacién de platino (Pt) en la matriz de titanosilicato de los bionanocatalizadores
potencializa su efecto citotdxico al tener un tamafo de particula < 1 nm. Sin embargo,
el perfil altamente toxico del Pty la falta de selectividad de los compuestos antitumorales
derivados de éste (como el cisplatino) hacia las células cancerosas llevan a importantes
toxicidades agudas y crénicas derivadas de la dosis administrada. Por ello, en el
presente trabajo evaluamos el efecto citotoxico de bionanocatalizadores de Pt sobre dos
lineas celulares cancerigenas, cérvico (HelLa) y prostatico (DU-145), de tal forma que
pudiéramos determinar la concentracion requerida para obtener un 50% de mortalidad
celular (ICs0). De igual forma, para demostrar su selectividad, aplicamos los
bionanocatalizadores a una linea celular sana (fibroblastos) y medimos el ICso, de
manera correspondiente.

Palabras clave: Nanomedicina Catalitica; bionanocatalizador; antineoplasico; platino.
Financiamiento: CONACyT (CVU 1037918).
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BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA CON EXTRACTO DE TE
VERDE (CAMELLIA SINENSIS) Y SU EFECTO ANTIMICROBIANO SOBRE

EL MICROBIOMA ORAL
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INTRODUCCION: Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han ganado interés para
aplicaciones de comercializacion, ya que tienen propiedades considerablemente versatiles.
En aplicaciones médicas, muchos informes demuestran sus actividades bioldgicas, como
actividades anticancerigenas, antioxidantes y antimicrobianas' incluso a bajas
concentraciones. Los materiales con nanoparticulas de plata son una opcion terapéutica
debido a la creciente prevalencia de la resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos.?

La boca alberga la segunda comunidad microbiana més diversa del cuerpo. La abundancia y
diversidad de microorganismos en la cavidad oral dependera de diversos factores, tales como
el estado de salud periodontal, la higiene, la aparicion de nuevos microorganismos y el
desarrollo de resistencia a los antibidticos disponibles; por lo cual es esencial desarrollar
nuevos agentes antimicrobianos como alternativa.

OBJETIVO (S): Biosintetizar nanoparticulas de plata utilizando extracto de t¢ verde como
agente reductor, caracterizar y evaluar su eficacia contra patdégenos orales, comparando con
el uso de clorhexidina

MATERIALES Y METODOS: Se realizo la sintesis de nanoparticulas de plata mediante
el extracto acuoso de té verde (Camellia sinensis), caracterizando y evaluando su potencial
antimicrobiano con bacterias aisladas de pacientes con enfermedad periodontal, mediante la
recoleccion de muestras de fluido crevicular de bolsas periodontales.

Las AgNPs biosintetizadas se caracterizaron mediante espectrofotometro ultravioleta-visible
(UV-Vis). La eficacia antibacteriana se evalu6 mediante el método de difusion en agar.

Los datos recopilados para las zonas de inhibicion se analizaron estadisticamente utilizando
ANOVA de un solo factor seguido de pruebas de comparacién multiple post-hoc de Tukey.

RESULTADOS: Los estudios de caracterizacidon mostraron el cambio de coloracién de
incoloro a marron, el especto UV-vis mostro un pico de 444-447nm, las AgNPs
caracterizadas se evaluaron mediante método de difusion en disco obteniendo una zona de
inhibicion (en mm) frente a E. faecalis de 14(1£2.64), S. tigurinus 11.3(x1), C. albicans
21(x1) en comparacion con CHX (0.12%) 18.6 (£0.57), 16(£3.05),
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19(£2) respectivamente. (Tabla 1). Las bacterias aisladas reportadas en el presente estudio
si bien no se encuentran dentro de las principales patdégenas causantes de enfermedad
periodontal atin se sigue investigando el papel que desempefian dentro de la misma tal es el
caso de S. tigurinus que se reporta recientemente como un miembro novedoso del grupo S.
mitis® y se a comprobado su alta virulencia en modelos animales experimentales®.

BIOLOGICOS

Tabla 1. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-té verde contra bacterias de
cavidad oral.

Didmetro halo de inhibicion (mm)

Muestras A. Clorhexidina B. AgNPs-té C.Té D. AgNO0s3
verde verde 0.1mM

S. epidermidis | 21.6(+0.57) 13.6(+1) NP 14.3(£1.15)

S. oralis subsp | 16(+3.05) 11.3(+£1) NP 10.6(£0.57)

tigurinus

AZ 3a

S. oralis 17(10) 11.6(+0.57) NP 11.3(£0.57)

L. lactis 17.6(+0) 12(£1.15) NP 11.3(+1.52)

E. faecalis 18.6 (+0.57) 14(+2.64) NP 13(£1)

C. albicans | 19(1+2) 21(£1) NP 17.3(£1.1)

ATCC 10231

CONCLUSIONES: Las AgNPs biosintetizadas mostraron una eficacia antibacteriana
similar al uso de clorhexidina, a diferencia de C. albicans donde la inhibicion fue mayor, por
lo que puede considerarse como agente terapéutico alternativo para algunos microorganismos
que causan enfermedades orales.
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CANCER: ¢PODEMOS SER NUESTRA PROPIA CURA?

Miguel A'ngel Ramirez Flores, Yael Alain Sanchez Nicolas, Geraldine Cortés Castro), Gabriela Arista Vidal

Palabras clave: Cancer, tratamiento, inmunoterapia, leucocitos, biotecnologia.

INTRODUCCION:

El cancer es una de las principales patologias asociadas a decesos a nivel global, por lo que
los avances biotecnologicos y clinicos son de suma importancia en el tratamiento y potencial
solucion de este padecimiento. Con bases en los registros e informes de la Organizacion
Panamericana de la Salud, tan solo durante el 2021 se estima que 20 millones de personas
fueron diagnosticadas con esta enfermedad, de las cuales la mitad fallecieron; asi mismo, esta
asociacion prevé que los decesos podrian ascender hasta en un 60% en las dos décadas
proximas.

Si bien se sabe que al dia de hoy existen procedimientos como la “quimio” o radioterapia,
estos suelen ser demasiado agresivos para el organismo del paciente, en especial cuando se
le ha dado un diagnoéstico en etapa avanzada. Es por esto mismo, que se han tenido que dar
nuevos enfoques, con el fin de vislumbrar una solucién a este paradigma; entre dichas
perspectivas, se encuentran los estudios e investigaciones de las células T con receptor
antigénico quimérico (T-CAR), una variante de leucocitos (globulos blancos inherentes del
sistema inmune) modificados genéticamente para hacer frente a las células cancerosas de
manera especifica, selectiva y poco invasiva, en comparacion con los tratamientos
previamente mencionados.

Estas modificaciones son producto de alteraciones controladas en el ADN de los leucocitos,
a través de la afamada técnica de “crispr cas-9”, un método renovado para la edicion de
material genético por Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier, lo que las hizo acreedoras
al premio Nobel de Quimica en el afo 2020; este método se basa en la edicién gendmica de
secciones de ADN en células, auxiliandose de la proteina enzimatica conocida como “cas-
9”, responsable de buscar, identificar y desactivar posibles amenazas como virus, o en este
caso, para neutralizar células cancerosas. Con todo esto, se esperarian finalmente globulos
blancos reforzados para inhabilitar los cimulos de c€lulas cancerosas y probables metastasis.

El proceso de esta variante de inmunoterapia se resume en la extraccion de plasma sanguineo
del paciente afectado, para que posteriormente estas muestras sean enviadas a un laboratorio
especializado en el cual se dé el proceso de edicién genética; luego, los leucocitos
fortalecidos se clonan in vitro, para finalmente ser afiadidos a un suero que sera administrado
por via parenteral al paciente. Con esto, se asegura una aplicacion de tratamiento menos
invasiva y se espera una reduccion en los tumores, asi como una menor prevalencia o
susceptibilidad a “recaidas”, producto de la generacion de un sistema inmunitario de
memoria.
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General.

Describir la nueva e innovadora inmunoterapia genética para el tratamiento del cancer.
Especificos.

1. Exponer el cancer como patologia y su incidencia en la salud publica global.

2. Describir el proceso de la inmunoterapia por induccion a T-CAR.

MATERIALES Y METODOS:

El método se realiza por recombinaciones genéticas producto de crispr cas-9, posterior a la
extraccion de muestras plasmaticas del paciente afectado, con lo cual después de la
modificacion de dichos leucocitos, se reincorporaran al paciente mediante un suero por via
parenteral.

Gréfico 1. Terapia de transferencia de células T
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Instituto Nacional del Cancer. Rescatado de:
https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-cancer/def/terapia-de-celulas-t-con-car

RESULTADOS:

Actualmente no se han registrado cifras significativas a pesar de que es un tratamiento
alternativo y relativamente experimental en pacientes a los cuales no les ha funcionado
Optimamente otro tipo de terapias, y en algunos casos de linfoma.

Grafico 2. Distribucion porcentual de muertes por cancer a nivel global en 2020, por regién
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Deaanda 0,7%

- Mortaamérica 7%
« Afrlea 7,1%

Latinoamérica y el Carlbe 7,23

+ Asla 58,3%

+ Europa 15,6%

Statista Research Department. Rescatado de:
https://es.statista.com/estadisticas/636267/porcentaje-de-muertes-por-cancer-a-nivel-mundial-por-region/

CONCLUSIONES:

El cancer es una de las patologias mas dificiles de tratar a nivel mundial, pues factores como
el 6rgano afectado, el grado de dano y la presencia de metastasis o no en el ser vivo, pueden
ser clave para la concepcion de una posible cura que les de la esperanza de una mejoria en su
calidad de vida. La inmunoterapia genética abre un parteaguas a nuevos enfoques, todo con
el fin de tratar diversos tipos de cancer, asi como la metastasis que puede producirse en el
organismo.
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ENCEFALITIS AUTOINMUNE POR ANTICUERPOS ANTI-NMDAR

José Francisco Pérez-Barrientos, expositor.
*Autor de correspondencia: José Francisco Pérez-Barrientos
Correo: jperezl 804@alumno.ipn.mx

Palabras clave: Autoanticuerpos Anti-NMDAr, sintesis intratecal, encefalitis, psicosis autoinmune.

INTRODUCCION: Con el advenimiento de la descripcion de encefalitis autoinmune por
diferentes anticuerpos anti-NMDAr y que la psicosis puede ser la unica manifestacion, el
término “encefalitis autoinmune” se ha vuelto importante de describir y abordar en la
practica clinica neuropsiquidtrica.

OBJETIVO (S): Describir el papel fisiopatologico de los autoanticuerpos neuronales en
las encefalitis de origen no viral y en los trastornos psicéticos agudos. El descubrimiento de
la encefalitis autoinmune por autoanticuerpos Anti-NMDAr abre la relacion entre
autoinmunidad y psicosis.

MATERIALES Y METODOS: Las bibliografias utilizadas para el desarrollo de esta
revision narrativa fueron identificadas a través de busquedas en PubMed y Google Scholar.
Los articulos fueron seleccionados sin un limite de tiempo. Para la busqueda se utilizaron
los siguientes términos claves: anti-NMDA receptor encephalitis, autoimmune psychosis y
autoinmune encephalitis; y fue restringida a los idiomas inglés y espanol. La lista final de
los articulos incluidos se obtuvo con base en la relevancia de los temas abordados en esta
revision.

RESULTADOS: Dentro del gran conjunto de las encefalitis autoinmunes, la encefalitis
anti-NMDAr tiene la mayor asociacién con manifestaciones psiquiatricas. Vitaliani et al.
describieron cuatro mujeres que desarrollaron sintomas neuropsiquidtricos agudos
asociados a teratoma ovarico y cambios inflamatorios en liquido cefalorraquideo. Dalmau
et al. identificaron la produccion de anticuerpos contra el receptor NMDA en 12 pacientes
con caracteristicas clinicas similares. A partir de las asociaciones mencionadas entre los
sintomas psicoticos, procesos neoplasicos e inflamatorios, seguido del descubrimiento de la
encefalitis anti-NMDAr, se propone la autoinmunidad como el mecanismo fisiopatogénico
subyacente de encefalitis en un subgrupo de pacientes con psicosis.
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CONCLUSIONES:

La encefalitis anti-NMDAr es una patologia donde las manifestaciones psiquiatricas
destacan. Desde su descubrimiento se ha incrementado su incidencia posicionandose como
la primera causa de encefalitis de origen no viral.
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IMPACTO DE LAS VARIANTES GENETICAS DE IL-1 CON LA
ENFERMEDAD DE PARKINSON ESPORADICA EN PACIENTES MESTIZOS
MEXICANOS
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Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, Interleucinas, Variantes genéticas.

INTRODUCCION: La enfermedad de Parkinson (EP) es el trastorno del movimiento més
frecuente y se asocia con neuroinflamacion. En un trabajo previo, se detectaron niveles
anormales de interleucinas (IL-10, IL-13a, IL-17) en pacientes mexicanos con EP
esporadica. Algunas variantes genéticas podrian relacionarse con la produccion de citocinas
antiinflamatorias, como IL-10, modulando la respuesta inmune e influir en el desarrollo de
EP, debido a que se han encontrado niveles elevados de esta en pacientes

OBJETIVO (S): Determinar las frecuencias al€licas-genotipicas de las variantes IL
10 rs1800896 y rs1800872 en pacientes con EP y controles.

MATERIALES Y METODOS: Todos los participantes firmaron consentimiento
informado. El protocolo fue aprobado por Comités de Investigacion y de Bioética
INNN 38/19. Se incluyeron 88 pacientes con diagnoéstico clinico de EP y 36 controles
pareados por edad y sexo (p>0.05). La genotipificacion de las variantes se realizd por PCR
RT a partir de DNA de muestras sanguineas. Se determino el equilibrio Hardy-Weinberg en
ambos grupos.

RESULTADOS: En este estudio piloto evaluamos las frecuencias de dos variantes de la
region promotora de IL-10 en pacientes con EP y controles. La genotipificacion de IL-10
151800896 y rs1800872 no mostraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas
genotipicas entre controles y pacientes. En controles, observamos IL-10 rs1800896:
f(T)=0.69 y {(C)=0.31, datos concordantes con lo reportado en NCBI. En los pacientes
observamos IL-10 rs1800896: f(T)=0.74 y f(C)=0.26, p>0.05. La variante IL-10 rs1800872
mostro f(T)=0.47 y f(G)=0.53 en los controles, las cuales muestran diferencias con las
encontradas en bases publicas. En los pacientes encontramos f(T)=0.42 y {(G)=0.58,
p>0.05.

CONCLUSIONES: Las variantes analizadas no mostraron asociacion con riesgo de EP en
esta muestra. Sin embargo, es necesario el andlisis con las variables clinicas de los pacientes
y ampliar el tamano de la muestra. Este estudio aporta informacion relevante sobre las
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frecuencias alélicas de las variantes IL-10 rs1800896 y
rs1800872 en pacientes mexicanos con EP.

BIBLIOGRAFIA:
1. Bialecka et al. (2007). Interleukin-10 gene polymorphism in Parkinson’s disease patients.
Archives of Medical Research, 38(8), 858-863.

https://doi.org/10.1016/j.arcmed.2007.06.006

2. Rentzos et al. (2009) Circulating interleukin-10 and interleukin-12 in Parkinson’s disease.
Acta Neurologica Scandinavica, 119(5), 332-337. https://doi.org/10.1111/j.1600-
0404.2008.01103.x
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EVALUACION DEL EFECTO INHIBITORIO DE PACHIRA AQUATICA

SOBRE LAS ENZIMAS ALFA-GLUCOSIDASA Y PTP1B

Fernanda Galaviz Martinez,! Beatriz Gonzdlez Hidalgo,> Maria Teresa Niifiez Cardona,’ Martin Gonzdlez
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Palabras clave: Pachira aquatica, a-glucosidasa, PTP1B, antioxidante, Diabetes.

INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) se define como un grupo de enfermedades metabolicas
caracterizadas por hiperglucemia como consecuencia de defectos en la secrecion y accidén
de la insulina.! Su principal clasificacion se define segin su origen etiopatologico. La DM
tipo I, también conocida como insulinodependiente, afecta a personas jovenes e individuos
que no son capaces de producir insulina de forma endégena. Por otro lado, la DM tipo II
(DM 1II), es una afeccion comun de personas en edad adulta o avanzada, las cuales
desarrollaron resistencia a la acciéon de esta hormona en los tejidos periféricos de su
cuerpo.”? En la busqueda de tratamientos, dos de los blancos moleculares con mayor
relevancia en los tltimos afios, son la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) una proteina
moduladora de la accion de la insulina, y la enzima a-glucosidasa, que se encarga de
hidrolizar carbohidratos para su absorcion a nivel intestinal. No obstante, las terapias
utilizadas en la actualidad para esta enfermedad no son Optimas, puesto que presentan
reacciones adversas como son hipoglucemia, alteraciones gastrointestinales, entre otras.?
Por ello, se busca el desarrollo de nuevos antidiabéticos orales retomando la medicina
tradicional como base de nuestra busqueda.

Pachira aquatica cominmente conocida como Apompo, pertenece a la familia
Bombacaceae. De ésta las semillas y hojas jovenes pueden ser consumidas o preparadas por
maceracion en agua para producir un liquido empleado como antidoto para mordeduras de
animales venenosos.* En lo que respecta a su uso para el control de DM, se emplea en
forma de infusion en diversas partes de la Republica Mexicana.’ Aunque esta planta puede
presentar una alternativa para el desarrollo de nuevos agentes hipoglucemiantes la
informacion es escasa y ambigua. Por lo anterior, se propuso la investigaciéon quimica y
bioldgica de algunos extractos de P. aquatica.

OBJETIVO
Realizar un estudio fitoquimico biodirigido de los extractos orgéanicos de Pachira aquatica
empleando el efecto inhibitorio sobre las enzimas a-glucosidasa y PTP1B.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de los extractos organicos por maceracion exhaustiva. Se utilizaron hojas
(PAHM y PAHDM) y corteza (PACM y PACDM) del arbol. Cada parte se colocod en un
recipiente limpio y seco, se afiadio el solvente (MeOH y DCM-MeOH) hasta cubrir la
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materia vegetal. Se dejo reposar por 48 h y se recuperd el solvente, para luego llevar a
sequedad en un rotaevaporador. Dicho proceso de maceracion se repitid cuatro veces para
obtener el mayor rendimiento en cada extracto.

BIOLOGICOS

Evaluacion del efecto inhibitorio sobre las enzimas o-glucosidasa y PTP1B.
Efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima o-glucosidasa: El ensayo se realizo en
una placa de 96 pozos, agregando a una suspension de a-glucosidasa, los extractos y/o
compuestos a diferentes concentraciones. Se afade una solucion 3 mM de p-nitrofenil-
glucopirandsido como sustrato, a la mezcla para iniciar la reaccion. Esta se incuba a 37°C
durante 30 minutos y se detiene agregando una solucién de Na,COs. La actividad de la a-
glucosidasa se determina midiendo la liberacion de p-nitrofenol a partir de pNPG a una
longitud de onda de 400 nm. Los resultados se expresan como valores de Clso. El valor de
la ClIso es la concentraciéon de inhibidor de la a-glucosidasa para inhibir el 50% de su
actividad en las condiciones del ensayo.°

Efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima PTPIB: La actividad enzimatica se
evalia afiadiendo 2mM de pNPP (p-nitrofenilfosfato) y PTP1IB a diferentes
concentraciones en un buffer que contiene 50 mM de citrato (pH 6), 0.1 M de NaCl, ]| mM
de EDTA y 1 mM de DTT. Posteriormente, se anaden el o los extractos/compuestos a
evaluar para iniciar la reaccion, se deja a 37°C por 30 minutos y se detiene la reaccion con
1 M de NaOH. La cantidad de p-nitrofenol producido se estima midiendo la absorbancia a
405 nm. Los resultados se expresan en valores de Clso.”

Evaluacion de extractos y compuestos con actividad antioxidante.
Ensayo de decoloracion del radical DPPH: Se utilizan 100uL de los extractos a
concentraciones diferentes (1.9-1000 pg/mL) con 100uL de una solucidon metandlica de
DPPH (0.208M). Esta mezcla se deja reposar durante 20 min en la oscuridad y se lee en un
lector ELISA a una longitud de onda de 517 nm. Se utiliza como control positivo Trolox.
Para ello se realizd una curva de calibracion (1.9-500pg/mL). Se determina el porcentaje de
atrapamiento con la siguiente ecuacion.

Ac — Ap
% = ——x100
Ac

Donde Ac es la absorbancia del control positivo, Ap es la absorbancia del problema.

RESULTADOS

En la evaluacién de los extractos de hoja (PAHM y PAHDM) y corteza (PACM vy
PACDM) sobre las enzimas o-glucosidasa y PTP1B, los resultados indicaron que los
extractos metanolicos (PAHM y PACM), fueron los mas activos sobre PTP1B con un
porcentaje de inhibicion en el intervalo de 70-80% a una concentracion de 0.01 mg/mL. En
cuanto a la evaluacién sobre a-glucosidasa, solo el extracto PACDM presentd una
actividad inhibitoria débil (= 15%), mientras que los demas fueron inactivos (Figura 1).
Esto nos permitié seleccionar a estos extractos para continuar con los procesos de
fraccionamiento y aislamiento de los compuestos responsables de la actividad biologica.
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Figura 1. % de inhibicién de extractos de hojas y

corteza de P. aquatica sobre PTP1B.

Tabla 1. Ensayo de actividad antioxidante de los extractos metandlicos de hoja y corteza de P. aquatica en el ensayo de decoloracion de

BIOLOGICOS

DPPH (Clsg)

Extracto ClIsy (ng/mL) TEAC
PAHM 331.9 0.0377674
PACM 175.6 0.07138383

PAHDM 625.3 0.02004638

PACDM 1014 0.01236193
Trolox 12.535 1

CONCLUSIONES

Se prepararon los extractos organicos de las hojas y la corteza de P. aquatica. Su
evaluacion sobre los blancos enzimaticos a-glucosidasa y PTP1B permiti6 identificar a dos
extractos activos sobre PTP1B, los cuales seran sujetos de estudios fitoquimicos para aislar
a los principios activos. La actividad antioxidante es moderada, al menos en el ensayo de

prueba.

Esto nos da evidencia preliminar para validar su uso del Apombo en el tratamiento

de la diabetes y como fuente potencial de compuestos inhibidores de PTP1B.
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ANALISIS FITOQUIMICO DE CUPHEA AEQUIPETALA CAV.(LYTHRACEAE)
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INTRODUCCION

A finales del siglo XX, la OMS valor6 la importancia de la medicina tradicional de paises
con culturas originarias como son China, India y México, en donde amplios sectores de la
poblacién hacen uso de ella (1). En nuestro pais, la mayor parte del conocimiento tradicional
que se tiene acerca de las plantas medicinales proviene desde la época prehispanica (2).

El género Cuphea (Lythraceae) incluye unas 250 plantas herbaceas o especies subarbustivas
que muestran una variedad de propiedades farmacologicas, como efectos antimicrobianos,
antiinflamatorios y antihipertensivos. Se han utilizado algunas especies del género Cuphea
para el tratamiento de trastornos estomacales, sifilis, gonorrea, cancer, asi como
anticonceptivo oral en la medicina tradicional del Sur y Centroamérica (3,4). Se han
encontrado estudios en donde ademas de acidos grasos, también se reportan para el género
la presencia de triterpenos, esteroles, sapogeninas, gluco-alcoholes (manitol, fitoesteroles,
betasitosterol, estigmasterol, ergosterol, beta-amirina, acido betulinico y epifriedelinol).
Asimismo, se aislaron compuestos fenolicos, flavonoides, esteroides y glicésidos de Cuphea
aperta usada en Brasil como antihipertensiva (5).

Cuphea aequipetala Cav. (Hierba del Cancer) ha sido utilizada en la medicina tradicional
mexicana para tratar diferentes tipos de tumores y hematomas. Ademas, es importante
destacar su uso para el tratamiento de dolencias estomacales. En particular, la infusion de las
partes aéreas se consume como un té digestivo para aliviar el dolor de estdémago y la
sensacion de ardor, infecciones estomacales, Ulceras, diarrea y disenteria (6). Sin embargo,
aun no hay reportes suficientes de la fitoquimica de esta especie, por tal motivo se propuso
realizar el estudio quimico de un extracto metanolico.

OBJETIVO

Realizar el estudio fitoquimico de un extracto metanolico preparado de las partes aéreas de
Cuphea aequipetala Cav. (Lythraceae)

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de Material Vegetal

El material vegetal se colect6 en la Reserva Ecologica de la UNAM por el Dr. Sol Cristians
Niizawa. Su identificacion taxondmica y depoésito de herbario, estuvo a cargo de la M en C.
Beatriz Gonzalez Hidalgo de la UAM Xochimilco. Las partes aéreas se limpiaron con agua
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y secaron a temperatura ambiente, posteriormente se llevé a cabo su molienda en un molino
de cuchillas.

Preparacion del extracto metandlico de las partes aéreas de C. aequipetala Cav.

El extracto se obtuvo por maceracion exhaustiva usando 2.16 Kg del material vegetal y 8.0
L de metanol; se dejo reposar durante 48 h. Después de este tiempo, se separd el liquido y se
concentro a presion reducida. Esta operacion se repitid por triplicado.

Fraccionamiento primario

Se tomaron 127.2 g del extracto completo, se suspendieron en 1L de una mezcla metanol-
agua 70:30. Esta suspension se extrajo con tres porciones del mismo volumen de acetato de
etilo (AcOEt). Las fases organicas se juntaron y se les elimind el disolvente por evaporacion
al vacio. Se obtuvieron dos fracciones primarias, CAO1y CAA2

Fraccionamientos sucesivos en cromatografia de columna abierta (CCA)

Los fraccionamientos se realizaron por cromatografia en columna abierta de vidrio
empacadas con gel de silice (Macherey-Nagel 60, granulo de 0.063-0.2 mm). Como sistemas
de elucion se utilizaron solventes organicos puros y mezclas de hexano (Hex), acetato de
etilo (AcOEt) y metanol (MeOH).

Analisis por cromatografia en capa fina (CCF)

Para darle seguimiento a los procesos de CCA, se utilizaron cromatofolios de aluminio
recubierto con silica gel 60 F254 20x20 cm (Supelco Sigma-Merck-Aldrich, Alemania). Se
eluyeron con distintas fases moviles con los solventes antes mencionados, para su
visualizacion se us6 luz UV y agentes reveladores como sulfato cérico amoniacal y vainillina
sulfurica.

Puntos de fusion

Los puntos de fusion reportan sin corregir y se determinaron mediante un aparato de Fisher-
Johns

Obtencion de los espectros de IR, RMN ('H y 3C) y espectrometria de masas

La Resonancia Magnética Nuclear se realizo utilizando un equipo Agilent DD2 que opera a
600 MHz para el nicleo 'H y 151 MHz para '3C, utilizando tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna y cloroformo deuterado (CDCl3) como disolvente; los espectros fueron
procesados con el Software MestReNova y los desplazamientos quimicos fueron registrados
en ppm (0). Los espectros de masas de alta resolucion fueron registrados en un espectrometro
Bruker ESI/APCI-TOF, MicroTOF-II-Focus (Bruker, Billerica, MA, EE. UU.) por
ionizacion por electrospray

BIOLOGICOS

RESULTADOS

Los resultados obtenidos de los procesos de fraccionamientos sucesivos se ilustran en el
diagrama uno. De donde se desprende que de la fase organica (CAO:), se aislo un so6lido
blanco (127.6 mg) con un punto de fusion en el intervalo de 133-136 °C (fraccion E-F), que
al analisis por CCF y su posterior revelado con vainillina sulfirica indicaron que se podria
tratar de un terpeno. De la fraccién P-Q precipitaron de manera espontanea (190.1 mg) de un
solido de color amarillo, que podria tratarse de un compuesto de naturaleza fenolica. De la
misma fraccion, precipitd un solido gris (3 mg) con un punto de fusion de 290-297 °C. Por
otro parte, de la fraccion CAA2, precipitaron grandes cantidades de manitol (298.2 mg),
compuesto que ya ha sido reportado en la literatura para esta especie. De todos ellos se tienen
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los experimentos de RMN y espectrometria de masas, cuyo analisis estd en proceso para
establecer su identidad.

Cuphea aequipetala L. (2.164 Kg)

1) Maceracién MeOH 8 L* 3 veces
2) Filtracion
3) Concentracion a presién reducida

Extracto metandlico Cuphea Residuos vegetales
aequipetala L.(CAE) (147.2 g)

1) Suspension extracto en H,0:MeOH (70:30)

2) Extraccion L/L AcOEt

L l

Fase AcOEt (CAO,) (44.8g) Fase acuosa (CAA;) (20.23 g)
] [ ] — [ - I [ | [ | I | | [ [ |
FB FCD FEF FG-H Fi FJ FK FL-M FN-O FPQ FA FB FC FD FE FF FG FH Fl FJ
C ]
Polvo blanco o
P.F.133 136 °C 1o o
Palvo amarille Polvo Gris Lok
Se descompone: P.F. 290-297 °C Manitol
a185°C o
P.F. 158- 160° C

Diagrama 1. Proceso de fraccionamiento sucesivo.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se realizo el estudio fitoquimico del extracto metandlico de Cuphea
aequipetala, en donde se lograron aislar cuatro metabolitos secundarios, uno de ellos es el
manitol y otros tres que estan en proceso de identificacion.
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Palabras clave: Mucilago de nopal, microestructuras poliméricas, quitosano, obesidad, secado por aspersion.

INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion tiene como finalidad atrapar el mucilago de nopal

mediante la formacion de micro o nanoestructuras poliméricas.

Segun la Secretaria de Salud, la obesidad es una enfermedad crénica que aparece cuando
existe un exceso de tejido adiposo (grasa) en el cuerpo. Puede propiciar otras enfermedades
como: diabetes, hipertension, cancer. Por tanto, es una problematica que genera un deterioro
para la salud de la poblacién en México. EI mucilago de nopal (Opuntia ficus-indica) es un
polimero lineal que posee caracteristicas fisicoquimicas y fitoquimicas que le permiten ser

una alternativa para el tratamiento y/ o prevencion de la obesidad.

Las micro o nano estructuras poliméricas tienen la capacidad de ser utilizados como vectores
intracelulares con el objetivo de aumentar la estabilidad, disefio y produccion de

formulaciones funcionales con alta biodisponibilidad.

El secado por aspersién es método fisico, que por medio de condiciones termodinamicas
permite la obtencion de micro o nanoestructuras. La Microscopia Electronica de Barrido
proporciona imagenes en una amplia gama de aumentos de la muestra cuando un haz de
electrones de alta energia se hace incidir en el material, asi es posible evaluar la

homogeneidad, agregacion, estabilidad, el tamafio y la morfologia de las particulas.

Con respecto a la actividad terapéutica del mucilago de nopal Opuntia ficus-indica, varios
autores han realizado investigaciones que comprueban su efecto en modelos in-vitro e in-

vivo. Vazquez y Ramirez (2006) estudiaron el efecto del mucilago de nopal como
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estabilizador de las membranas plasmaéticas de la mucosa géstrica dafiada en ratas. Estudios

BIOLOGICOS

realizados por Osuna y Nat Prod Chem (2014) sefialan que el extracto de nopal es rico en
compuestos antioxidantes y es eficaz para reducir el colesterol y el LDL-C en ratones
hipercolesterolémicos. Otros estudios por Kalegowda et al, (2017) demostraron que el
mucilago extraido de cladodios de Opuntia-dillenii (Ker-Gawl) tiene una relacion con
actividades antiulcerosas, actividades antiinflamatorias, citoprotectoras y reductoras del
colesterol, asi como propiedades antiobesogénicas a través de la inhibicion de la lipasa.
Corona-Cervantes et al, (2022) reportan que la pectina de la pulpa mostré efectos
antihiperlipidémicos, reduciendo la absorcion de lipidos y aumentando la excrecion de
esteroles fecales, alterando asi el circulo enterohepatico.

OBJETIVOS

Objetivo general

» Atrapar mediante micro o nanoestructuras el mucilago de nopal (Opuntia
ficus- indica) para la prevencion y/o tratamiento de la obesidad.

Objetivos especificos

e Obtener el mucilago de nopal (Opuntia ficus- indica), asi como la
caracterizacion fisicoquimica del mucilago de nopal: viscosidad, densidad,
indice de refraccion, grados brix y pH.

e Determinar la presencia o ausencia de metabolitos secundarios mediante un
preliminar fitoquimico.

e Determinar el porcentaje de interaccion del extracto de mucilago acuoso/
fraccion etandlica con aceite vegetal y con grasa animal, con la finalidad
conocer la viabilidad para la formacion de micro o nanoestructuras.

e Formar micro o nanoestructuras por el método de secado por aspersion y
caracterizar el tamafio y morfologia de las micro o nanoparticulas mediante
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

o ldentificar las propiedades del mucilago de nopal (Opuntia ficus- indica) que
favorecen la formacion de floculos y que a su vez contribuyan al tratamiento
de la obesidad en México.
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MATERIALES Y METODOS

El siguiente esquema muestra la metodologia general de manera escalonada del
presente proyecto de investigacion.

5 \

\ 1 /] Extraccién del mucilago de nopal.

) T

/ \

(\ 2 | Caracterizacion fisicoquimica del mucilago de nopal.

\\\77 i
,—"&”‘

/ \
| Perfil fitoquimico.
l‘\\ 3 F/ q

P %
l/ 4 '\l Pruebas preliminares de la interacciéon del extracto de mucilago
\ / acuoso/ fraccion etandlica con aceite vegetal/ grasa animal

[ \ Formacion de microestructuras por el método de secado por
\ 5 / aspersion.

RESULTADOS

La siguiente tabla representa los resultados significativos obtenidos de la investigacion.

Tabla 1. Resultados que corresponden a cada fase de la metodologia: Extraccién de mucilago
de nopal, caracterizacion fisicoquimica, perfil fitoquimico, pruebas preliminares de
interaccién del extracto de mucilago acuoso/ fraccion etandlica, Formacion de
microestructuras mediante secado por aspersion y Analisis por SEM.
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METODO ENSAYO RESULTADO
Extraccion del | Rendimiento 2.10% peso seco
mucilago de nopal
Densidad 0.998 g/cm”3 a 20°
pH 5a20°C
Caracterizacion Viscosidad 142 centistokes= 0,141 Pa*s (baja)
fisicoquimica °Brix 125
indice de | 1.335
refraccion
Taninos Positivos +
perfil fitoquimico Esteroides Positivos + (xantonas y flavonas)
Otros Negativos - (Esteroides, Alcaloides, Cumarinas,
Saponinas, AzUcares reductores y Quinonas)
Con aceite Mucilago | Fraccion | Fraccion
vegetal acuoso etandlica | etandlica +
Pruebas Propilenglicol
preliminares de
interaccion del % Méaximo 95% 90% 95%
DUEEDCSIILEIELE % Estabilidad | 58% | 30% | 40%
acuoso/ fraccion
etandlica Con grasa | % Méaximo - 62% 62%
animal % Estabilidad | - 50% | 55%
Rendimiento 3.72g9/L
Formacion de | 95 Recuperacion | 94.28%

microestructuras

mediante Secado por PrOdUCUV'dad 1.69 g SélldOS/ h

aspersion %Capacidad de | 80%
la carga
ler. Secado Caracteristicas o Esferas amorfas irregulares
o Vacios externos
Al o Colapsadas aglomerados
Anélisis por SEM ). .
P (Menos sitios activos de
unién)
Promedio 5.728(um)
Varianza 0.733
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Desviacion

estandar 0.856

2do Secado Caracteristicas o Mas Esferas definidas
o Esferas irregulares (sin
perder su forma esférica)

Promedio 5.199(um)

Varianza 1.261

Desviacion

estandar 1.123

Las siguientes figuras muestran evidencia de los resultados obtenidos.

30
a0
70 Figura 1. Cinética de interaccion de mucilago de nopal
&0 H

. + aceite vegetal (4/5mL).

40
30
20
10 .

Porcentaje de retencidn (%)

L] 5 10 is 20 25 20 35
Tiempeo {min)
—8— Extracto de mudlage acuoso
—# Fraccien etanclica de mucilago concentrado

—=— Fraccién etandlica de mucilago concentrado+ propilenglicol

Figura 2. Micrografias en SEM por electrones secundarios del
primer secado por aspersion. a)2500X b)5000X a 20 Kv, escala
5y 10 micras. Condiciones de secado: 8 horas de agitacion, con
Tween y concentraciones bajas de mucilago de nopal y
quitosano.

o (L — & R - ¢
20KV | X200 40m 20KV X5,000 Shm ‘\{"_‘,.QBZOSEI K

Figura 3. Histograma del diametro de particula.
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CONCLUSIONES

* El mucilago de nopal (Opuntia ficus-indica) es un fluido viscoelastico, que mediante
sus fuertes interacciones moleculares le permite formar redes para retener grandes
cantidades de agua. La determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios se
realiz6 mediante un preliminar fitoquimico, cuyos compuestos fendlicos vy
flavonoides le confieren al mucilago su actividad antioxidante, antiinflamatoria y

antidiabética.

* Las pruebas de interaccion del mucilago/ fraccion etandlica con grasa animal, pueden
mejorar incrementando la agitacién vigorosa para observar por mas tiempo la

estabilidad. También se pueden utilizar otras grasas o medios fisioldgicos.

» Se obtuvieron particulas micrométricas, con morfologia esférica, la cual le permitira
una difusion adecuada para atravesar la membrana plasmatica de las células en la

hipodermis y tener un efecto terapéutico.

» Las microesferas tienen la capacidad de formar floculos con grasa vegetal y animal.
Gracias a este preliminar se pueden realizar evaluaciones posteriores in vitro, para

determinar la actividad terapéutica de estas.

« Para la obtencién de nanoparticulas se puede utilizar un nanosecador, cuyas
caracteristicas cambian con respecto al minisecador. También se pueden usar otros

métodos de obtencion como: liposomas, coacervacion, gelificacion ionica, etc.

» El mucilago de nopal ademas de tener actividad terapéutica, también tiene la funcion
de ser un vehiculo/material de barrera, para formar microesferas, debido su estructura

polimérica y caracteristicas fisicoquimicas.
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VALIDACION DE METODO VOLUMETRICO Y ESPECTROFOTOMETRICO ULTRAVIOLETA VISIBLE

PARA CUANTIFICAR ACIDO ACETILSALICILICO

Carlos Eduardo Bulnes Chavez*, Andrea Alvarado Galicia, Norma Jimena Gonzéles Renteria, Darinke Ayelen
Chassin Mufioz, Docentes: Dr. Karina Sanchez Herrera, Dr. Juan Manuel Martinez Ndfiez.

Universidad Auténoma Metropolitana. Unidad Xochimilco.

*Autor de correspondencia: Correo: 2202031929@alumnos.xoc.uam.mx

Palabras clave: Validacion, cuantificacion, volumetria, espectrofotometria.

INTRODUCCION: El 4cido acetilsalicilico (AAS) conocido popularmente como aspirina,
es uno de los medicamentos mas utilizados a nivel mundial por su eficacia para tratar el dolor
(analgésico), la fiebre (antipirético) y la inflamacién (antiinflamatorio), esto debido a su
efecto inhibitorio, no selectivo, de la ciclooxigenasa. El uso tan comin de este medicamento
demuestra la gran necesidad de comprobar y evaluar los métodos analiticos existentes. En la
actualidad existen mdltiples maneras de cuantificar al AAS, sin embargo, el siguiente
proyecto de investigacion modular se enfoca en 2 metodologias que resultan con frecuencia
atiles: método volumétrico y el método de espectro Uv-vis.

OBJETIVO: Comparar la validacion de dos métodos analiticos para determinar la calidad
del &cido acetilsalicilico por cuantificacion utilizando espectroscopia Uv-Vis y volumetria,
de acuerdo con cuatro parametros; linealidad, reproducibilidad, precision y exactitud base.

MATERIALES Y METODOS:

Se utilizo material y reactivos del laboratorio G-202, se utiliz6 el Acido acetil salicilico como materia
prima para la elaboracion de tabletas del laboratorio G-102.

Para el analisis espectrofotométrico se utilizd el espectrofotometro UV/Vis Lambdax15t Perkin
Elmer.

Método Espectrofotometrico. Se utilizaron 0.4 gramos de AAS, se realizaron dos stocks del
principio activo en agua, se tomaron 5 alicuotas del segundo stock (1, 2, 3,4,y 5mL) y se
llevaron a un aforo de 10 mL en matraces volumétricos, se leyé cada matraz en el
espectrofotdmetro a 275nm.

Se repiti6é el procedimiento por triplicado, se realiz6 el analisis para dos analistas, en dos dias
diferentes.

Método Volumétrico. Se realizd una curva de calibracion de acido acetilsalicilico de 5 puntos para
titular por retroceso para obtener la concentracion real del farmaco. El procedimiento se llevé a cabo
por triplicado, se realiz6 el analisis para dos analistas, en dos dias diferentes.

El andlisis de varianza se realiza de acuerdo con la guia de validacion del colegio de QFB’s. (5)

RESULTADOS:
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De los datos obtenidos por espectrofotometria Uv-Vis, se realizaron los calculos para
determinar la linealidad, precision, exactitud y reproducibilidad del método, los
cuales se muestran en latabla 1y 2.

BIOLOGICOS

ANALISTA
1 2 R%=0.999

100.358 99.48
1 100.12 100.39 promedio total R 100.179

100.842 100.16 desviacion estandar  0.34383329

100.072 100.12 cv 0.34321779
5 99.822 99.97

Tabla 2. Célculos del
100.408 100.41 sistema.

Tabla 1. Porcentajes de recobro

Fuente de grados de suma de media de

variacién libertad cuadrados cuadrados Fcal FO.05*
analista gla=1 0.099372 0.099372 0.94848969 38.51
dia gld=2 0.20953733 0.10476867 0.84531308 6.06
error gle=8 0.99152533  0.12394067

Tabla 2. ANADEVA

Con los datos anteriores podemos decir que el método de cuantificacion del acido acetil
salicilico por espectrofotometria UV-Vis, es lineal (R?= 0.999), preciso (CV=0.3432%, DE=
0.3438), reproducible (Fa < F0.05, Fd < F0.05) y exacto (CV=0.3432%, Promedio de recobro
=100.179%), ya que todos los rubros entran dentro de los rangos de aceptacion.

De los datos obtenidos por titulacion volumeétrica, se realizaron los calculos para determinar
la linealidad, precision, exactitud y reproducibilidad del método, los cuales se muestran en la
tabla 3y 4.

Exactitud y repetibilidad al 100%

R? =0.999
ANALISTA
1 2
98.027 96.479
. 96.222 97.752 promedio total R 96.758
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96.929 97.412 desviacion estandar 0.81510651
95.174 96.973 CcVv 0.84242132
intervalo de
2 97.303 96.04 confianza 97.2754808 96.2396859

Tabla 2. Calculos del
96.037 96.743 sistema.

96.61533333 96.89983333

Tabla 3. Porcentajes de recobro

Fuente de grados de suma de media de

variacién libertad  cuadrados cuadrados Fcal F0.05*
analista gla=1 0.24282075 0.24282075  0.27340407 38.51
dia gld=2 1.7762775 0.88813875  1.34330212 6.06
eror gle=8 5.289286667 0.661160833 ------------  —mmeemeeee-

Tabla 4. ANADEVA

Con los datos anteriores podemos decir que el método de cuantificacion del &cido acetil salicilico es
lineal (R?= 0.999), preciso (CV= 0.8424%, DE= 0.8151) y reproducible (Fa < F0.05, Fd <
F0.05), pero los resultados nos indican que no es exacto, ya que uno de los rubros (IC = 97.27/96.23)
no entra dentro de los rangos de aceptacién, no se considera validado.

CONCLUSIONES: De acuerdo con los resultados obtenidos por ambas metodologias se concluye
que el método analitico que cumplid los parametros determinados de linealidad, exactitud, precision
y reproducibilidad para cuantificar AAS fue por espectrofotometria Uv-Vis.
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VALIDACION DE METODOS VOLUMETRICOS Y
ESPECTROFOTOMETRICOS PARA LA EVALUACION DE LA CALIDAD

DE IBUPROFENO COMO MATERIA PRIMA PARA LA PRODUCCION DE
MEDICAMENTOS.

Alvaro Rocha Neri, Angel Enrique Hernandez Guerrero, Daniela Reyna Gonzélez, Johanna Martinez
Ocampo, Docentes: Sanchez Herrera Karina, Martinez Nafiez Juan Manuel.

Universidad Autonoma Metropolitana unidad Xochimilco. Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud.
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Palabras clave: Espectrofotometria, Ibuprofeno, UV-vis Validacién, Volumetria.
INTRODUCCION:

La inflamacion es una respuesta innata del sistema inmunol6gico desencadenada a través de
infecciones causadas por agentes patdgenos (virus, bacterias u hongos) y/o lesiones fisicas
(Gilman, 2007). Para la respuesta inflamatoria existen farmacos que tienen ciertas
propiedades antiinflamatorias, entre ellos se encuentran los antinflamatorios no esteroideos
(AINE), por ejemplo, ibuprofeno, el cual es importante que sea un farmaco de calidad
debido a que son de los medicamentos mas prescritos y usados en la actualidad debido a su
venta libre. Segun el INEGI (2018), México ocupa el 3er lugar entre los paises de
Latinoamérica que mas consume ibuprofeno.

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece mediante
pruebas de laboratorio que las caracteristicas de desempefio del método cumplan con los
requisitos para las aplicaciones previstas basandose en evidencia objetiva, por lo tanto, con
ello podemos comprobar aspectos de comportamiento del método y establecer que sirva
para el propdsito indicado. Asi mismo, las caracteristicas a tomar en cuenta al momento de
validar un método de acuerdo con la FEUM se consideran 12 parametros, de los cuales solo
se consideraron la precisién del método, linealidad del método y exactitud del método,
durante el desarrollo de este trabajo de investigacion.

Cabe mencionar que tanto el método de Volumétrico y Espectrofotométrico UV-Vis
utilizados a lo largo de esta investigacion no estan incluidos en la monografia del
ibuprofeno contenida en la FEUM como metodos generales de analisis dictados, sin
embargo, con ayuda de otras referencias bibliograficas se pudo llevar a cabo la
experimentacion espectrofotométrica y volumétrica para su respectiva validacion.

OBJETIVO:

Determinar la calidad de ibuprofeno como materia prima en la produccion de
medicamentos a través de la validacion de métodos volumétricos y espectrofotométricos
UV-Vis.

MATERIALES Y METODOS:
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Durante la experimentacion se utiliz6 material y reactivos del laboratorio G-202, ademaés se
utiliz6 ibuprofeno como materia prima para la elaboracion de tabletas del laboratorio G-

102.

Validacién por espectrofotometria:

Se pesaron y disolvieron 50 mg de ibuprofeno en un matraz volumétrico de 50 mL con
etanol, determinado como “stock ” del cual se tomaron alicuotas de 1, 2, 3, 4y 5 mL y se
llevaron al aforo en otro matraz volumétrico de 10 mL, esto se leyo en el espectrofotometro
a una longitud de onda de 264 nm, para su respectivo analisis. El equipo
espectrofotométrico que se utilizd fue un espectrofotdmetro UV-Vis Lambdax15t Perkin
Elmer.

El procedimiento lo realizaron dos analistas, en dos dias diferentes por triplicado.

Validacion por Volumetria.

Se realizaron dos disoluciones de ibuprofeno para cada uno de los dos dias en un matraz
volumétrico de 250 mL. Se prepararon y normalizaron el mismo dia que se usaron 2
disoluciones de NaOH para cada uno de los dos dias de analisis.

Valoracion de ibuprofeno con NaOH.

De la disolucién “stock ” de ibuprofeno-etanol se tomé una alicuota de 1, 2, 3, 4y 5 mL
respectivamente, posterior a ello cada alicuota se agregé a un matraz Erlenmeyer de 250
mL al cual también se les agreg6é una mezcla de etanol-agua 1:1 c.b.p. su agitacion y se
afiadieron 3 gotas de fenolftaleina (indicador), finalmente, se titul6 con la solucién de
NaOH valorada previamente, y se tomO nota del volumen de punto final de cada
valoracion.

Al igual que la espectrofotometria, el procedimiento fue realizado por dos analistas, en dos
dias diferentes por triplicado.

RESULTADOS:

Espectrofotometria Volumetria

Atri Volumeétrico.

Espectrofotométrico. 0.500
G

< 0.400
©
(o]

£ 0.300
=
c

y = 1.2311x + 0.0029 < 0.200
R2 = 0.9998 g

% 0.100
=

0.000

0 2 4 6
0.2 0.4 0.6 Alicuotas (mL).

Concentraciones mg/mL

espectrofotométrico volumétrico

Linealidad del Sistema por el Método
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y =0.0844x - 0.0007

Rz2=1

Figura 2: Linealidad del sistema por el método
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De acuerdo con los resultados obtenidos se determind el porcentaje de pureza de
ibuprofeno, de acuerdo con la espectrofotometria la pureza de la materia prima fue del
99.96%, mientras que la pureza a través del método volumétrico fue de 101.62%.

CONCLUSION:

El método analitico espectrofotométrico cumple con los parametros de validacion
especificados en el proyecto, tales como: linealidad, precision, exactitud y reproducibilidad,
por lo que es un método confiable de cuantificacién para el ibuprofeno como materia
prima. En cuanto al método volumétrico se determina que no esta validado debido a que no
cumplio con el parametro de exactitud.
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Palabras clave: Acoplamiento molecular, diabetes, cribado virtual, y PTP1B.

INTRODUCCION

Cada afio aumentan los casos de pacientes con enfermedades cronicas; especificamente, las
relacionadas con malos héabitos alimenticios y falta de ejercicio, como la diabetes.! Existe una
relacion peligrosa entre esta enfermedad y la obesidad, puesto que se generan diversas
complicaciones metabdlicas que conllevan a un circulo vicioso con algunas consecuencias que
aumentan exponencialmente.? Existen varias estrategias para identificar nuevos farmacos para
dicha enfermedad, una de ellas es el reposicionamiento de farmacos.> En este proyecto se
trabajo con la diana terapéutica llamada: proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B, es la principal
enzima involucrada en la desensibilizacion del receptor de insulina y se ha convertido en un
objetivo farmacologico para el tratamiento de la DT2 y su comorbilidad asociada que es la
obesidad.

OBJETIVO

Identificar nuevos compuestos como potenciales inhibidores de la PTP1B mediante cribado
virtual por acoplamiento molecular.

MATERIALES Y METODOS

Bases de datos: Se construy6 una quimioteca virtual empleando la base de datos ChEMBL,
que incluye fAirmacos aprobados o en desarrollo y otros compuestos estudiados previamente
contra otras dianas relacionadas con diabetes. Después se llevo a cabo un refinamiento de las
estructuras para dar 1075 compuestos para ser evaluados por acoplamiento molecular
Empleando el programa DataWarrior.* El siguiente paso fue la preparacion de los ligandos,
para esto se optimiz6 su geometria por mecanica molecular empleando el campo de fuerza
MMFF94 implementado en el soffware DataWarrior.
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Preparacion de la proteina: Se obtuvieron dos estructuras tridimensionales de la proteina
PTPI1B del Protein Data Bank con codigos 1C83 (resolucion 1.80 A) y 1T49 (resolucion
1.90 A). La proteina 1C83 esta cocritalizada con un inhibidor sobre el sitio catalitico,
mientras que, 1T49 esta cocritalizada con un ligando sobre un sito alostérico. A las proteinas
se les retiraron las moléculas de agua y se minimizaron empleando el campo de fuerza
Yamber implementado en el servidor en linea de Yasara.

BIOLOGICOS

Acoplamiento molecular: La proteina sin ligandos y los compuestos minimizados se
cargaron el software Yasara para llevar a cabo el acoplamiento molecular sobre las
coordenadas del sitio catalitico para 1C83 (1C83 x=43.747, y=16.206, z=8.853) y alostérico
1T49 (x=51.422, y=28.523, z=22.782) respectivamente. Los calculos se llevaron a cabo
empleando la interfase de AutoDock Vina y AutoDock 4.2, utilizando el algoritmo genético
Lamarckiano con 100 corridas, 100 poblaciones y 10 000 000 de evaluaciones. Por otro lado,

los ligandos con mejor acoplamiento se sometieron a un tercer calculo empleando el Sofiware
Gold.

& ChEMBL
Regg::s :
A A 4

g\’/_,’ =p D

Base de datos

Acoplamiento molecular

‘ Hits computacionales

Cribado virtual
Figura 1. Metodologia de cribado virtual por acoplamiento molecular.
RESULTADOS

Validacion del modelo: los ligandos cocristalizados fueron acoplados sobre las proteinas
1C83 y 1T49 empleando los tres programas (AutoDock Vina y AutoDock 4.2 y Gold) y
comparados con la posicion original del ligando en el archivo *.pdb empleando la raiz de la
desviacion cuadratica media (RMSD). Los valores de RMSD deber ser menores a 2 para que
el método se considere validado (Tabla 1); esto significa que el acoplamiento molecular es
capaz de reproducir el modo de unién del ligando en su estructura cristalografica.

Tabla 1. Validacion del método de acoplamiento molecular

Proteina Programa Valor RMSD
AutoDock 4.2 0.0
1c83
AutoDock VINA 0.74
GOLD 0.77
1449 AutoDock 4.2 0.79
AutoDock VINA 0.66
GOLD 1.06
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BIOLOGICOS

Posteriormente se continud con el cribado masivo de la quimioteca de 1075 compuestos
empleando el programa Autodock Vina. Se seleccionaron los mejores compuestos y se
llevaron a una nueva evaluacion de acoplamiento sobre los programas AutoDock 4.2 y
GOLD. Las distintas energias de union o calificacion de docking obtenidas para los 268
compuestos con los tres distintos programas se normalizd en escala de 0 a 1 y se
seleccionaron los 50 compuestos que mostraron los mejores acoplamientos con los tres
programas (hits computacionales consenso). En la Figura 2 se muestran las estructuras de
algunos compuestos representativos con mejor afinidad calculada por el sitio catalitico de la
PTP1B. Finalmente, queda pendiente la evaluacion experimental in vitro sobre la enzima.

Figura 2. Hits computacionales obtenidos por cribado virtual para PTP1B.
CONCLUSIONES

Se obtuvieron 50 compuestos con potencial como inhibidores de la proteina PTP1B, los
cuales se perfilan para tener efecto antidiabético por medio de la inhibicion de esta enzima.
Dentro de los compuestos estudiados se encuentran diversos fArmacos comerciales y en
desarrollo, lo que podré llevar a encontrarles una nueva aplicacion en el tratamiento de la
diabetes. Ademas, otros compuestos incluidos en la base de datos que tienen actividad sobre
otras dianas relacionadas con diabetes podran desarrollarse como moléculas con
polifarmacologia, lo cual puede ser una ventaja en la busqueda de un tratamiento mas eficaz.

BIBLIOGRAFIA

1. C M. American Diabetes Association Standards or Medical Care in Diabetes (2020). Riddle, M.; editorJanuary 2020.
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SINTESIS DE CALIXARENOS CON NUCLEO DE TIOFENO CON POTENCIAL ACTIVIDAD

ANTIINFLAMATORIA Y ANTICANCERIGENA
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Cuesta, Carlos A.
Correo: cmendezc@correo.xov.uam.mx

Palabras clave: Calixarenos, tiofeno, sintesis

INTRODUCCION:

Los calixarenos son una familia de compuestos macrociclicos con un niimero variable de
unidades, formadas por la condensacion de pirrol con diversos aldehidos, generalmente en
presencia de algun 4cido de Lewis. El nimero de unidades de aromaticos puede estar entre
las 4 y 20 unidades. Los calix[n]arenos son similares a la de otros macrociclos
polihidroxilados, ya que la cavidad del macrociclo dependera del nimero de unidades
aromaticas en el sistema. Estos compuestos tienen una cavidad tridimensional que puede
acomodar diversas moléculas durante un proceso llamado complejacion. Estos sistemas
tienen una ventaja como receptor sintético, debido a las diferentes formas isoméricas
conformacionales que adquieren, lo que les permite tener diferentes usos y aplicaciones. Por
ejemplo, los calix[4]arenos pueden adoptar varios conformaciones diferentes, incluido el
cono, el cono parcial, 1,2-alternativo y 1,3- alternativo.

La importancia de los calix[n]arenos radica en el hecho de que son capaces de reconocer y
acomodar en su cavidad moléculas huésped a través de interacciones no covalentes. Algunas
de estas interacciones son enlaces por puente de hidrogeno, interacciones de catidon, anion,
etc. La magnitud de la interaccion también depende de la conformacion del macrociclo.

OBJETIVO (S):
Sintetizar y evaluar la actividad bioldgica de los macrociclos con tiofeno
-Caracterizar estos derivados por métodos espectroscopicos y espectrométricos.

-Realizar estudios de acoplamiento molecular con los derivados de tiofeno para predecir los sitios de
unidn a diversos blancos terapéuticos.

MATERIALES Y METODOS:

Para la preparacion de las diferentes porfirinas que se empleo la metodologia disefiada por
Adler-Longo. El seguimiento de las reacciones y el anélisis de la pureza de los productos
obtenidos se realiza mediante la técnica de cromatografia en capa fina (CCF) empleando
placas de vidrio recubiertas con gel de silice. La visualizacion de los productos se hace con
ayuda de luz ultravioleta.

269



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIégiCOS
RESULTADOS:

BIOLOGICOS

Se sintetizaron 6 derivados de calixarenos, haciendo reaccionar tiofeno con diferentes
aldehidos y cetonas para obtener porfirinas con diversos sustituyentes. Se lograron obtener
los compuestos propuestos con un nivel de pureza alto. Todos los compuestos se
caracterizaron por medio de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y '*C, con la finalidad de
ser evaluados in vitro sobre diversas lineas celulares, asi como determinar su actividad
antiinflamatoria.

BIBLIOGRAFIA:

-Espaiol, E. S., &amp; Villamil, M. M. (2019). Calixarenes: Generalities and their role in
improving the solubility, biocompatibility, stability, bioavailability, detection, and transport
of biomolecules. Biomolecules, 9(3), 90. https://doi.org/10.3390/biom9030090

-Gutsche, C. D., &amp; Levine, J. A. (1982). Calixarenes. 6. Synthesis of a functionalizable
calix[4]arene in a conformationally rigid cone conformation. Journal of the American
Chemical Society, 104(9), 2652—-2653. https://doi.org/10.1021/ja003732060

-Kumar, S., Paul, D., &amp; Singh, H. (2007). Syntheses, Structures and Interactions of
Heterocalixarenes. ChemInform, 38(5). https://doi.org/10.1002/chin.200705232
-Calixarenes containing modified meso bridges. (2014). ARKIVOC, 2015(1), 29.
https://doi.org/10.3998/ark.5550190.p008.753
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BIOLOGICOS

SINTESIS DE DERIVADOS DE 3-FENIL-1H- INDAZOL CON POTENCIAL

ACTIVIDAD CANDICIDA
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Palabras clave: Indazol, Candida, antifungicos.

INTRODUCCION

La candidiasis es una infeccion provocada principalmente por Candida albicans, no obstante,
la incidencia de cepas como C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata, ha aumentado en las
Giltimas décadas.! Candida representa la segunda causa de infecciones vaginales y la principal
causa de infecciones intrahospitalarias.'” El tratamiento de estas infecciones depende del
area infectada, la gravedad y la susceptibilidad de la especie. De manera convencional se
recurre al uso de antimicoticos azolicos, sin embargo, estos han mostrado una eficacia en el
80-90% de los casos, pudiendo presentarse recidiva, o bien, la aparicion de resistencia a los
antifingicos.> En nuestro grupo de investigacion, se reportd que el 3-fenil-1H-indazol y
algunos derivados poseen actividad candicida.* Continuando la busqueda de nuevos
farmacos anti-Candida, el presente proyecto tiene como objetivo sintetizar nuevos derivados
de 3-fenil-1H-indazol con la finalidad de mejorar la actividad candicida de esta familia de
compuestos y ampliar el conocimiento sobre sus relaciones estructura-actividad.

OBJETIVO
Sintetizar derivados de 3-fenil-1H-indazol con potencial actividad candicida.
MATERIALES Y METODOS

Se plantearon ocho derivados inspirados en compuestos con un reporte previo por nuestro
grupo de investigacion, Figura 1. La ruta de sintesis para los derivados 1-8 se muestra en el
Esquema 1. Como primer paso, se llevo a cabo la sintesis del indazol a partir de la o-toluidina
para su posterior bromacion sobre la posicion 3. Después se empled la reaccion de
acoplamiento C-C de Suzuki-Miyaura con los 4cidos o ésteres fenil bordnicos
correspondientes. Por otro lado, el Esquema 2 muestra la ruta de sintesis para dos
intermediarios clave en la obtencion de los compuestos Sy 6.
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Figura 1. Compuestos cabeza de serie I-11I y derivados propuestos para sintesis 1-8.
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Esquema 1. Sintesis de los compuestos propuestos 1-8.
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Esquema 2. Sintesis de las materias primas para obtener los compuestos 5y 6.
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RESULTADOS

Considerando las rutas sintéticas planteadas, se han logrado obtener todos los intermediarios
y los compuestos finales 3, 4, 6, 7 y 8. La preparacion de los compuestos 1, 2 y 5 sigue
pendiente. Los rendimientos y punto de fusion para cada uno de los intermediarios y
compuestos se muestran en la Tabla 1. Los compuestos 3 y 7 se obtuvieron en rendimientos
bajos, por lo que sera esencial optimizar el procedimiento para obtener la cantidad suficiente
para los ensayos bioldgicos. Los rangos de punto de fusion fueron estrechos para todos los
compuestos y muestran una sola mancha en cromatografia en capa fina.

BIOLOGICOS

Tabla 1. Resultados para la sintesis de los compuestos obtenidos

Compuest Rendimiento Punto de fusion Aspecto
0
b 99% 99-102 °C Cristales blancos
c 95% 94-97 °C Soélido amarillo mostaza
d 91% 99-105 °C Sélido naranja
e 99% Liquido Liquido dmbar
f 91% 130-133 °C Soélido palo de rosa
g 18% 101-103 °C Soélido Blanco
h 34% 83-84 °C Cristal amarillo palido
i 90% 92-94 °C Cristal naranja brillante
j 98% Liquido Liquido dmbar
k 66% 125-128 °C Sélido durazno
1 21% 151-154 °C Soélido amarillo
3 2% Liquido Liquido amarillo
4 53% 120-122 °C Soélido amarillo palido
6 ND* ND Sélido café claro
7 14% 163-165 °C Sélido nacar
8 91 112-113 °C Sélido beige

*ND: no determinado
CONCLUSIONES

Se prepararon las materias primas necesarias para sintetizar los derivados del 3-fenil-1H-
indazol (5 y 6), asi mismo, se realizo la sintesis de cinco compuestos finales (3, 4, 6, 7y 8).
El punto de fusion y la cromatografia en capa fina indican que los compuestos son puros, por
lo que seran evaluados por el método de difusion en agar sobre distintas cepas de Candida.
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FC-122 COMO POTENCIAL ANTIDIABETICO: SINTESIS Y DETERMINACION DE LA TOXICIDAD

ORAL AGUDA
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Palabras clave: dacido glicirretinico, diabetes, Proteina Tirosina Fosfatasa 1B, toxicidad oral aguda.

INTRODUCCION

Existen extensas investigaciones que han demostrado que los triterpenos pentaciclicos de tipo oleanano natural
muestran una potente actividad inhibitoria y selectividad contra PTP1B (un miembro importante de las proteinas
tirosina fosfatasas, el cual puede regular negativamente la via de metabolizacion de la insulina) y alfa-
glucosidasa (encargada de la hidrdlisis de polisacaridos en glucosa), donde podemos encontrar el acido
glicirretinico. Este se encuentra abundantemente como glicirricina en la raiz de regaliz (Glycyrrhiza glabra L.)
(De-La-cruz-martinez et al., 2021). La glicirricina es el principal componente soluble en agua de la raiz de
regaliz. Por hidrolisis, libera dos moléculas de acido D-glucurénico y la aglicona, acido glicirretinico. Se ha
demostrado que tanto la glicirricina como el acido 18f3-glicirretinico poseen varias acciones farmacoldgicas
beneficiosas, que incluyen la actividad antidiabética. Los efectos de la glicirricina sobre los cambios asociados
con la diabetes son casi comparables con los de la glibenclamida (Sen et al., 2011). Al observar dicha actividad,
ha despertado nuestro interés obtener derivados a partir de este triterpeno. Cabe mencionar que hasta la fecha,
no se han reportado derivados semisintéticos del acido glicirretinico como inhibidores de las enzimas PTP1B y
alfa-glucosidasa. Lo cual resulta sorprendente ya que este producto natural se extrae relativamente facil y en
gran rendimiento.

Recientemente, en el grupo del Dr. Francisco Cortés Benitez se reportd la sintesis y actividad inhibitoria sobre
las enzimas PTP1B y alfa-glucosidasa de derivados semisintéticos del acido glicirretinico con heterociclicos
fusionados al anillo A. De este estudio, se obtuvo el acido (18f)-2'-(4-metilfenil)-11-ox0-2"H-oleano-2,12-
dieno-[3,2-c]pirazol-29-oico (con clave FC-122). Este compuesto, es un inhibidor dual de las enzimas PTP1B y
alfa-glucosidasa. Su potencia es superior a los compuestos de referencia: acido ursdlico (CI50 = 5.6 uM) y
claramina (CI50 = 13.2 uM) como inhibidor de la PTP1B con una CI50 = 4.8 uM. Este compuesto es 5 veces
mas potente que el farmaco acarbosa (Ki = 26.8 uM) como inhibidor de la alfa-glucosidasa con una Ki = 5.2
UM,

Debido a esta actividad dual, el FC-122 se postula como un buen candidato para estudios in vivo como
antidabético en un modelo murino. Pero antes es necesario contar con datos acerca de su seguridad. Por lo cual
es de vital importancia la realizacion de pruebas toxicologicas para estudiar los efectos nocivos del FC-122 en
un sistema biologico. Lo cual, puede establecer también, la magnitud del dafio en funcion de la exposicion del
organismo vivo en estudio (Teitelbaum, 2019).

En los estudios realizados anteriormente, el FC-122 se sintetizd a escala de miligramos a partir del acido
glicirretinico. En el presente trabajo, se reporta la sintesis a escala de gramos del mismo compuesto partiendo
de la glicirricina (precursor del 4cido glicirretinico). También se reporta la dosis letal oral aguda en un modelo
murino, siguiendo el procedimiento N° 425 de la OECD.

OBJETIVO

e Llevar a cabo la sintesis del compuesto FC-122 a escala de gramos y evaluar su toxicidad oral aguda
en un modelo murino.

274



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIégiCOS
MATERIALES Y METODOS
Parte Quimica.
La sintesis del compuesto FC-122 se llevo a cabo de acuerdo con el Esquema 1. Se parti6 de la glicirricina
como materia prima, la cual se hidrolizé en un medio acido para obtener el acido glicirretinico. Posteriormente,
se llevd a cabo la oxidacion del carbinol en la posicion C3 de este triterpeno para obtener el acido 3-
oxoglicirretinico. Este intermediario se hizo reaccionar con formiato de etilo e hidruro de sodio en THF como
disolvente para obtener el dcido 2-formil-3-oxoglicirretinico. Finalmente, este tltimo se hizo reaccionar con el
clorhidrato de 4-metilfenilhidrazina en etanol como disolvente para obtener el producto de ciclacion que tiene
por clave FC-122.
Al compuesto FC-122 se le realizaron pruebas de solubilidad, con la finalidad de encontrar un vehiculo
adecuado para la administracion en ratas.Dicha prueba se llevé a cabo a baja escala, contemplando que el
compuesto es hidrofobico se planted la utilizacion de Tween 80, DMSO, aceite de girasol, entre otros.

BIOLOGICOS

Parte biologica.

Para este estudio se contemplaron 3 ratas hembra (peso: 220+10 g; edad: 8 a 12 semanas) de la cepa Wistar.
Las ratas fueron mantenidas en cajas de prolipropileno y controladas a una temperatura de 22+2 °C en ciclos
de 12 h de luz/oscuridad y provistas de agua y comida.

Tres ratas hembra Wistar fueron empleadas para el experimento toxicologico, el cual estd basado en la Guia
numero 425 de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OECD). Se administraron 3
ratas, distribuidas al azar, la primera dosis oral fue de 175 mg/Kg del compuesto FC-122 para la primera rata,
550 mg/Kg para la segunda y 2000 mg/Kg para la tercera. Posterior a la administracion, las ratas se observaron
cada 30 min durante las primeras 24 horas y diariamente por 14 dias.

RESULTADOS

Sintesis

A partir de la glicirricina y siguiendo la metodologia propuesta en el Esquema 1 se obtuvieron 2.8 g del
compuesto FC-122 con un rendimiento global del 27%.

HQOC, PP
Hogm‘g/ Glicirricina
HO

OH

Acido 2-formil-3-oxoglicirretinico @ FC-122

HiC

Esquema 1. Reactivos y condiciones: a) HCI/H,O, reflujo, 100 °C, 18 h; b) CrO;/H,SO,, THF, 0°C, 2h; ¢) THF, NaH, formiato de
etilo, 0°C 18 h; d) clorhidrato de p-metilfenilhidrazina, EtOH, 70 °C, 4h.

Parte biologica

La administracion del compuesto FC-122 a las ratas se hizo en un volumen de 2100 pL. de una mezcla
DMSO:Tween 80:Aceite de girasol en una proporcion 3:3:4.

Se administraron 3 dosis: 384 mg (2000 mg/Kg), 116.6 mg (550 mg/Kg) y 44.97 mg (175 mg/Kg).

Observacion
Tabla 1. Observaciones post-administracion.

275



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

. . s o= BIOLOGICOS
Casa abierta al tiempo de Sistemas Biologicos
Observaciones
Dia Rata I Rata II Rata IIT
Dosis: 384 mg Dosis: 116.6 mg Dosis: 44.97 mg
1 (primeros 30 min) Aturdida Aturdida Aturdida
2-3 Somnolencia Somnolencia Somnolencia
Diarrea leve Diarrea leve
4-13 Sin anomalias Sin anomalias Sin anomalias

Comportamiento normal  Comportamiento normal  Comportamiento normal

14 Dia de eutanacia Dia de eutanacia Dia de eutanacia

Eutanacia y necropsia de ratas
Las ratas se sacrificaron mediante un agente inhalable: éter, este es un anestésico volatil, altamente flamable y
explosivo, por lo que el procedimiento se realiz6 dentro de un area ventilada y en ausencia de fuentes de
ignicion. Al observar que las ratas ya no tenian signos vitales se procedio a realizar la necropsia.

Rata: dosis 2000 mg/Kg Rata: dosis 175 mg/Kg
Dia de administracion: 16 de Agosto 2023  Dia de administracion: 22 de Agosto 2023
Dia de necropsia: 29 de agosto 2023 Dia de necropsia: 06 de agosto 2023

Observaciones:  Todos los  organos Observaciones: Todos los o6rganos presentaban anatomia y
presentaban anatomia y color normal, sin color normal, sin dafio alguno. Durante el procedimiento se
dafio alguno. dafio una arteria.

CONCLUSIONES

Se llevo a cabo el escalamiento a gramos, obteniendo ? g del compuesto FC-122 a partir de la glicirricina.
También, se pudo determinar la toxicidad oral aguda en un modelo murino en donde se observd que el
compuesto en estudio presenta una DL > 2000 mg/kg. Adicionalmente, después de realizar la necropsia de los
animales en estudio, se pudo observar que no presentaron dafio alguno en 6rganos por lo que se puede deducir
que este compuesto es seguro a las dosis evaluadas.
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Palabras clave: benzotiazoles, isotioureas, guanidinas, diabetes mellitus

INTRODUCCION:

La diabetes mellitus es un trastorno metabolico cronico que se caracteriza por niveles
elevados de glucosa en sangre, secrecion de insulina alterada y resistencia a la insulina
hepatica o periférica. Dentro de los diferentes tipos de diabetes, la de mayor prevalencia es
la diabetes tipo 2 (DT2), que se presenta en el 80% de los pacientes diagnosticados a nivel
mundial'.

Existen diferentes tratamientos farmacoldgicos para el tratamiento de la DT2, los cuales, son
conocidos como agentes antihiperglucemiantes orales, sin embargo, muchos de estos
medicamentos presentan diversos efectos adversos que pueden derivar en efectos mas
severos como acidosis lactica, hipersensibilidad cutanea e inclusive ateroesclerosis, entre
otros?. Dentro de las ultimas tendencias en la quimica medicinal destaca la hibridacion
molecular, la cual se basa en la combinacion de dos o mas farmaco6foros provenientes de
diferentes sustancias bioldgicamente activas para generar una nueva molécula con mayor
eficacia y afinidad respecto a las moléculas estandar. Asimismo, se ha reportado que diversos
compuestos que incorporan anillos heterociclicos poseen un papel importante en el disefio y
sintesis de agentes antidiabéticos; principalmente, los que contienen dtomos de nitrogeno,
azufre y oxigeno han captado gran interés de los investigadores, debido a sus innumerables
y prometedoras aplicaciones como potenciales anticancerigenos, antivirales,
anticonvulsivos, antioxidantes, antimicrobianos y antidiabéticos’.

Con base en lo anterior, nuestro grupo de investigacion se ha enfocado en disefiar y sintetizar
dos series de moléculas hibridas derivadas de 2-aminobenzotiazol con isotioureas o
guanidinas*; estos compuestos contienen grupos funcionales considerados clave para la
interaccion con blancos moleculares implicados en diabetes, como son la aldosa reductasa
(ALR2), la 11 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11 beta-HSDI1) y el receptor
activado por el proliferador de peroxisomas gamma (PPAR gamma). Por lo cual, se espera
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que tengan un potencial efecto como agentes multifuncionales y que, ademds presenten la
caracteristica de ser mas seguros, con una alta eficacia farmacolédgica y de costo asequible.

BIOLOGICOS

OBJETIVO:

General
Evaluar in silico los compuestos derivados de 2-aminobenzotiazol como agentes
antidiabéticos e in vivo su seguridad toxicologica.

MATERIALES Y METODOS:

Obtencion in silico de las propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas, toxicologicas y de
bioactividad, para realizar una serie de cribados virtuales. Determinacion de las interacciones
moleculares de los compuestos finalistas con los blancos ALR2, 11 beta-HSD1 y PPAR
gamma empleando diversas plataformas y softwares (Figura 1).

= J—
T BIO-HPC
11 B-HSDI: |1 B-Hidroxiesteroide

deshidrogenasa tipo | DIA-DB

IT B-HSDT, ALRZ y PPAR-

Seleccién final: ALR2: Aldosa reductasa

PPAR-y: Receptor activado por
proliferador de peroxisomas gamma

AG
(mds bajo)

Accesibilidad de sintesis

@y% 3b

Xn:”iz/oi__> 4y Moléculas con mayor m 4—':;:;':::;:5

potencial ko Wnaocer 3
Figura 1. Esquema general del estudio in silico.
Determinacion de la toxicidad oral aguda en ratas macho de la cepa Wistar.
Determinacion de la DLso de los compuestos 3b y 4y, empleando el método de arriba y abajo,

de acuerdo con la Guia nimero 425 de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econémicos (OECD) (Figura 2).

Si sobrevive...
->dosis creciente Bajo observaciéon
{550 mg/kg, 1750 14 dias
meglkg)

Dosis unica de 175
mg/kg de
derivados de 2-
aminobenzotiazol

Bajo
observacion
continua4 h

Punto final humanitario

Si muere...
—>dosis decreciente

Continua bajo
Rata macho de la cepa Wistar observacién 48 h
200 g +/- 20g
n=3
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Figura 2. Esquema general del estudio de toxicidad.
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Se determinaron diversas propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas, toxicologicas y de
bioactividad de las 215 moléculas propuestas, con la finalidad de realizar una serie de
cribados virtuales, obteniéndose 14 moléculas candidatas. A éstas, se les realizo
acoplamiento molecular (docking) (Figura 3-5), con previa validacion del método mediante
el uso de ligandos de referencia. Posteriormente, se realizo el analisis comparativo de los
valores de la energia libre de unién de estas tltimas ALR2, 11 beta-HSD1 y PPAR gamma.

Los resultados se muestran a continuacion en la tabla 1.

Tabla 1. Propiedades de los compuestos seleccionados en el cribado virtual final y el farmaco
de referencia.

Similitud de farmacos | Toxicidad (TOX prediction) | Farmacocinética Quimica medicinal AG (kcal/mol)
Compuesto
Lipinski TPSA | Toxicidad* DLso Gl | BHE | P-gp | Accesibilidad de sintesis | 11BHSD1 | ALR2 | PPARy
3b V 37.28 X 1000mg/kg | A | X X 2.83 -7.6 -8.6 -7.5
4y \ 49.31 X 1190 mgkg | A | X X 3.36 -8.2 -9.4 -8.0
Pioglitazona \ 68.3 X 1190mg/kg | A | X X 3.46 -9.6 -9.5 -9.5
Zopolrestat \“‘ 85.09 X 1190mg/kg | A | X X 3.20 -8.8 -10.7 | -10.1
Metformina \“‘ 88.99 X3 MEV 1300mg/kg | A | X X 3.1 -4.7 -6.4 -5.7
cys
A 5 B [ Hm
o TRP
581 ) A:311 A20
/ ot A0
K\ cYs
\ ABD 858 {
/ . Il
ss0 237 A:309
5 T 8% 08 —\ A5
- E‘AELEU 4.86
A300  puE VAL
A2 : A% &t
TRp. PHE
AR atll Al ™
A
Interactions
["] Fi-Donor Hydrogen Bond [ Ayl Interactions
D Pi-Sulfur D Pi-Alkyl [ van der waals B e stacked
[ i-Pi Stacked % :::;:: frerogen Bend % :Tw

Figura 3. Interacciones moleculares entre 3b (A) y 4y (B) con ALR2.
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Figura 4. Interacciones moleculares entre 3b (A) y 4y (B) con 11 beta-HSD1.
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Figura 5. Interacciones moleculares entre 3b (A) y 4y (B) con PPAR gamma.

Determinacion de la toxicidad oral aguda en ratas macho de la cepa Wistar.

Tabla 2. Datos obtenidos de las pruebas de toxicidad de los compuestos 3b y 4y.

3b

Dosis (mg/kg) | % de mortalidad | DLs, (mg/Kg) | Categoria

175 0
550 0 >1750mg/Kg | Clase IV
1750 0
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4y
Dosis (mg/kg) | % de mortalidad | DLso (mg/Kg) | Categoria
175 0
550 0 >1750mg/Kg | Clase IV
1750 0
| DL., 3b y 4y >1750 mg/kg |

CONCLUSIONES:

El estudio in silico mostr6 que :

e Los nuevos derivados de 2-aminobenzotiazol propuestos poseen caracteristicas
favorables que permiten obtener un compuesto activo con biodisponibilidad y perfil
de toxicidad adecuados, ademas, presentan alta afinidad por blancos moleculares
implicados en la diabetes tipo 2; ALR2, 11 beta-HSD1 y PPAR gamma.

La evaluacion in vivo mostrd que:

e Ambos derivados de 2-aminobenzotiazol poseen una DLso >1750 mg/kg, los dos
compuestos seleccionados se clasifican como sustancia moderadamente peligrosa
(clase IV) de acuerdo con el Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion
y Etiquetado de Productos Quimicos de la ONU.

Estos resultados in vivo e in silico nos dan la pauta a continuar investigando los compuestos
propuestos, ya que los datos obtenidos indican que son moléculas con un alto potencial como
tratamiento alternativo para esta enfermedad que representa un problema de salud mundial.
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INTRODUCCION

La diabetes es un problema de gran preocupacién a nivel nacional ya que aproximadamente
el 10.7% de la poblacion mayor de 20 afios fue diagnosticada con diabetes en el 2018 lo que
la convierte en la enfermedad con mayor prevalencia en México. Desafortunadamente, se
prevé que el niimero de casos se duplique para el afio 2045.! Adicionalmente, la diabetes es
una de las enfermedades causante del mayor nimero de defunciones en nuestro pais (14%
del total). La tasa de mortalidad en el 2020 fue de 11.95 por cada 10 mil habitantes.? De todos
los tipos de diabetes, el tipo dos (DM2) es la mis comin con un 80-90% de casos.’> Es
importante mencionar que esta enfermedad es también la primera causa de todas las
amputaciones de miembros inferiores, asi como un factor importante de causa de ceguera,
insuficiencia renal, infarto de miocardio y accidente cerebrovascular.? También, los pacientes
diabéticos infectados con SARS-CoV-2 tienen una tasa mas alta de admision hospitalaria,
neumonia severa y mayor mortalidad en comparacion con sujetos no diabéticos.*

La enzima Proteina Fosfatasa 1B (PTP1B por sus siglas en inglés) esta involucrada en la
regulacion negativa de la insulina y leptina (ambas relacionadas a la diabetes y obesidad,
respectivamente). Se ha demostrado que la inhibicion de esta diana farmacologica disminuye
significativamente los niveles de glucosa y triglicéridos en sangre.® Hasta el momento, no
existen fairmacos en el mercado que actien sobre PTP1B por lo que es necesario generar
nuevas entidades quimicas que sean capaces de inhibirla. En este sentido se sabe que el 4cido
litocolico (AL), es un acido biliar que inhibe débilmente a la PTP1B. Hasta la fecha, no se
tiene suficiente evidencia sobre los requerimientos estructurales necesarios del AL para
inhibir a la PTP1B. Solo algunos reportes sugieren que grupos voluminosos unidos al anillo
A del AL incrementan su potencia.’”® En nuestro grupo de trabajo, se han identificado dichas
modificaciones necesarias mediante métodos de quimica computacional, especificamente
acoplamiento molecular. Estas modificaciones incluyen la incorporacion de heterociclos
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alifaticos en la posicion 3 del AL tales como la pirrolidina, piperidina, morfolina y
tiomorfolina. En este trabajo se presenta la sintesis de dichos compuestos a partir del AL.

BIOLOGICOS

OBJETIVO

Sintetizar derivados del acido litocolico con diferentes heterociclos alifaticos en C3 como
inhibidores potenciales de la PTP1B.

MATERIALES Y METODOS

La sintesis de los compuestos propuestos (5a-d) se ilustra en el Esquema 1. Estos derivados
se prepararon a partir del acido litocolico, el cual se esterifico para obtener el intermediario
2. Este posteriormente se oxid6 a la cetona correspondiente para obtener el intermediario 3,
el cual, se hizo reaccionar en condiciones de la epoxidacion de Corey-Chaykovsky para
obtener el compuesto 4. Este, se hizo reaccionar con los diferentes azahetericiclos alifaticos
(pirrolidina, piperidina, morfolina y tiomorfolina). Posteriormente el éster en posicion 24 fue
hidrolizado en condiciones alcalinas y finalmente se gener6 el clorhidrato para cada
compuesto por medio de su tratamiento con 4cido clorhidrico.

COOH COOMe COOMe

a C

R — — e
97% 93% 86%
HO™ HOY o 3
H H
Acido litocélico (AL) 2 8

CN,, 5a: 32%
COOMe COOH @\l@ 5b: 31%

4P =
H ((HN’ 5¢: 57%
H H - Eq. 420
s é/HN® 5d: 43%

(CH

SOCI PDC/DCM, t.a. 24h;
Esquema 1. Reactivos ycondiciones: a) 2/MeOH, 0°C, 1.5 h; b) c)

THF, NaH, DMSO; d) 1RoNH/EtOH, 60°C; 2. KOH/MeOH, 60°C, 2h; 3. HCI conc/DCM.

.-
3)S0O I,

RESULTADOS

Los resultados en cuanto al rendimiento para cada reaccion se ilustran en el Esquema 1. Los
compuestos fueron obtenidos en 4 pasos de reaccion con rendimientos globales que oscilan
entre el 24% y 44%. Todos los intermediarios y productos finales fueron caracterizados por
RMN 'H y RMN !3C. Las sefiales més caracteristicas se ilustran en la Figura 1.
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Figura 1. Espectro de RMN 'H del compuesto S¢ con sus sefiales mas caracteristicas
CONCLUSIONES

Se sintetizaron 4 derivados del 4cido litocolico con diferentes heterociclos alifaticos unidos
a la posicion C3. Estos compuestos se sintetizaron a partir del 4cido litocolico en 4 pasos de
reaccion con rendimientos globales de entre el 24 y 44%. En un futuro cercano estos
compuestos seran evaluados como inhibidores de la enzima PTP1B.
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INTRODUCCION: El céancer es una enfermedad causada por la alteracion de proto-
oncogenes y genes supresores tumorales, que posee una gran prevalencia en la poblacion y
es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Para su tratamiento, existen
diferentes opciones de terapia, pero estos no siempre son efectivos para todos los tipos de
cancer existentes, lo que da pie a la busqueda de nuevos compuestos.

El receptor o1 es uno de los muchos factores involucrados con el cancer, ya que se encuentra
modulando procesos de proliferacion celular y angiogénesis. Su manipulacion puede
producir acciones citoprotectoras o citotoxicas dependiendo del ligando con el que se acople.
Los agonistas del receptor 61 promueven la supervivencia celular al favorecer la disociacion
del complejo que forma dicho receptor con BiP, lo que permite la disminucion de la cantidad
de proteinas mal plegadas en el RE, causadas por el estrés oxidativo (Narayanan et al., 2011;
Opyer et al., 2019). Por el contrario, los antagonistas del receptor o1 impiden la disociacién
del complejo, esto conlleva a una acumulacién de proteinas mal plegadas y a la activacion
del mecanismo de respuesta a las mismas (UPR) por parte del RE, finalizando en la muerte
celular (Schonthal, 2012). Por otro lado, varios tipos de células normales presentan el
receptor o1, sin embargo, sus antagonistas s6lo pueden inducir la muerte celular en el tejido
canceroso (Spruce et al., 2004; van Waarde et al., 2015). Estas caracteristicas, permiten que
el receptor o1 se convierta en un posible blanco terapéutico.

OBJETIVO (S): Disenar, sintetizar y caracterizar los efectos in vitro inducidos por N-(2-
morfolinoetil)-2-(naftalen-2-iloxi)acetamida como antagonista del receptor o1 sobre la tasa
de crecimiento de la poblacion de células cancerosas de tipo HeLa.

MATERIALES Y METODOS: La sintesis de la naftoxiacetamida se realizo siguiendo la
metodologia descrita por Babad & Ben-Ishai, posteriormente se caracterizo el compuesto con
ayuda de espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y '*C realizados en un equipo
Agilent modelo DD2 de 600 MHz, usando CDCIl3; como disolvente y TMS como referencia
al0.

En el estudio de acoplamiento molecular se utilizo6 la estructura del receptor ¢ (ID de PDB:
1n45) obtenido de la base de datos Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb), asi como,
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una serie de programas computacionales especializados: Chimera 1.13, AutoDock 4.2,
AutoDock VINA, GOLD 2020.3.0, PyMOL 2.4 y Discovery Studio 19.1.

BIOLOGICOS

Para la prueba biologica se utiliz6é una linea celular derivada de cancer tipo HelLa (cancer
cérvico-uterino) referenciada de la American Type Culture Collection (ATCC), la cual se
cultivo en medio Eagle modificado por Dulbeco (DMEM) suplementado con 10% de suero
fetal de bovino (SFB) y antibioticos (100 unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina), a temperatura de incubacion de 37 °C y 5% COa. La caracterizacion del
efecto se realiz6 mediante un ensayo basado en la reduccion metabolica del Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-1lo0)-2,5-difenilretrazol (MTT) en un compuesto de color azul
(formazan), permitiendo determinar la viabilidad de las células tratadas. Los cultivos
celulares fueron sembrados a una densidad de 5,000 células/pozo en placas de 96 pozos y
tratados por hexaplicado con diferentes concentraciones del compuesto a probar (0.31-1
uM/mL) por 24 h. Las células sin tratamiento sirvieron como control negativo y como control
positivo se utilizd Cisplatino (3.32 uM/mL); ademas de un control con DMSO al 1% para
ver la influencia provocada por el disolvente utilizado en la disolucion del compuesto. Al
final del experimento se adicionaron 10 uL de una solucion de MTT (0.5 mg/mL) y la placa
se incubo a 37°C por 4 horas. Posteriormente el medio se removid y se adicionaron 100 pL
de DMSO para disolver los cristales de formazan. Las microplacas se leyeron en un lector de
ELISA a 575 nm (Mosmann, 1983).

RESULTADOS: De acuerdo con los resultados obtenidos con el programa VINA para el
acoplamiento molecular, la naftoxiacetamida presenta una energia de union AG=-10.1
kcal/mol, ademas, presenta interacciones tipo puente de hidrogeno entre el par electronico de
la amida del ligando y el residuo Glul72. También se observan interacciones n-m entre el
naftaleno y Tyr103, asi como m-alquilo con Leu95, Leul82 y Alal85. El mismo tipo de
interaccion se observa entre la morfolina y los residuos Ile124 e His154 (Figura 1). Ademas,
el programa GOLD indicdé que existen interacciones hidrofobicas con Tyr120, Serll7,
Thr181 y Tyr206.
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Figura 1. a) Estructura de la cadena C del receptor c; humano formando un complejo con el ligando. b) Primer plano del
sitio de union del ligando con varias cadenas laterales de aminodcidos y el ligando. c) Vista en 3D de las interacciones entre
el ligando y los residuos del sitio de union. d) Vista en 2D de las interacciones entre el ligando y los residuos del sitio de
union.

En la tabla 1 se muestran los resultados de la sintesis de N-(2-morfolinoetil)-2-(naftalen-2-
iloxi)acetamida.

Tabla 1. Datos fisicoquimicos de N-(2-morfolinoetil)-2-(naftalen-2-iloxi)acetamida.

Peso Molecular ‘ Descripcion | Punto de fusidn | Rendimiento
314.39g/mol |  Cristalescafés |  93-96°C | 89.11%

En la grafica 1, se puede observar la actividad citotoxica presente en el compuesto a una
concentracion de 1 uM/mL, que equivale al 42.97% de inhibicion.
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Grdfica 1. El efecto citotdxico a las 24 h representado en % de inhibicion del compuesto a concentraciones de 1, 0.56 y 0.31
uM/mL, usando como fdrmaco de referencia Cisplatino 3.32 uM/mL en el ensayo de MTT. Los datos se muestran como la
Media * Error Estandar de n=6. ANOVA, prueba post hoc de Dunnet, **** p<0.0001 vs Control.

CONCLUSIONES: Se logré sintetizar el compuesto N-(2-morfolinoetil)-2-(naftalen-2-
iloxi)acetamida y este evidencid efectos citotoxicos.
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Palabras clave: Porfirina, MOF, acido acetilsalicilico, liberacion controlada, fenoxiporfirinas.

INTRODUCCION: Las MOFs son materiales hibridos porosos emergentes que, por su
cristalinidad, porosidad permanente, estabilidad quimica, térmica y mecénica, y su capacidad
de almacenar multiples sustancias, han despertado gran interés en aplicaciones
biofarmacéuticas'. Existen multiples reportes de MOFs utilizadas como matrices de
almacenamiento y liberacion de farmacos debido a que tienen areas superficiales nunca
descritas y una estabilidad y selectividad superior a formas farmacéuticas convencionales.
Esto abre la posibilidad de generar materiales capaces de superar las dosis de farmaco
alcanzadas por formas farmacéuticas comerciales y de disminuir efectos adversos debido a
la selectividad alcanzada. Por su parte las porfirinas al ser ligandos endogenos abren la
posibilidad de generar materiales multifuncionales, ya que se ha descrito que estos
macrociclos han sido utilizados en terapias para combatir el cancer, infecciones bacterianas,
etc.

OBJETIVO (S): Sintetizar MOFs basadas en porfirinas hidroxiladas como ligandos y
metales biocompatibles como Zn, Cu, Co, Al, Mg, etc.

MATERIALES Y METODOS: Las porfirinas se sintetizaron mediante el método Adler?.
Asi mismo, las MOFs se sintetizaron por metodologias solvotermales. En ambos casos,
porfirinas y MOFs, se caracterizaron por FTIR, UV-vis, RMN, TGA y DRXP.

RESULTADOS: Se obtuvo la 5, 10, 15, 20-tetrakis(4-hidroxifenil)porfirina en un
rendimiento del 23%. Se obtuvo un material con el compuesto de coordinacion de cobalto de
la porfirina y se reticulo con aluminio para obtener un material cristalino y térmicamente
estable, el analisis termogravimétrico, mostr6 que al calentarlo hasta 900 °C se conservo el
77% del peso inicial

CONCLUSIONES: Se obtuvo y caracterizo6 el ligando para la construccion de la MOF, la
porfirina TpOHPP, se obtuvo en un buen rendimiento, el complejo de coordinacion
TpOHPP(Co) se logrd preparar con un rendimiento del 86.2%. Se obtuvo la MOF como un
material cristalino denominado AITpOPP(Co) en un rendimiento del 78.9%. El material
cristalino AITpOPP(Co) mostr¢ alta estabilidad térmica y persistencia estructural.
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FORMACION DE SISTEMAS SUPRAMOLECULARES HESPERIDINA-

CICLODEXTRINA UTILIZANDO CO2 SUPERCRITICO.
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Palabras clave: acarreadores de farmacos, ciclodextrinas, fluidos supercriticos.

INTRODUCCION: Se ha reportado que a partir de la pandemia de Covid-19, la prevalencia
a nivel nacional de los trastornos de ansiedad (TA) se ha incrementado entre el 20.8 y 40 %,
por lo que atender este padecimiento debe ser una prioridad sanitaria, econémica y social.!
La hesperidina un flavonoide presente en citricos, se presenta como una buena alternativa
para el tratamiento de los TA. Sin embargo, debido a su baja solubilidad acuosa, la
hesperidina presenta una baja biodisponibilidad. En este sentido el uso de acarreadores
moleculares puede ser una alternativa para superar estas dificultades.’

Las ciclodextrinas son una clase de oligosacaridos ciclicos de glucosa. Estas son utilizadas
como acarreadores por la industria farmacéutica, para incrementar la solubilidad acuosa de
farmacos, generando asi una mejora en la biodisponibilidad. Esto se puede lograr gracias a
la propiedad que tienen las ciclodextrinas para formar sistemas conocidos como complejos
de inclusion.?

El uso de fluidos supercriticos se ha presentado como una estrategia en quimica verde, y se
ha reportado que puede ser utilizada para la formacioén de complejos de inclusion, con una
disminucion en los tiempos de reaccion y una mayor carga de fArmaco.*

Por lo mencionado anteriormente, en el presente trabajo de investigacion se utilizara CO»
supercritico para la formacion de complejos de inclusion entre la B-ciclodextrina y
hesperidina. La cantidad de cada flavonoide contenido en los complejos de inclusion serd
determinada mediante la interpolacion de las absorbancias obtenidas en ¢ de curvas de
calibracion construidas a partir de UV-Vis.

OBJETIVO (S): Incrementar la solubilidad acuosa de la hesperidina mediante la formacion
de complejos de inclusion con B-ciclodextrina utilizando CO; supercritico.

MATERIALES Y METODOS: Formacion de complejos de inclusion con hesperidina
mediante uso de fluidos supercriticos. Colocar en el reactor de CO> supercritico cantidades
equimolares de hesperidina y PB-ciclodextrina, inyectar 30 mL de CO: supercritico en
condiciones de temperatura y presion controladas. Pasado el tiempo de reaccion suspender
el solido en agua destilada, liofilizar y caracterizar mediante RMN 'H, FT-IR y cuantificar
por UV-Vis como se describe a continuacion.
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Ensayo de solubilidad para el complejo de inclusion. En un tubo cénico de 2 mL colocar 5
mg de complejo de inclusiéon y 1 mL de agua destilada. Dejar en agitacion a temperatura
ambiente durante 24 h. centrifugar y tomar una alicuota de 500 puL del sobrenadante, aforar
a 5 mL con agua y leer en el UV-Vis.

Elaboracion de curvas de calibracion de Hesperidina. A partir de una disolucion Stock de
Img/mL en MeOH, realizar 7 diluciones para obtener las concentraciones adecuadas con
absorbancias a 280 nm en un rango de 0.1 a 1 u.a. Interpolar las absorbancias obtenidas en el
ensayo de solubilidad para determinar la concentracion de hesperidina.

RESULTADOS:

Se muestra el espectro de RMN 'H para el complejo de inclusién y su comparaciéon con
hesperidina. Mediante esta técnica se puede corroborar la formacion del complejo de
inclusion mediante el desplazamiento de algunas sefiales que corresponden a la hesperidina,
lo cual indica la interaccion de ésta con la B-ciclodextrina.
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Fig.1. RMN 'H en DMSO-ds/D,0 1/1. de la hesperidina libre. Arriba se muestra el espectro
de hesperidina en el complejo de inclusion con B-ciclodextrina.

A continuacion, se muestran los espectros UV-Vis obtenidos a partir del ensayo de
solubilidad del complejo de inclusion (CI) y de hesperidina como control. Se puede observar
absorbancia mas alta para el CI, lo cual indica el incremento en la solubilidad.
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Fig.2 Espectros UV-Vis de hesperidina (HES) y del complejo de inclusion (CI) en agua
desionizada.

Finalmente se muestra la curva de calibracion que se elabor6 para la cuantificacion de
hesperidina en la prueba de solubilidad.

Curva de Calibracion de hesperidina
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Fig.3 Curva de calibracion de hesperidina.

CONCLUSIONES: Se logr6é generar un incremento en la solubilidad de hesperidina
mediante la formacion de complejos de inclusion con B-ciclodextrina, utilizando CO>
supercritico a una temperatura de 55°C y una presion de 220 Bar. La metodologia aqui
mostrada podria servir como punto de partida para la formacién de complejos de inclusion
con otros farmacos con problemas de solubilidad.
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Palabras clave: Acoplamiento molecular, Cribado virtual, Helicobacter pylori, Ureasa.

INTRODUCCION

Helicobacter pylories una bacteria que infecta las mucosas intestinales provocando
patologias graves como Ulceras gastricas y duodenales, linfoma de tejido asociado a mucosas
y adenocarcinoma gastrico. Por ello, esta infeccion se cataloga como un problema de salud
publica a nivel mundial.!

La ureasa es una enzima asociada a los factores de virulencia de H. pylori en el metabolismo
bacteriano y la colonizacién dentro de la mucosa gastrica, siendo la proteina mas expresada
por esta bacteria. La funcion de la ureasa es catalizar el proceso de hidrélisis de la urea a
amoniaco y dcido carbonico. H. pylori puede sobrevivir al acido gastrico mediante la
utilizacion de ureasa para producir grandes cantidades de amoniaco y aumentar el pH.? El
tratamiento disponible contra la infeccion de H. pylori incluye el uso de antibioticos.! Los
farmacos utilizados para bacterias productoras de ureasa incluyen complejo de bismuto,
fosforamidatos, derivados de imidazol y acidos hidroxdmicos.? Sin embargo, la resistencia y
los efectos secundarios es un factor limitante, debido a esto, se requiere el disefio de nuevas
moléculas bioactivas.

En nuestro grupo de investigacion se cuenta con una quimioteca de compuestos (N-015),
donde algunos compuestos tienen actividad antimicrobiana, antiprotozoaria 'y
anticancerigena, por lo que se llevd a cabo un estudio in silico de cribado virtual por
acoplamiento molecular empleando dos softwares diferentes. A partir de los resultados
obtenidos, se disefiaron nuevas moléculas como potenciales inhibidores de la ureasa de H.

pylori.
OBJETIVOS

Identificar compuestos de la base de datos N-015 por acoplamiento molecular como
potenciales inhibidores de ureasa y disefar derivados con mejor afinidad in silico.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de este trabajo se utilizo la base de datos N-015 con 208 moléculas y el
complejo acido acetohidroxamico-ureasa (4UBP) obtenida de Protein Data Bank. La
minimizacion de la proteina fue realizada en YASARA Energy Minimization server y para los
ligandos se utilizo el software Avogadro. El acoplamiento molecular se realizo utilizando
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dos softwares, Autodock Vina y Gold, sobre el sitio de union del ligando cristalizado. Los
métodos fueron validados por reacoplamiento del ligando cristalizado y el calculo de RMSD
a 25 ciclos para cada programa. La visualizacion y analisis de los resultados se llevo a cabo
en Pymol y Discovery Studio Visualizer.

Se seleccionaron las ocho moléculas con los mejores valores de afinidad obtenidos en ambos
programas y con mayor numero de interacciones entre la enzima y el ligando estudiado. A
partir de las estructuras encontradas por cribado virtual, se disefiaron cincuenta moléculas
por combinacidn de caracteristicas estructurales y reemplazo bioisostérico. Posteriormente,
estas estructuras fueron evaluadas por acoplamiento molecular y se seleccionaron las
moléculas con los mejores valores de afinidad.

BIOLOGICOS

RESULTADOS
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Figura 1. Compuestos seleccionados por cribado virtual y disefiados por combinacién de subestructuras.

En la Figura 1 se muestran las estructuras de los ocho compuestos seleccionados por cribado
virtual, donde se puede observar que los nucleos predominantes son el indazol y el pirazol.
Este resultado es interesante puesto que se han reportado derivados de indazol con actividad
sobre varias cepas bacterianas grampositivas y gramnegativas.’ Por otro lado, los compuestos
con el nucleo pirazol como el celecoxib desempenan un papel importante en el tratamiento
contra H. pylori pues mejora las lesiones precancerosas gastricas al inhibir la actividad de la
COX-2.4

Dado los resultados obtenidos y lo descrito en la literatura, se disefiaron 50 nuevas moléculas,
de las cuales se muestran algunas en la Figura 1. Los nucleos de indazol y bencimidazol
resultaron interesantes ya que se obtuvieron compuestos con alta afinidad in silico. Ademas,
se ha reportado que algunos derivados de bencimidazol tienen actividad inhibitoria contra la
ureasa.’
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En las Tablas 1 y 2 se describen los valores de afinidad para las moléculas seleccionadas por
cribado virtual de la quimioteca, asi como las moléculas disefiadas con los mejores valores
de afinidad. Como se puede observar, todos los compuestos superan el valor calculado para
el compuesto de referencia acido acetohidroxdmico (AHA), lo que sugiere que estos
compuestos podrian ser buenos candidatos para estudios in vitro contra ureasa.

BIOLOGICOS

De manera particular, los compuestos propuestos también obtuvieron valores de afinidad
superiores a los observados para AHA y muy similares a los compuestos seleccionados por
cribado. Sin embargo, se esperaba que estos compuestos obtuvieran valores mas altos que
los obtenidos de la quimioteca, ya que algunos de estos son compuestos hibridos de aquellos
con mejores valores de afinidad. Ademas, en algunos casos se agregd un sustituyente
derivado del 4cido acetohidroxdmico, aprovechando que este es un bioisostero del acido
carboxilico sin mejoras importantes. No obstante, los resultados son bastantes alentadores y
podrian ser posibles candidatos para pruebas in vitro contra ureasa de H. Pylori.

Tabla 1. Resultados obtenidos para los mejores V5194 \ -8.4 85.46
compuestos de la quimioteca N-015 | .
COMPUESTO VINA (AG) SCORE GoLb Tabla 2. Resultados de acoplamiento molecular
para los mejores compuestos disenados
AHA -4.6 36.56 COMPUESTO VINA (AG) SCORE GOLD
(RMSD = (RMSD = AHA -4.6 36.56
0.555) 0.841) 1 86 68 86
V5040 8.5 64.92 3 92 6607
V5043 9.0 86.43 3 22 9.9
V5081 -8.4 68.21 4 8.4 70.49
V5098 -8.4 72.87 5 8.4 79.67
V5178 -8.3 69.57 c ) 0.03
V5185 -8.4 69.13 - 8.7 6787
V5188 -8.2 67.84 8 %3 68.00
CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré realizar un cribado virtual de la base de datos del laboratorio
N-015 contra la enzima ureasa y a partir de los compuestos seleccionados se disefié una serie
de nuevos compuestos novedosos como potenciales inhibidores. Los compuestos propuestos
obtuvieron valores de afinidad superiores al compuesto de referencia y estos resultados nos
alientan a ampliar los estudios de estas moléculas como posibles inhibidores contra ureasa
de H. pylori.
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INTRODUCCION

La senescencia celular (SC) es un estado de detencion irreversible del ciclo celular en
respuesta a diversos agentes estresores que ocasiona numerosas alteraciones a nivel
morfolégico y molecular. Entre las principales alteraciones se encuentran el desarrollo de
multiples vias de supervivencia y resistencia a la muerte celular (SCAPs) y la secrecion de
moléculas proinflamatorias, factores de crecimiento y metaloproteinasas que componen el
fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP) [1]. Las células senescentes (CS) se
acumulan en los 6rganos y tejidos y han sido relacionadas con la aparicion y progresion de
diversas enfermedades cronico-degenerativas asociadas con el envejecimiento e incluso con
el cancer [2, 3].

La senoterapia es un enfoque farmacoldgico emergente que combate la acumulacion de CS
utilizando moléculas de origen sintético y natural con actividad antioxidante, antinflamatoria
y antineoplasica llamadas senoliticos y senomorficos [4]. Los senoliticos son moléculas
capaces de inducir muerte celular de manera selectiva a las CS mediante la inhibicion de
diversos SCAPS. Los senomorficos son moléculas que modulan o inhiben la produccion de
componentes del SASP sin inducir muerte celular ademas de reducir la expresion de
marcadores de senescencia como pl6, p21 o células positivas a la actividad B-galactosidasa
(SA-B-gal). A pesar de ser un campo bastante nuevo ya se estan realizando ensayos clinicos
con agentes senoterapéuticos [5]. Sin embargo, una cuestion sin resolver es como diferenciar
un senolitico de un senomorfico, ya que compuestos naturales como el flavonoide fisetina,
el alcaloide piperonglumina y el antibidtico roxitromicina tienen ambos efectos in-vitro.
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OBJETIVO

BIOLOGICOS

Explorar las propiedades que definen si una molécula exhibird actividad senolitica,
senomorfica o ambas.

MATERIALES Y METODOS
Senomorphics Dual activity Senolytics
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\ SASP | @
~— ¢ modulation % ‘,
S
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f'/iL.;E-
N @) Senescent cell death
®

@
L 4

Transcriptomic

Chemical 8
space perturbations

RESULTADOS

En este trabajo realizamos una exploracion guiada por herramientas quimioinformaticas y de
farmacologia de sistemas para determinar cuales son las propiedades estructurales,
fisicoquimicas, farmacologicas y transcriptomicas que definen si una molécula exhibira
actividad senolitica, senomorfica o ambas. Un ejemplo se muestra en la Figura 1, donde se
comparan algunos descriptores moleculares entre senoliticos y senomorficos. Por otra parte,
se muestra en la Figura 2 un mapa de calor y clustering jerarquico de la similitud quimica
entre ambos grupos de senoliticos y senomorficos. En estos ejemplos se destaca la amplia
similitud quimica entre ambos grupos, este es un resultado interesante ya que los términos
seoliticos y senomorficos corresponden mas a un efecto bioldgico concreto que a una
clasificacion quimica. Las similitudes fisicoquimicas y estructurales se ven reflejadas en las
propiedades farmacoldgicas y la similitud de la respuesta celular medida mediante
perturbaciones del transcriptoma, sin embargo, empleando farmacologia de sistemas
podemos identificar las vias de sefializacion y blancos farmacologicos preferenciales para
cada efecto (induccioén de muerte selectiva o modulacion del SASP). También hemos podido
identificar estructuras quimicas (nucleos base) privilegiadas con la actividad senoterapéutica
deseada, abriendo de esta manera el camino para el disefio racional y la sintesis de nuevos
agentes senoterapéuticos con la actividad deseada, por otra parte, logramos identificar la
duracién de la terapia como caracteristica importante para lograr el efecto farmacoldgico
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deseado, tratamientos cortos generan efecto senolitico mientras que los de mayor duracion
efecto senomorfico.

BIOLOGICOS

Six common molecular descriptors
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Figura 1. Graficos de violin y analisis estadistico de seis descriptores moleculares de importancia farmacéutica como peso
molecular (MW), numero de enlaces rotables (RBs), aceptores de enlaces de hidrogeno (HBAs), donadores de enlaces de

hidrogeno (HBDs), area de superficie polar topologica (TPSA) y el coeficiente de reparto octanol / agua (logP).

Chemical similarity

— -

— Scnolytics

s Senomorphics

Similarity

10
I“

Figura 2. Mapa de calor y clustering jerarquico de la similitud quimica de senoliticos y senomorficos medida con el
fingerprint 2D MACCS 166 y el coeficiente de Tanimoto. La intrasimilitud media para senoliticos es de 0.430 mientras que

para senomorficos 0.472, la intersimilitud media de senoliticos y senomorficos es de 0.429.
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BIOLOGICOS

CONCLUSIONES

El horizonte entre actividad senolitica y senomorfica es difuso debido a que ambos tipos de moléculas
comparten grandes similitudes en sus propiedades fisicoquimicas, estructurales y farmacoldgicas que
se ven reflejadas en la respuesta celular medida mediate perturbaciones transcriptomicas. Es
importante tener en cuenta estas similitudes al buscar o disefiar nuevos agentes senoterapéuticos
empleando métodos como busqueda por similitud estructural, similitud de blancos farmacologicos y
cribado virtual basado en estructura sobre todo teniendo como blanco SCAPs pues es muy probable
que la sola inhibicidon farmacoldgica de una de estas proteinas no sea suficiente para inducir muerte

celular a las CS.
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BIOLOGICOS

Palabras clave: cribado virtual, quimioteca, quimioinformatica.

INTRODUCCION

El desarrollo de técnicas computacionales ha contribuido decisivamente al anélisis y filtrado
eficiente de colecciones de compuestos (quimiotecas) para seleccionar moléculas para
evaluacion experimental, asi como a la generacion de hipétesis para ayudar a entender el
mecanismo de accion de farmacos y al disefio de nuevas estructuras quimicas.'?

Particularmente, el cribado virtual de quimiotecas permite analizar el potencial
farmacoldgico de compuestos disefiados para distintas aplicaciones e identificar nuevos hits,
a través del acoplamiento molecular.>* Actualmente, existen una gran cantidad de
quimiotecas publicas y privadas que pueden o no incluir reportes de actividad biol6gica y
son usadas para la blsqueda de nuevos farmacos.® No obstante, los compuestos en dichas
colecciones no siempre estan disponibles o son de acceso limitado.

En nuestro laboratorio se ha construido a la fecha una quimioteca (N015 v6) con mas de 250
compuestos de estructuras diversas, la cual se ha empleado para la busqueda de inhibidores
de blancos terapéuticos de interés como tubulina, COX-2, PARP1, ureasa, GABAAa, entre
otros, teniendo resultados prometedores en la identificacion de candidatos a ensayos in vitro
y para el disefio de nuevos derivados. El presente trabajo busca describir la quimioteca NO15
y su aplicacion en la busqueda de potenciales inhibidores de PARP1, blanco asociado con
cancer de mama.

OBJETIVO Describir la aplicacion de la quimioteca NO15 en la busqueda de inhibidores de
PARP1 empleando cribado virtual por acoplamiento molecular.

MATERIALES Y METODOS

Diversidad estructural: Para el desarrollo de este trabajo se utilizd la quimioteca N015 v5
con 208 moléculas, las cuales fueron analizadas en el programa DataWarrior para la
generacion de quimiotipos, andlisis de diversidad estructural y determinacion de siete
descriptores de interés farmacéutico.

Cribado virtual por acoplamiento molecular: Se utiliz6 el complejo PARP-olaparib (PDB:
7KK4) recuperado de ProteinDataBank. La proteina fue minimizada y preparada en Chimera
usando el campo de fuerza AMBERTff14SB y los ligandos fueron construidos y optimizados
a partir de los codigos SMILES en los programas ChemSketch y Avogadro. El acoplamiento
molecular se realizo utilizando tres programas Autodock Vina, Autodock 4.2 y Gold sobre
el sitio de union del ligando cristalizado (olaparib). Los meétodos fueron validados por
reacoplamiento del ligando cristalizado y el célculo de RMSD para cada programa. La
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visualizacion y andlisis de los resultados e interacciones ligando-receptor en 2D se llevaron
a cabo en Pymol, Discovery Studio y AutoDock Tools.
Disefio de nuevos inhibidores: A partir de las moléculas encontradas por cribado virtual y la
estructura del ligando olaparib se disefiaron nuevos derivados por combinacion de grupos
funcionales. Los compuestos propuestos fueron evaluados in silico sobre PARP1 usando
AutoDock Vina.

RESULTADOS

Se generaron los quimiotipos para los compuestos de la quimioteca NO15, encontrando 63
quimiotipos, de los cuales tres de ellos contienen el nucleo indazol (Q001-Q003) y
representan al 47.07% de la quimioteca, Figura 1. No obstante, es importante mencionar que
resto de la quimioteca incluye nucleos como triterpenos, pirazoles, chalconas, quinolonas,
entre otros. Adicionalmente, con los descriptores calculados se realizé una representacion del
espacio quimico y se compard contra farmacos aprobados (Figura 2), encontrando que la
quimioteca ocupa una region limitada en comparacion a los farmacos aprobados, lo cual nos
insta a incrementar la diversidad de la quimioteca para ampliar su potencial y las
probabilidades de éxito en la busqueda de compuestos bioactivos.

@)
-0 0o-0 O O

Q001 (23.08%) Q002 (19.23%) Q003 (4.81%) Q004 (4.81%)
Figura 1. Quimiotipos mas frecuentes en la quimioteca NO15.

BIOLOGICOS

® NO15 2 Farmacos

Figura 2. Representacion del espacio quimico. (A) Quimioteca N0O15; (B) Farmacos; (C) Representacion conjunta.

Con la finalidad de evaluar la utilidad de la quimioteca N015, se realiz6 un cribado virtual
sobre la enzima PARP1 empleando los tres programas. Los tres métodos fueron validados
con RMSD < 2.0 A. Se identificaron los modos de unién con mejores valores de afinidad
sobre el sitio de unién para cada molécula en los tres programas. Posteriormente, se realizo
una normalizacion de los datos para ajustar los valores entre 0 y 1, donde 1 es la maxima
afinidad, y se seleccionaron aquellas moléculas con valores normalizados = 0.7 en todos los
programas. Se identificaron 20 compuestos como potenciales inhibidores de PARP1, los
cuales en su mayoria son derivados de indazol y predominan aquellos con sustituyentes
carboxamida. Este grupo funcional resulta interesante puesto que el compuesto de referencia
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olaparib presenta un grupo piperazin carboxamida, lo cual sugiere que los compuestos
podrl'an tener interacciones similares en el sitio de union, Figura 3.

" o\’@

5 5 ,NQRZ o w
; N
R ©_<
39 R'=SOCH,, R*=H
%
Y

BIOLOGICOS

2 139 R'=R’=R’=R°=OMe, R'=OH, R°=H
48 R = H, R? = SOCH, KR KRV

140 R'=OH, R?=R'=R°=R°=OMe, R*=H
-10.6 kcal/mol

[e] 1 149 R'=R°=0H, R?*=R°=OMe, R*=R’=H
No2

A
Combinacién
de grupos Q //— o
O N“@ @—§ @ funcionales O \; N\_/NJﬁ> O

56 R' = piperidina 192 R' =NHMe 60 R! = pirrolidina 63 R* = morfolina
1 1= 1

57 R1 : NEt, 198 R* = NMe, 61 R1 = piperidina 188 R] NH, 185 R! = OH KR-V KR-X

58 R* = pirrolidina 62 R = NEt, 190 R* = NMe, -10.15 kcal/mol -10.48 kcal/mol

Olapanb

182 R‘ H

Compuestos seleccionados por cribado virtual Compuestos disefiados por combinacién

Figura 3. Compuestos seleccionados por cribado virtual y compuestos propuestos como inhibidores de PARP1.

A partir de la informacion obtenida anteriormente, se disefio una serie de 17 derivados
empleando la combinacién de las carboxamidas de 2,3-difenil-2(H)indazol y el olaparib.
Estos compuestos propuestos fueron evaluados in silico sobre PARP1 empleando AutoDock
Vina. Se encontrd que cuatro de estos compuestos tienen valores de afinidad muy cercanos
al ligando olaparib pero no superiores. No obstante, son ligeramente superiores a los valores
obtenidos por sus predecesores, Figura 3. Estas moléculas serviran como compuestos de
referencia para disefiar nuevos inhibidores de PARP1. Por otro lado, al ser derivados de
compuestos presentes en la quimioteca, estos pueden ser facilmente sintetizados por las
metodologias descritas en nuestro grupo.

Con lo anterior, se muestra el potencial de emplear la quimioteca para la busqueda de nuevos
lideres, que puedan ser usados para el disefio de nuevas moléculas méas afines al blanco
terapéutico de interés, optimizando el tiempo y los recursos del laboratorio al disminuir el
namero de compuestos a sintetizar y evaluar in vitro.

CONCLUSION

La quimioteca NO15 es una fuente de compuestos con potencial farmacoldgico, que puede
ser empleada para la busqueda y disefio de nuevas moléculas bioactivas. Los resultados
obtenidos son muestra de la amplia versatilidad de la quimioteca, donde se han encontrado
compuestos interesantes que se han llevado a evaluacién in vitro con resultados
prometedores. Asimismo, la quimioteca ha servido como inspiracion para el disefio de
nuevos compuestos con mejores probabilidades de éxito. Ademas, es una estrategia eficiente
para aprovechar al maximo los compuestos generados por diversos proyectos anteriores y
favorecer la colaboracion con otros grupos de investigacion.
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BIOLOGICOS

SINTESIS DE CALIXARENOS CON NUCLEO DE FURANO CON POTENCIAL ACTIVIDAD

ANTIINFLAMATORIA Y ANTICANCERIGENA
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Palabras clave: Calixarenos, furano, sintesis

INTRODUCCION:

Los calixarenos son compuestos macrociclicos sintéticos que se obtienen por ciclocondensacién de
aldehidos y pirroles, los cuales poseen cavidades lipofilicas intramoleculares formadas por los anillos
aromaticos del esqueleto macrociclico. Los calixarenos de este tipo son conocidos como porfirinas.
Muestran una capacidad Unica de reconocer y unirse a cationes, aniones y moléculas neutras del
tamafio adecuado. Algunas porfirinas pueden contener un atomo metalico en el centro unido
mediante enlaces de coordinacion, como es el caso del grupo hemo de la hemoglobina, la clorofila
y la vitamina B12 . Estas propiedades abren amplias perspectivas de aplicacién practica de los
calixarenos en diferentes ramas de la quimica, la fisica y la biologia. Las diversas aplicaciones
biomédicas de estas moléculas incluyen actividades antibacterianas, anticancerigenas, antivirales,
antitrombdticas, actividades membranotrépicas, bloqueo selectivo de enzimas y bloqueo de
imitacién de enzimas, asi como en la complejacidn de proteinas. Los calixarenos tienen diversas
propiedades que pueden ser importantes para remediar muchas enfermedades. Debido a la
diversidad de actividades bioldgicas y propiedades tanto fisicas como quimicas de estos
compuestos, la comunidad cientifica se ha interesado en su estudio desde hace afios.

Algunas variantes de estas porfirinas pueden ser compuestos macrociclicos formados por anillos de
furano unidos entre si por puentes metino, tomando como base que el furano y el pirrol tienen
propiedades electréonicas similares, los cuales pueden mejorar la actividad o mejorar sus
propiedades de solubilidad y biodisponibilidad.

OBJETIVO (S):

-Sintetizar calixarenos a partir de furano y diversos aldehidos para evaluar su actividad
farmacoldgica.

Identificar la estructura de los calixarenos mediante espectrometria UV-visible, infrarrojo,
Resonancia Magnética Nuclear y espectroscopia de masas.

Realizar estudios de acoplamiento molecular con los derivados de tiofeno para predecir los sitios de
unidn a diversos blancos terapéuticos.

MATERIALES Y METODOS:
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Para la preparacion de las diferentes porfirinas que se empled la metodologia disefiada por Adler-
Longo. Todas las estructuras de los compuestos se determinaron mediante RMN de protén vy
carbono. El seguimiento de las reacciones y el andlisis de la pureza de los productos obtenidos se
realiza mediante la técnica de cromatografia en capa fina (CCF) empleando placas de vidrio
recubiertas con gel de silice. La visualizacién de los productos se hace con ayuda de luz ultravioleta.

RESULTADOS:

Se realizd una recristalizacion por par de disolventes empleando etanol y benceno. Se
obtuvieron 47.5 mg de un sdlido color ligeramente amarillo, con un rendimiento del 0.144%,

con un punto de fusién de 115-117°C. Una muestra se analizé por RMN para determinar su

estructura.
HsC CHg
0] 0] 0]
N 0 EtOH/HCI  H,C CHy
H;C CHg4
H,C CHj o) o)
HsC CHj
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ESTUDIO DE LA RELACION CUANTITATIVA ESTRUCTURA ACTIVIDAD
DE LOS FENAMATOS Y SALICILATOS: MAGNIFICA HERRAMIENTA

PARA EL DISENO DE NUEVOS ANTIINFLAMATAORIOS DERIVADOS
DEL ACIDO N-ARILMALEAMICO

Evic Suriel Cruz Ruiz', Ariadna Dehonor Contreras', Juan Alberto Guevara Salazar'*,

!Departamento de Farmacologia. Escuela Superior de Medicina-IPN. Plan de San Luis y Salvador Diaz Mirén
s/n, Col. Santo Tomas, C.P.11340, Ciudad de México.

*Autor de correspondencia

Correo: jguevaras@ipn.mx

Palabras clave: Antiinflamatorio, dolor, salicilatos, OSAR, fenamatos.

INTRODUCCION:

El dolor y la inflamacion son respuestas protectoras del organismo ante factores o
condiciones nocivas, debido a esta naturaleza también pueden condicionar lesioén
(inflamacidn) y/o afectar la calidad de vida (dolor) de quienes las padecen.

El dolor y la inflamacién estan presentes en una amplia gama de patologias y su incidencia
y prevalencia va en aumento, representando un problema de salud publica a nivel mundial.

El dolor es uno de los motivos de consulta mas frecuentes en todos los niveles de atencion.
Afecta a la mayoria de la poblacion en algin momento a lo largo de la vida. Se estima que el
20% de los adultos sufren dolor en el mundo.!

En nuestro pais, de acuerdo con datos proporcionados por la Encuesta Nacional de los
Hogares (ENH) 2017 del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), alrededor
del 27% de las y los mexicanos mayores de 7 afios presentaron dolor al menos una vez en los
tres meses previos, con un total de casos de 109 289 853. El grupo més afectado fue el de 30
a 49 afios con un total de 33 207 499.2

Segun estimaciones realizadas en 2021 a partir de los datos obtenidos de la Encuesta
Nacional sobre Salud y Envejecimiento en México (ENASEM) 2018, 57.5% de los hombres
y 70.3% de las mujeres de 75 afios 0 més con autonomia limitada en actividades basicas de
la vida diaria (ABVD) sufren algun tipo de dolor fisico (Figura 3). En este mismo estudio, el
49.0% de los hombres y el 70.1% de las mujeres de 75 afios 0 més con autonomia limitada
para las actividades instrumentales de la vida diaria (AIVD) reportaron sufrir algin tipo de
dolor (Figura 4).3

Existen diversos medicamentos para tratar el dolor y la inflamacion, gracias al
descubrimiento de Jonh Vane, en 1971, sobre el mecanismo de acciéon de los
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) conocidos en esa época, hoy en dia los AINEs son
de los farmacos mas utilizados para tratar ambas condiciones en conjunto. Los AINEs actian
inhibiendo a la ciclooxigenasa (COX), enzima clave en el metabolismo del acido
araquidonico, y cuyos productos estan relacionados con funciones proinflamatorias y
homeostaticas; por lo tanto, dicha inhibicion estd relacionada tanto con los efectos
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terapéuticos, como con algunos de sus efectos adversos. Justamente, debido a estos efectos
adversos que se presentan por el consumo de los AINEs es que su uso prolongado se
encuentra limitado y en muchas ocasiones justifica el mal apego y abandono del tratamiento
por parte del paciente.

BIOLOGICOS

En el presente trabajo se pretende contribuir en el disefio de nuevos compuestos bajo un
analisis de relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR) predictivo que ofrezca una
alternativa de tratamiento eficaz y segura. Se proponen seis derivados del acido N-
arilmaledmico con cercania estructural al 4cido antranilico como bioisdsteros de los
fenamatos y salicilatos.

OBJETIVO (S):

Estimar la actividad biologica de los aductos Diels-Alder derivados del acido antranilico a
través de un estudio predictivo de SAR/QSAR.

MATERIALES Y METODOS:

Se realiz6 el estudio in silico de los farmacos control y de los aductos Diels-Alder derivados
del 4cido antranilico tanto por métodos empiricos como por métodos tedricos.

Para los farmacos control se eligieron aquellos que estan relacionados estructuralmente con
los aductos Diels-Alder propuestos:

e Acido salicilico

e Acido acetilsalicilico
e Acido mefenamico

e Acido meclofenamico
e Acido niflamico

e Acido flufenamico

e Acido tolfenamico

Se realizo el estudio in silico de los 6 aductos Diels-Alder propuestos, los 3 derivados de la
serie 5 y los 3 derivados de la serie 6 (Tabla 1, Figura 1):

e Serie 5: 5a, 5b y Sc.
e Serie 6: 6a, 6b y 6c.
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BIOLOGICOS

Tabla 1. Aductos Diels-Alder derivados del acido antranilico.

Serie 5 Serie 6
o (0]
G H3C
3 NH N
OH
(@] OH
OHO
° (0]
5a 6a
o (@]
H3C
HsC OH
NH N
OH (0]
(0] (0]
(@] HO
5b 6b
(@]
(o] OH ©
HsC o]
HaC
NH N
ol OH
(@]
© 6¢c
5¢c
RESULTADOS:

Inicialmente se obtuvo la correlacion entre los valores de ICso experimental in vitro contra
COX-1, con la actividad biolégica como inhibidor enzimaético, obtenido en la plataforma de
Molinspiration biological score. Este procedimiento sirvi6 para validar las actividades tanto
experimentales, como las empiricas (Figuras 2 y 3).

Posteriormente, se realizaron correlaciones entre los valores de actividad empirica de los
controles positivos con los compuestos Sa-c y 6a-c con distintas propiedades fisicoquimicas
tanto para las formas neutras y formas ionizadas (Tabla 2).

Como puede ser observado, las mejores correlaciones ocurrieron con dos descriptores, el de
tamafio (logMR y logV) y con un descriptor estructural (Egeom). Una vez obtenidas las
correlaciones individuales, se realizo el analisis de obtencién del modelo a través de una
regresion lineal multiparamétrica por el método de determinantes, obteniéndose los
siguientes modelos neutro e id6nico respectivamente.

Puntaje = —3.720 — (2.445 =« 10gMR) + (3.345 = logV) — (0.000278 * Egeom)
N=10,r=0.9273, 0* = 0.8600, p < 0.05
Puntaje = —3.685 — (1.305 x 1ogMR) + (2.402 = logV) — (0.000265 * Egeom)

N =10, r=0.9055, 0> = 0.8200, p < 0.05
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Antecedentes de QSAR y de actividad La busqueda bibliografica se realizo en las principales
biol()gica in vitro de lossalicilatos y bases de datos: Google Scholar, Scielo, ERIC, Springer
e 4 er . Link, reefseek-Academic Search Engine, Academia.edu,
fenamatos como inhibidores de la Sciende.gov, Dialnet, BASE-Bielefeld Academic Search
ciclooxigenasa-1 (COX-1) Engine, Redalyc y Taylor and Francis

Se determinaron las propiedades Plataformas: Molinspiration, Swiss target,
fisicoquimicas y moleculares en diferentes ~ prediction, MarvinSketch, Chemicalize, etc.
plataformas O_nIi_nC y softwares Software: ChemDraw, ChemSketch,
especializados. PCSpartan Pro

e realizaron las correlaciones entre la
actividad biologica (experimental y predicha
por las plataformas) con las propiedades
fisicoquimicas de los controles positivos y
compuestos

Se determinaron los modelos que describen la
actividad biologica tanto de los controles
positivos como de los compuestos propouestos

para la serie neutra e ionizada.

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia de investigacion.
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Figura 2. Correlacion entre el puntaje como inhibidor enzimatico y la pICso de los controles en su
forma neutra.
AS: acido salicilico, AAS: acido acetilsalicilico, AM: acido mefenamico y AMCI: acido
meclofendmico.
0.1 Cl
3
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Figura 3. Correlacion entre el puntaje como inhibidor enzimatico y la pICso de los controles positivos

en su forma idnica.
S: salicilato, A: acetilsalicilato, M: mefenamato y MCIl: meclofenamato.
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Tabla 2. Correlacion de los descriptores de los compuestos en su forma neutra e i6nica con
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la actividad biologica empirica como inhibidor enzimatico.

SISTEMAS

Descriptor Coeficiente de correlacion | Coeficiente de correlacion
para la serie neutra (r) para la serie ionizada (r)
logMR (cm?/mol) 0.8950 0.9194
logV (A%) 0.9208 0.9442
Egeom (V) 0.8014 0.8038
logP 0.3093 0.4323
logTPSA(A?) 0.6137 0.5938
pKa 0.2764 0.4312
logD 0.3421 0.4674
logm (Debye) 0.3144 0.3769
Enomo (eV) 0.4918 0.0734
Erumo (eV) 0.3065 0.0905
CONCLUSIONES:

De acuerdo con los modelos QSAR obtenidos, se puede concluir que los compuestos
propuestos 5a-c y 6a-c¢ son sustancias que presentan un potencial alto como inhibidores de la
COX-1 y que podrian presentar actividad antiinflamatoria y/o analgésica. Los modelos
sugieren, independientemente de la forma neutra o i6nica, que el aumento de la actividad
bioldgica requiere una serie de caracteristicas estructurales especificas; es decir, la actividad
se ve favorecida si la molécula es mas voluminosa, menos polarizable y mas estable desde el
punto de vista conformacional.
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DISENO Y SINTESIS DE AMINAS TERCIARIAS COMO AGENTES

CITOTOXICOS INHIBIDORES DE TUBULINA

Diana Monserrat Roldan Marchan’, Karen Rodriguez Villar?, Francisco Cortes Benitez?, Félix Matadamas

Martinez?, Juan Francisco Palacios Espinosa?®, Olivia Soria Arteche?, Jaime Pérez-Villanueva®®

'Maestria en Ciencias Farmacéuticas, Division de Ciencias Biolégicas y de la Salud, Universidad Auténoma
Metropolitana-Xochimilco (UAM-X), 04510, Ciudad de México, México.

’Departamento de Sistemas Biolégicos, Divisién de Ciencias Biologicas y de la Salud, Universidad Auténoma
Metropolitana-Xochimilco (UAM-X), 04510, Ciudad de México, México.

*Autor de correspondencia: Jaime Pérez Villanueva

Correo: jpvillanueva@correo.xoc.uam.mx

Palabras clave: Acoplamiento molecular, actividad citotoxica, aminas terciarias, sintesis.

INTRODUCCION

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo y una de las principales en México.!>?
Este engloba un grupo de enfermedades donde tienen en comun un crecimiento y division
incontrolada de las células.! Aunque existen algunos farmacos quimioterapeuticos en el
mercado, generan efectos adversos como neurotoxicidad, emesis, nefrotoxicidad.* Por esta
razon, es de gran importancia la busqueda de nuevas moléculas con actividad anticancerosa.
Particularmente, nuestro grupo de investigacion se ha enfocado en la busqueda de agentes
que acttien sobre los microtiibulos formados por a y B-tubulina (o/BT), uno de los blancos
mayormente estudiados en las tltimas décadas.” En el presente trabajo se disefiaron nuevos
compuestos a partir caracteristicas estructurales presentes en la combretastatina A-4
integradas sobre aminas terciarias. Los compuestos fueron evaluados in silico empleando
acoplamiento molecular contra la tubulina como blanco. Ademas, para seis de estos
compuestos se describe su sintesis, caracterizacion estructural y la evaluacion citotoxica.

OBJETIVO
Obtener aminas aromaticas derivadas de combretastatina A-4 con actividad citotoxica.

MATERIALES Y METODOS

En nuestro grupo de trabajo se sintetizo recientemente el compuesto JPINAPP09, a partir de
la estructura de la combretastatina A4 (CA-4), el cual presentd actividad citotdxica contra
células de cancer cervicouterino (HeLa), de pulmon (SKLU-1) y leucemia (K562).° Tomado
estos compuestos como punto de partida, se propuso una nueva serie de aminas que
simplifican la estructura del compuesto de referencia, pero conservan algunas de sus
caracteristicas estructurales, Figura 1. Los compuestos disefiados se sometieron a estudios de
acoplamiento molecular empleando los programas AutoDock Vina, AutoDock v4.2 y GOLD
sobre la interfaz de la o/f tubulina con la finalidad de predecir su afinidad e interacciones
sobre el sitio de union de CA-4. Los compuestos se sintetizaron empleando una reaccion de
Sn2 con el correspondiente halogenuro de bencilo, Esquema 1. Para los compuestos DMR0—
2, DMRS, DMR10 y DRM12, se realiz6 la determinacion de actividad citotoxica mediante
el ensayo de sulforrodamina B empleando CA-4 como referencia sobre la linea celular HeLa.
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Figura 1. Estructura de aminas terciarias derivadas de CA-4 y JPINAPP09.
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Esquema 1. Sintesis de los compuestos DMR0-2, DMRS, DMR10 y DMR12. Reactivos y
condiciones: a) NaH, DMF, bromuro o cloruro de bencilo apropiadamente sustituido, 25 °C, 60-90
min.

RESULTADOS

Los derivados propuestos se unieron en el sitio de interés con energias de union similares o
mejores que el compuesto de referencia CA-4, Tabla 1. Asi mismo se hizo una comparacion
con las interacciones reportadas con la CA-4, para la cual se han identificado 17 interacciones

de importancia, en su mayoria se observan interacciones de tipo hidrofobicas e interacciones
de Van der Waals (Tabla 1).

Tabla 1. Energias de unioén y numero de interacciones para los compuestos

Autodock Vina Autodock 4.2 GOLD

Clave AG (kcal/mol) szt AG (kcal/mol) It ChemPLP It
CA4 | -7.70 (RMSD = 0.949) 13 | -8.02 (RMSD =0.875) 12 | 70.45 (RMSD = 0.725) 13
DMRO -8.50 6 -8.39 7 74.28 6
DMR1 7.9 12 -8.70 10 72.32 11
DMR2 8.8 11 -9.13 11 79.30 12
DMRS 8.5 12 -9.25 12 79.57 12
DMR10 8.2 13 8.62 11 84.43 12
DMR12 85 8 -8.42 8 7752 9

*Interacciones reportadas de CA-4.

Las seis aminas terciarias se prepararon por sintesis convencional con rendimientos que van
de muy buenos a regulares, todos los compuestos se lograron caracterizar mediante RMN de
'Hy 13C. Ademas, los compuestos se caracterizaron mediante espectrometria de masas.
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Los ensayos de actividad citotoxica mostraron que DMR10 y DMRI12 tienen actividad
menor a 100 uM. En el andlisis SAR se observd que es importante la presencia del grupo
trimetoxifenil unido directamente al heterodtomo (N) como se observa en los compuestos
DMR10 y DMR12. Ademas, se observo que dos sustituyentes bencilo producen mejores
resultados que uno solo. El andlisis al microscopio d¢ DMR0O, DMR1, DMR10 y DMR12
mostro la presencia de células ligeramente redondeadas, diferentes a las células poligonales
caracteristicas de las células HeLa sin tratamiento, ademas se observa la disminucion de la
monocapa de células, esto a una concentracion de 100 uM. Para los compuestos DMR2 y
DMRS, los cuales no indujeron cambios morfologicos, se observan células poligonales en
forma de monocapa.

BIOLOGICOS

Tabla 2. Datos de Clso (uM=DE) para los compuestos DMR(0-2, DMRS, DMR10 y DMR12
Compuesto DMRO DMR1 DMR2 DMRS8 DMRI10 DMRI12 CA+4

HeLa I 114+7.1 I 103+3.2 I 152ﬂ:8.6| 109i8.2| 91+5.3 I 92+2.6 |0.01i0.0013

Figura 2. Microfotografias de células HeLa con y sin tratamiento: A) células sin tratamiento; B)
células tratadas con CA-4 a 0.05 uM; C) células tratadas con DMR10 a 100 uM; D) células tratadas
con DMR12 a 100 uM.

CONCLUSIONES

Los compuestos sintetizados mostraron actividad citotoxica, particularmente DMR10 y
DMR12 fueron los mejores, sin embargo, no se obtuvieron compuestos con una mayor
potencia que la CA-4. Los compuestos DMR0, DMR1, DMR10 y DMR12 inducen cambios
morfologicos en células HelLa, siendo los compuestos DMR10 y DMRI12 los mas
interesantes para continuar con su estudio.
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BIOLOGICOS

Palabras clave: Solubilidad, Carbamazepina, Excipientes.
INTRODUCCION:

En la actualidad se ha tenido un gran interés en el desarrollo y aplicacion de estrategias que
ayuden a incrementar la solubilidad de principios activos que poseen baja solubilidad acuosa
(Rodriguez et al, 2015). La solubilidad acuosa, disolucidn y permeacion son caracteristicas
del farmaco que pueden limitar la eficacia terapéutica cuando son administrados oralmente.
Se ha reportado que casi el 40% de los medicamentos que se comercializan y hasta un 75%
de los compuestos en desarrollo son escasamente solubles en agua (Williams et al., 2013).
Cuando algun farmaco de interés posee propiedades lipdfilas es candidato para ser
incorporado a formulaciones donde se empleen vehiculos lipidicos y dentro de estas
formulaciones se incluyen el uso de aceites, tensoactivos y cotensoactivos que influiran a la
solubilizacién del principio activo. Entre algunos ejemplos de este tipo de formulaciones,
podemos mencionar: soluciones de lipidos, liposomas, emulsiones denominadas
‘convencionales’, microemulsiones y sistemas de administracion de farmacos
autoemulsionables (SEDDS, por sus siglas en inglés) (Chavda y Shah, 2017; Rodriguez et
al, 2015).

Por otra parte, la Carbamazepina (CBZ), es uno de los farmacos mas empleados como
anticonvulsivo, esta indicado para el tratamiento profilactico de distintos tipos de epilepsia.
Sin embargo, este presenta importantes desventajas en su administracion oral debido a su
baja solubilidad en agua al pertenecer a la Clase Il dentro de la clasificacion biofarmacéutica
(CBS) (GarcYa et al., 2021).

OBJETIVO (S): Evaluar la solubilidad de CBZ en distintos excipientes lipidicos de interés
farmacéutico como posibles candidatos a su utilizacion en formulaciones farmacéuticas que
podrian aumentar la capacidad de carga dicho principio activo.

MATERIALES Y METODOS: La metodologia experimental para la realizacion de este
estudio se dividi6 en 3 procesos, los cuales se esquematizan a continuacién (Fig. 1):
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Fig. 1. Esquemas de metodologia
experimental empleada.

RESULTADOS:

Caracterizacion de Carbamazepina

SISTEMAS

BIOLOGICOS

Barrido de absorbancia de 200 a 400 nm. |

* Parametros de linealidad. Curva patrén de 2- 10
pg/mL a la A4, determinada.

* Precision del sistema. 6 diluciones al0 pg/mL.
* Precision intermedia. 3 diluciones por dos anallstas

en dos dias diferentes.

Exceso de CBZ en: aceites (Acido oleico, Maisine®
CC y Capryol ®90), tensoactivos (Tween® 80,
Kolliphor® ELP y Labrasol®) y cotensoactivos

(Transcutol® HP).

Disolventes: metanol, etanol, propanol y butanol.

Evaluacion visual de mezclas

Maéxima capacidad de carga

Exceso de CBZ a 150rpm, 25°C

~
=

Prueba de emulsificacién

!
50 rpm a 25°C @j

Se determind la longitud de onda maxima de absorbancia para dicho farmaco. El barrido de
absorbancia elaborado de 200 a 400 nm mostr6 que la onda la longitud maxima (Amax) para
CBZ es de 285 nm en una mezcla de agua: metanol en una proporcion 60:40.

Cuantificacion de principio activo por espectrofotometria UV-Vis

Se realizaron pruebas de linealidad, precision del sistema y precision intermedia como parte
de la validacion del método analitico para cuantificar por espectrofotometria UV-Vis CBZ.
La validacion de los métodos analiticos respalda la calidad de productos formulados, ya que
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la calidad de los datos analiticos es un factor clave del éxito de una formulaciéon (Chandran
y Singh, 2007). De esta manera, con base a los resultados obtenidos y los criterios de
aceptacion establecidos para cada uno de los parametros evaluados, los datos son lineales (r?
> 0.98), precisos (CV <3.0%) y reproducibles (CV<3.0%).

Desarrollo de formulacion lipidica

Solubilidad al equilibrio

Se determind la capacidad de 160

solvatacion de CBZ en Acido g 140 ma25°C ma37°C mad0°C

oléico,  Capryol® 90, 210

Maisine® CC (como aceites) g 122 "

Labrasol®, Tween 80, © o

Kolliphor ® ELP < 3

(tensoactivos) y Transcutol ® 2 9 II II I 13 I & 18I
HP (cotensoactivo) a 25°C, % 0 II Hl o

37°Cy 40°C (Figura2) conel @ 8 boo\@ @@ @"” Q@_, &@&Q@Sg@ﬁ\:@ o Q@Q &@0 °°\
fin de  determinar el W o @é‘ M &

incremento de la solubilidad Fig. 2. Solubilidad al equiliborlo g; CBZ de excipientes lipidicos
del farmaco y consiguiente a 25°C, 37°C y 40°C. Etiquetas superiores a 25°C nimero de
probabilidad de ser utilizadas veces de aumento de respecto al agua.

en formulaciones lipidicas.

De los tres excipientes lipidicos propuestos, Maisine® CC fue el excipiente en el que la CBZ
es mas soluble con un aumento de solubilidad de més de 330 veces respecto a agua, seguido
de Acido oleico con un aumento de mas de 260 veces y Capryol® 90 con un aumento de mas
de 250 veces a temperatura ambiente (Fig. 2). Maisine® CC esta compuesto por mono-, di-
y triglicéridos de cadena larga tanto de acido linoleico y acido oleico, y son posiblemente la
presencia de los mono- y diglicéridos los que le den su mayor capacidad de solvatacion de
CBZ frente triglicéridos vegetales, como lo es el aceite de soya (Gattefossé, 2022) o incluso,
monoglicéridos de cadena media, como, por ejemplo; Carpyol® 90. Adicionalmente, es
importante mencionar que en la literatura actual muestra a Maisine® como un vehiculo
oleoso muy usado en formulaciones basadas en lipidos (Liu et al., 2008, Gattefosse, 2022)
por ser excelente solubilizador de farmacos de clase Il dentro de la CBS, con un log P de
entre 2y 8, como lo es CBZ (Gattefossé, 2022). Por su parte, aunque el acido oleico ha sido
empleado como excipiente lipidico en nuevos sistemas de administracién de farmacos que
contienen CBZ, (Kumar et al., 2017), los resultados obtenidos muestran que la solubilidad
de CBZ en acido oleico en comparacion a Maisine® CC es menor, por ello este altimo resulta
ser buena opcion por emplear en formulaciones lipidicas con CBZ.

Con respecto a los tensoactivos evaluados, Labrasol® es el que presenta una solubilidad méas
elevada de méas de 140 a veces respecto a agua de CBZ, seguido de Kolliphor ® ELP y Tween

320



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOlégiCOS
80. La mayor solubilizacién de CBZ en Labrasol®, frente a los otros, es reportado igualmente
por Patel y colaboradores en 2013, y esto se explica por las diferencias en los valores de
viscosidad que poseen; la menor viscosidad por Labrasol® (80-110 mPas a 20°C) podria
facilitar la dispersion y por consiguiente la solvatacion de CBZ en comparacion con la
superior viscosidad de Tween 80 (424 mPas a 25°C) y Kolliphor® ELP (600-700 mPas a
25°C). De esta manera, se espera que Labrasol® con un alto valor de HLB funja como
tensoactivo hidrofilico principal en distintas formulaciones facilitando la dispersion y ayude
a mejorar la solubilidad del farmaco (Kumar et al, 2017).

BIOLOGICOS

Adicionalmente, aunque tanto Capryol® 90 y Transcutol® HP son empleados como
cotensoactivos en formulaciones orales, Transcutol® HP es el cotensoacitvo con los valores
maés altos de solubilizacion de CBZ, con un aumento de solubilidad de méas de 650 veces
respecto al agua (Fig. 2). La anterior se debe a la alta afinidad y miscibilidad con grupos
hidr6fobos de Transcutol®, gracias a la presencia de grupos funcionales (éter e hidroxilo)
capaces de donar y aceptar protones (Osborne y Musakhanian, 2018). Asi mismo, se puede
atribuir a la capacidad de disolver moléculas de un soluto a través de la polarizacién de estas,
es decir, por los valores de constante dieléctrica. Los solventes polares como Transcutol ® HP
(constante dieléctrica de 14.1) tiene la capacidad de solvatar moléculas a través de las fuerzas
de interaccion dipolar, en particular con la formacion de enlaces de H con CBZ, siendo de
manera contraria los compuestos no polares, como lo es Capryol® 90, con constante
dieléctrica de 6.1 (Nardin & Kollner, 2019). Es importante mencionar, que este
comportamiento se observa a las tres temperaturas evaluadas.

Finalmente, como parte de la caracterizacion de la polaridad de CBZ, se determind su
solubilidad en metanol, etanol, propanol y butanol. Como se puede observar en la Fig. 2,
conforme va aumentado el nimero de carbonos de los alcoholes, la solubilidad de CBZ
disminuye a las tres temperaturas, es decir, que solubilidad no estan en funcion del aumento
de la longitud de los carbonos en los alcoholes evaluados, y esto se puede correlacionar con:
las fuerzas de dispersion entre los distintos disolventes y el principio activo, la polaridad de
solventes y las interacciones por puentes de H entre el alcohol y dicho farmaco (Malwade et
al, 2013). Lo anterior podria ser indicativo que la CBZ no tiene comportamiento liposoluble
y es por ello que se podria pensar en estudios posteriores la incorporacion de dicho farmaco
en otras estrategias que ayuden a mejorar la baja solubilidad de principio activos pocos
solubles.

Realizacion de formulacion lipidica

De acuerdo con la observado por las pruebas de solubilidad al equilibrio, se propuso la
realizacion de formulaciones lipidicas con la incorporacion de los excipientes donde CBZ
mostré la méxima solubilidad, es decir, con Maisine® CC como excipiente lipidico,
Labrasol® como tensoactivo y Transcutol®HP como cotensoactivo.
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Las proporciones de las formulaciones o
propuestas se encuentran en funcion de
las proporciones de A/T/C reportadas en
la literatura dentro de la zona de
emulsién favorable (Zewail et al., 2021,

Fitria et al., 2021) y con ayuda de un
disefio de experimentos simplex
reticular aumentado (Pulido et al, 2012) “A— e
se determinaron los 10 puntos a evaluar

(Fig. 3).

Caracterizacion de formulaciones v ) :
Punto 3 unto unto
propuestas e el
Fig. 3. Diagrama ternario en azul zona de
emulsién favorable con puntos evaluados.

Punto 2 .
o <\ 05

Punto 6 * Punto4

Punto 10

Punto 8 Punto 7

Apariencia fisica

Previa a su carga con principio activo, las diez mezclas propuestas se evaluaron en apariencia
fisica. No mostrando separacién de fases u opacidad, siendo todas homogéneas y con ligero
color amarillo.

Maxima capacidad de carga Tabla 1. Mé&xima capacidad de carga de CBZ

La cantidad cargada de CBZ en las mezclas de Cantidad de Cantidad de

AITIC con las diez diferentes proporciones se | Funto| - (mg/mL) Punto | . (mg/mL)
muestran en la Tabla 1. Fue la mezcla 133.906+11.025 | 6 | 126.781+3.973
perteneciente al punto 2 la que obtuvo la maxima 190.267+3.392 | 7 | 161.768+2.865
capacidad de carga con 190.267+3.392 mg/mL de 1163383144(381'22687 g igg-;gjﬁ-gg;
CB_Z,_ sobrepasando la cantidad de farmaco disuelto 99:04&4.9;91 0 158:84&8:443
Maisine® CC, Labrasol® y Transcutol® HP

individualmente.

| W] —

De acuerdo con los resultados obtenidos (Fig. 4) son las proporciones de aceite bajas, de
tensoactivo de bajas a intermedias y de cotensoactivo de intermedias a altas las que lograron

la mayor capacidad de carga del farmaco. Son principalmente las concentraciones de
cotensoactivo, seguido de las de aceite las que tiene la Cotensoactivo

mayor influencia en la capacidad de carga, pues tanto la m o
disminucion de proporciones de cotensoactivo y el Smm
aumento de la concentracion de aceite disminuyen la
capacidad de carga de CBZ. Es decir, que la capacidad de
carga se ve favorecida en mayor medida gracias a la
presencia de la mayor proporcion posible de Transcutol®

HP, excipiente que como ya se menciond, logré aumentar , _* -
mas la solubilidad de CBZ respecto a los demas. Fig. 4. Grafica de superficies en la zona de

130 - 140

140 - 150
W 150 - 160
| 160 - 170
™ >

emulsion favorable con diez puntos evaluados.
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Adicionalmente a esta prueba se realiz6 la formacion de las emulsiones correspondientes,
evaluando la posibilidad de ser candidatos a la formacion de sistemas de administracion de
farmacos autoemulsionables (SEDDS).

BIOLOGICOS

Prueba de emulsificacion

Con las mezclas previamente cargadas de principio activo, se procedio a la formacion de la
emulsion, en una proporcion 1:250 con agua a temperatura corporal. Como se puede observar
en el diagrama ternario correspondiente (Fig. 5) solamente 3 de las 10 proporciones
evaluadas fueron capaces de formar una la emulsion, mostrando que las restantes presentaron
fendmenos de separacion de fases o coalescencia. Sin embargo, se puede resaltar que dentro
de estos puntos se incluyen algunos de los cuales mostraron la mayor capacidad de carga de
CBZ e incluso el punto con la mayor carga del farmaco de interés de todos los evaluados, es
decir el punto 2.

Como perspectiva a futuro, se propone que se elaboren mas estudios con la posibilidad del
desarrollo de formulaciones emulsionables b

(SEDDS) pero con la utilizacion de una mezcla

de tensoactivos ( de los propuestos en este

estudio), pues, con base a reportes actuales, se

considera una mezcla adecuada de

tensoactivos favorecen la formacion de ‘ P2,
emulsiones estables a través de la absorcion
favorable de estos en la interfaz, disminuyendo
de mejor manera la energia interfacial lo

Pu

Punto 6 * Punto 4

Punto 10

suficiente para formar una emulsificacion de : Puntod Puo7

manera espontanea (Cueto et al, 2019; Inugala .. VAL SRVALCAVAR'. -
etal, 2015). Fig. 5. Diagrama ternario con zona de emulsificacion
CONCLUSIONES: observada (sombrado) para las proporciones evaluadas.

Se logré evaluar la solubilidad de CBZ en distintos excipientes lipidicos de interés
farmaceéutico, observando que Maisine® CC como vehiculo oleoso, Labrasol® como
tensoactivo y Transcutol®HP como cotensoactivo son los que presentaron la mayor
solubilidad de CBZ y son candidatos a su utilizacion en formulaciones farmacéuticas, pues,
con la realizacion de las formulaciones lipidicas se logré aumentar la cantidad de principio
activo disuelto respecto a los ya mencionados excipientes individualmente. Mostrando que
las altas concentraciones del excipiente que mostro la mayor solubilidad de CBZ, es decir,
Transcutol®HP, es el que tiene la mayor influencia en la maxima capacidad de carga.
Finalmente, con la realizacion de la prueba de emulsificacion se propone que a futuro se
elaboren mas estudios en la realizacion de SEDDS con empleo de la una mezcla de
tensoactivos esperando que el empleo de ambos favorezca en la mayor capacidad de carga y
estabilidad de las emulsiones resultantes.
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SISTEMAS DE LIBERACION PROLONGADA DE DESVENLAFAXINA

SUCCINATO A PARTIR DE DISPERSIONES SOLIDAS

A'ngel Guadalupe Tzanahua Lépez!, Jorge Esteban Miranda Calderon’, Maria Josefa Bernard Bernard’,
Lizbeth Martinez Acevedo’, Carlos Tomas Quirino Barreda’

!Unidad Interdisciplinaria de Desarrollo Investigacion y Servicio, Universidad Auténoma Metropolitana,
Prolacion Canal de Miramontes N. 3855, Coapa, Ex de San Juan de Dios, Tlalpan, C.P. 14387, Ciudad de
Meéxico, México
’Facultad de Quimica, Universidad Auténoma Nacional de México, Cto. Escola S/N, C.U., Coyoacan,
04510, Ciudad de México, México
2202802080@alumnos.xoc.uam.mx

Palabras clave: Dispersion sélida, liberacion prolongada, Kolliphor® P 188, Soluplus®, Methocel™

INTRODUCCION: Las dispersiones sélidas son un grupo de sistemas formados por algtin
farmaco y una matriz que sirve como vehiculo inerte constituido de excipientes, ambos se
dispersan molecularmente, de tal forma que se altera la cristalinidad del principio activo
ocasionando que se modifique su solubilidad y velocidad de disolucién, mejorando su mejor
humectabilidad y dispersabilidad. (Allawadi, et al., 2013; Dhirendra et al., 2009; Florence y
Attwood 2015; Huang y Dai, 2014). La clasificacion de los sistemas dispersos solidos se
divide por su arreglo molecular (disposicion tridimensional de los d&tomos que tendran las
moléculas de cada componente que contiene la dispersion sélida) y generaciones (se basan
en el nimero y los diferentes portadores y excipientes que utilizan) (Dhirendra et al., 2009;
Shah et al., 2014). Los sistemas dispersos de cuarta generacion conocidos como dispersiones
solidas de liberacion modificada; se han utilizado para mejorar y controlar la liberacion para
aquellos farmacos pocos solubles en agua con una vida media corta y/o requieran una
liberacion modificada mediante la aplicacion de portadores insolubles o hinchables que
evitan el proceso de recristalizacion y la sobresaturacién que provocan la precipitacion del
farmaco dando como resultado una baja biodisponibilidad. Las ventajas que ofrece la cuarta
generacion son la estabilidad fisicoquimica y los tratamientos farmacologicos (Bindhani y
Mohapatra, 2018; Tekade y Yadav, 2020).

OBJETIVO: Disenar e identificar dispersiones solidas de desvenlafaxina succinato basadas
en polimeros hidrofilicos (Soluplus® y Kolliphor® P 188) y celuldsicos (Methocel™ K15M
y K100M) para lograr una liberacion prolongada.

MATERIALES Y METODOS: La desvenlafaxina succinato fue proporcionada HELM de
México, S.A. Kollidon® 30 (PVP K30), Kolliphor® P 188 (Poloxdamero P 188), y Soluplus®
adquiridos por Basf de México S.A. de C.V. MethoceL™ K15M y K100M (HPMC) proviene
de Colorcon de México, S. de R.L. de C.V. Labrafil® M2130 CS lo fabrica Gattefossé. El
etanol adquirido de ALVEG Distribucion Quimica, S.A. de C.V.

I. Fabricacion de dispersiones solidas

M¢étodo de fusion: Se fundié el Kolliphor® P188 a una temperatura de 50°C — 56°C, posterior
se agregd desvenlafaxina succinato para que se mezclada con el portador y se fundieron
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aplicando ciclos de calentamiento y mezclado hasta forma una mezcla homogénea; después
se incorpord Methocel™ K15 y/o K100, Kollidon® 30 y Labrafil® M2130 CS aplicando
ciclos de calentamiento y mezclado hasta obtener la dispersion solida. La masa obtenida se
seco durante 48 h a temperatura ambiente, trituré con un mortero y tamizo por malla No. 25.

M¢étodo por evaporacion de solventes: Se adicion6 Soluplus® y etanol (3 mL a 6 mL) hasta
cubrir el excipiente por completo y se mezcld a una temperatura de calentamiento de 60°C —
70°C. Posterior, desvenlafaxina succinato se agregd y se fundieron aplicando ciclos de
calentamiento y mezclado hasta forma una mezcla homogénea; se incorporé Methocel™
K15M y/o K100M, Labrafil® M 2130 CS) y Kollidon® 30 aplicando ciclos de calentamiento
y mezclado hasta formar la dispersion soélida. La masa obtenida se enfridé a temperatura
ambiente, estir6d y apland. La dispersion solida se dejo secar por 48 h a temperatura ambiente,
tritur6 con un mortero y tamizo6 por malla No. 25.

II. Caracterizacion fisicoquimica de dispersiones solidas

Espectroscopia infrarroja: La cantidad de muestra para analizar fue 10 mg, usando un
espectrofotometro infrarrojo con transformadas de Fourier modelo spectrum two, marca
Perkin-Elmer, en el rango entre 4000 y 550 cm-1.

Calorimetria diferencial de barrido: Cada una de muestras analizadas, se pesaron en crisoles
de aluminio entre un peso de 1 mg a 10mg. Posterior, se taparon con una prensa y perforo su
tapa. Para el analisis se utilizo el calorimetro, marca Netzsch, modelo 214 Polyma aplicando
una temperatura de 20°C a 250°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/min.

Valoracion: Se prepar6 una solucion madre acuosa a partir de una dosis equivalente a 100
mg del fArmaco, posterior una alicuota de 2 mL se filtr6 a través de una membrana de nylon
de 0.45 um y se diluy6 en 10 mL. Finalmente, la solucién diluida fue cuantificada en un
espectrofotometro UV-Visible, marca Shimadzu, modelo UV-120.

Angulo de reposo y velocidad de flujo: El borde inferior del embudo se colocé a una distancia
de 12.5 cm con respecto a la superficie de prueba. Para comenzar la prueba, el polvo de la
muestra se introdujo en el embudo, enseguida se conté el tiempo hasta que el solido saliera
por completo. A partir de los datos del tiempo que tardd en caer todo el polvo y la cantidad
de polvo, se calculo la velocidad de flujo. En tanto, el lecho formado por el polvo se midio
su diametro y altura, dicha informacion se utilizé para calcular el d&ngulo de reposo.

RESULTADOS: Los rendimientos de las dispersiones sélidas por el método de fusion se
observaron que fueron mayores (alrededor del 98 %) a comparacion del método de
evaporacion de solventes (entre 95% - 96%) debido a que el Soluplus® presenta una mayor
viscosidad y adhesion al combinarse con el farmaco y los demas componentes de la matriz,
lo que dificultad su proceso de mezclado; por lo tanto, el tiempo de homogeneizacion es
mayor a comparacion con el método de fusion empleando el Kolliphor® P188 (ver tabla 1).

El contenido de desvenlafaxina succinato resultante en las formulaciones de los sistemas

dispersos solidos se encuentran entre 102% - 103%. De acuerdo con la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos 13% edicion (FEUM), indica que la especificacion de la prueba es
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90% - 110%, cumpliendo asi con el intervalo. El angulo de reposo de las formulaciones de
dispersiones solidas se encontro por debajo de 21°, la FEUM 132 edicion especifica que este
debe ser menor a 30°. Las velocidades de flujo de cada dispersion sélida que contiene
Soluplus® son mayores de 1 g/s, comparadas con las formulaciones compuestas por
Kolliphor® P188 en las cuales la velocidad de flujo es menor a 1 g/s (ver tabla 1).

Tabla 1. Resultados de propiedades fisicoquimicas y rendimiento de las formulaciones.

Formulacién Proporcién | Rendimiento | Valoracién | Angulo de V;loi:::i,?)d
(DS: P: M)* (%) (%) reposo (°) (g/s)l
F1K (Methocel™ N
K100M) 1:1:0.5 98.60 102.89 12.13 0.75
F2K (Methocel™ N
K100M-K15M) 1:1:0.9 98.14 102.79 20.16 0.50
F1S (Methocel ™ N
K15M) 1:1:0.75 96.71 103.33 12.01 1.39
F2S (Methocel ™ B
K100M) 1:1:0.5 95.70 103.11 11.59 1.84
*DS=Desvenlafaxina succinato, Portador (K= Kolliphor® P 188 y S=Soluplus®)y Methocel™

Los arreglos moleculares identificado de los sistemas dispersos producidos por el método de
fusion fue una mezcla monotéctica (muestran dos eventos endotérmicos) en la formulacion
FIK y una mezcla eutéctica para el caso de la formulacion F2K (presentan un evento
endotérmico). Desvenlafaxina succinato presenta un pico endotérmico aproximadamente a
los 130°C y Kolliphor® P188 un punto de fusioén de 58.0°C. El estado cristalino del farmaco
de las mezclas eutécticas se reduce y forma una sola fase con el portador, manifestandose un
solo punto de fusion, a comparacion las mezclas monotécticas poseen dos fases (farmaco-
matriz portadora) con dos puntos de fusion (ver figura 1).

Los sistemas dispersos s6lidos encontrados por el método de evaporacion de solventes fueron
soluciones vitreas (formulacion F1S) y soluciones sdlidas cristalinas (formulacion F2S). Las
dispersiones solidas cristalinas solo muestran un evento endotérmico del farmaco debido al
cambio cristalino mostrando (117°C). Mientras que las dispersiones sélidas amorfas no se
identifican ninguna sefial debido a las distintas formas irregulares que sufren los cristales del
farmaco que presentan diferentes puntos de fusion (ver figura 1).

Los espectros de infrarrojo de las dispersiones soélidas de desvenlafaxina succinato con
Kolliphor® P188 y desvenlafaxina succinato con Soluplus se compararon con el espectro del
farmaco puro y la mezcla fisica. Las sefales principales que presenta desvenlafaxina
succinato pura aparecen aproximadamente a los 3400 cm™ indicativo de un grupo hidroxilo;
bandas de 3000 — 2800 cm™! de la tension de los enlaces de hidrégeno de los carbonos sp? y
sp® (C-H); 1200 — 1000 cm™ es la flexion del enlace C-O. No se encuentran sefiales
significativas y diferentes entre los espectros de infrarrojo de las mezclas fisicas, dispersiones
solidas y el farmaco, por lo tanto, no hay formacion de complejos o enlaces intermoleculares.
Sin embargo, algunos picos se pronunciaron o redujeron principalmente de los grupos
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funcionales que contienen oxigeno, nitrégeno y de los enlaces carbono-hidrogeno sp? y sp’;
significa que existencia de interacciones de puentes de hidrégeno (ver figura 1).

BIOLOGICOS
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Figura 1. Espectro infrarrojos y termogramas de DSC de dispersiones solidas y mezclas
fisicas de desvenlafaxina succinato.

CONCLUSIONES: Las dispersiones solidas identificadas en el método de fusion fueron
mezclas eutécticas y mezclas monotécticas mientras que las del método de evaporacion de
solventes son soluciones s6lidas amorfas y soluciones solidas cristalinas. Por lo tanto, los dos
procesos de fabricacion aplicados es posible obtener dispersiones solidas de cuarta
generacion debido a la adicion de un agente liberacion prolongado como Methocel™ K15M
o K100M. La disminucién de la cristalinidad o la amorfizacion del fAirmaco se debe a la
cantidad y al tipo de Methocel™ K15M o K100M originando un sistema térmicamente mas
activo y probablemente con una mayor solubilidad.
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ELABORACION DE PARCHES TRANSDERMICOS CON ALUMBRE, ALOE
VERA Y MANZANILLA PARA EL TRATAMIENTO DE QUEMADURAS DE

PRIMER GRADO Y HERIDAS LEVES

Josué Jacob Olivares Saucedo” (Autor 1, expositor), Paola Ediadira Hidalgo Lopez’ (Autor 2), Armando Ismael
Veldzquez Cortés (Autor 3)7, M. en C. José Sinchez Enviquez ' (Autor 4).

TAdscripcion de cada autor: Universidad Mexiquense del Bicentenario Unidad Tultitlan.

*Autor de correspondencia:

Correo: profe_sanchezuest@hotmail.com, ediadiral 975@gmail.com

Palabras clave: Bioplastico, Parches transdérmicos, lignina, heridas leves, quemaduras de primer grado.

INTRODUCCION:

Se elaboraron dos tipos de parches transdérmicos uno a base de pectina y otro a base de lignina los
cuales contienen los agentes terapéuticos Aloe vera, Alumbre y Manzanilla para comprobar cual de
los dos parches reduce el tiempo de cicatrizacion y alivio de heridas leves practicadas en 30 ratones
de laboratorio (Mus musculus). Se hicieron tres grupos de 10 ratones cada grupo. Primer grupo se
realiz6 una herida de 0.5 cm aproximadamente en el lomo y se les aplicéd el parche transdérmico a
base de lignina, con el segundo grupo se procedio igual pero se aplico parche transdérmico a base de
pectina y al tercer grupo no se le aplico parche alguno. Se observa el grupo de ratones al que se aplico
los parches transdérmicos a base de lignina, presentan un menor tiempo de cicatrizacion y alivio que
los parches a base pectina.

OBJETIVO (S):

OBJETIVO GENERAL

Elaborar parches transdérmicos de pelicula plastica con lignina obtenida de hojas de elote la cual
tendra alumbre, aloe vera y manzanilla como sustancias activas para el tratamiento de cortaduras
leves y quemaduras de primer grado, evitando que se infecten.

A) METODOLOGIA PARA OBTENCION DE BIOPELiCULA A PARTIR DE PECTINA

Las variables a considerar son las cantidades de pectina y alcohol polivinilo, dejado constantes las
cantidades de glicerina y acido benzoico. La siguiente tabla muestra la variacion que se realizara de
las sustancias referidas.

INGREDIENTE | FORMULACION | FORMULACION | FORMULACION | FORMULACION 4
1 2 3

Pectina 5g 5g 5g 11g

Alcohol 5¢ 8g I1g 5¢g

polivinilico

Glicerina 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml

Acido benzoico 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml

Agua destilada 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml
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B) METODOLOGIA PARA ELABORAR BIOPLASTICO A PARTIR DE LIGNINA.

Se elaborar bioplasticos a base de lignina para comoararlo con el bioplastico de pectina.

RESULTADOS:
BIOPELICULA A BASE PECTINA

En la figura 1 se muestra los pasos seguidos para la elaboracion de biopelicula de pectina y en la
figura 2 se presentan los resultados de las 5 formulaciones realizadas de acuerdo a las tabla 1 y 1-A,

(Ver figuras 1 y 2, asi como tablas referidas).

Formulacion S

Formulacian <4

Fig.2 Biopeliculas de pectina, se aprecia el aspecto de cada una de las 5 formulaciones elaboradas. Fuente propia.

De las cinco formulaciones elaboradas, la numero 5 (ver tabla 1-A) fue la que presentd mejor
apariencia como se puede apreciar en la figura 2 y por tal razon se eligio esta para elaborar los parches
transdérmicos a la cual se le afiadi6 alimina, aloe vera y manzanilla. La figura 4 muestra el proceso
del vaciado de la formulacion 5 con alumbre, aloe vera y manzanilla para dar forma a los parches

transdérmicos.

Tabla 1. Formulaciones de pectina para elaborar biopeliculas.

INGREDIENTE FORMULACION FORMULACION FORMULACION FORMULACION
1 =z El a

Pectina S g EXS S g 11 g

Aldcohol S g a2g 11 g 5o

polivinilico

Glicerina S ml S mil 5 mil S5 mil

Acido 0.5 ml .5 mil 0.5 ml o.5 ml

benzoico

Agua 50 mil 50 mil 50 mil 50 mil

destilada
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INGREDIENTE FORMULACION 5
Pectina 211 g
Alcohol polivinilico 50g
Glicenna 50 ml
Acido benzoico al 0.1 %% 2.0 ml
Agua destilada 50 ml

BIOLOGICOS

Analisis de la figura 3: La apariencia de los parches transdérmicos elaborados es buena y se adhieren

con facilidad a la piel humana.

Fig. 3 Moldeado lo los parches transdérmicos con la formulacion 5.Fuente propia

Tabla 3. Composician de las formulaciones 4, 94a vy 4b.

Ingrediente Fomulacidan <4 Fornmmulacion 4a Formulacidan 4k
Lignina 0. 500 = 0. 250 o 0252
Almidon de maiz 5.0 = 5.0 5.0z
Glicerimna S il 10 15 mil
SAoua destilada S0 oml S0 ml S50 mil

-

Fig. 4 Ilustracion del poceso de elaboracion de la biopelicula con lignina. Fuente propia.
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Fig. S Aspecto de las biopeliculas elaboradas con lignina. Fuente propia

BIOLOGICOS

Analisis de la figura 5: La formulacion 1 como se aprecia en las fotografias presenta un aspecto
bastante aceptable ya que no tiene aire atrapado y la lignina se integrd bien al almidon, mientras que
la formulacién 2 tiene aire atrapado ademas de haberse contraido al secarse. Finalmente, la
formulacién con 1.5 g de lignina se observa mas obscura.
La formulacién 4 presenta un color obscuro debido a que tiene mas lignina, por eso se disminuy6 a
la mitad en las formulaciones 4a y 4b. Las cuales se muestran mas claras y al secarse no se separo el

alumbre del parche.

PRUEBAS DE DESINTEGRACION

Tabla 4. Tiempo de desintegracién de los parches transdérmicos de lignina en agua y a 25°C

Agitacion (R.P.ML) 50 100 150
Tiempo {Minutos) 149 75 50
Tabla 5. Tiempo de desintegracion de los parches de pectina en agua a 25 °C
Agitacion R.P.M.) 50 100 150
Tiempo {Minutos) 450 231 160

Tabla 6 Resultados de la prueba de desintegracidn de parches transdérmicos con pectina

Agitacion R.P.NL)

50

100

150

Tiempo [(Minutos)

S50

500

3250

Fig. 11 Parches transdérmico de pectina de forma pony y rectangular hecho de pectina, el de forma circular esta
hecho con lignina. Fuente propia

En la figura 12 se presentan parches trandérmicos con lignina, pero que solo tienen un ingrediente
activo. De derecha a izquierda se tiene parche transdérmico con alumbre, al centro parche
transdérmico con aloe vera y a la izquierda parche transdérmico con infusion de manzanilla. Estos
parches se elaboraron asi para probar la eficacia de cada uno de los ingredientes activos en ratones de
laboratorio Mus musculus.

Fig. 12 Parches transdérmicos con lignina con un solo ingrediente activo cada uno como se describe en el texto.

Fuente propia
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Fig. 14. Los cinco ratones con parche transdérmico a base de pectina con los 3 activos. De izquierda a derecha se
observa la herida, al centro de cada foto la aplicacion del parche y la derecha la cicatrizacion en 48 horas. Fuente

propia

Figura 15. A los 5 dias de aplicado el parche a base de lignina con activos, los ratones ya han sanado la
herida, incluso hasta les ha crecido el pelo de nuevo. Se remarca con amarillo para mejor apreciacion
de la herida sanada. Fuente propia.

- { ‘
Figura 17. Aspecto de la ciatrizacion de 5 ratones después de 48 horas de apllcaclon del parche
lignina sin activos. Fuente propia

Figura 18. Ratones a los que se puso parches transdérmicos base lignina con alumbre. Fuente
propia.
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Figura 19. Ratones a los que se aplicaron parches transdérmicos base lignina con Aloe vera. Fuente
propia.

Figura 20. Ratones a los que se aplicaron parches transdermicos base lignina e infusion de manzanilla.
Fuente propia

BIOLOGICOS

CONCLUSIONES:

* Se elaboraron los parches transdérmicos de pectina y lignina con los activos de alumbre, aloe vera
y extracto de manzanilla.

* De las formulaciones elaboradas con pectina, alcohol polivinilico, glicerina, acido benzoico y agua
destilada, la formulacion 5 se eligidé por presentar el mejor aspecto.
* De las formulaciones elaboradas con lignina, almidon de maiz y glicerina se eligio la 4b por
presentar mejor aspecto y textura.
* El tiempo de desintegracion de los parches transdérmicos fue menor para los parches transdérmicos
elaborados con lignina que con pectina
* Los ratones tratados con parches transdérmicos base lignina y adicionados con Alumbre, Aloe vera
y extracto de manzanilla cicatrizaron en 24 horas y a los 5 dias no presentaron rastro de la herida
* Los ratones tratados con parches transdérmicos a base de pectina y adicionados con Alumbre, Aloe
vera y extracto de manzanilla cicatrizaron en 48 horas y 5 dias después presentaban todavia marca de
cicatrizacion
* Los ratones tratados con parches transdérmicos que solo contenian lignina y sin activos cicatrizaron
en 48 horas dejando marca de cicatrizacion cinco dias después.
* Los ratones tratados con parches transdérmicos base de lignina y con alumbre cicatrizaron e 48
horas dejando también marca de cicatrizacion a los 5 dias.
* Los ratones tratados con parches transdérmicos base de lignina y con aloe vera, cicatrizaron en 48
horas y a los 5 dias no presentaron rastro de cicatrizacion.
* Finalmente los ratones tratados con parches transdérmicos a base de lignina y con manzanilla,
cicatrizaron en 48 horas, dejando también huella de cicatrizacion.
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CARACTERIZACION MECANICA DE UNA PELICULA DE XILOGLUCANO
OBTENIDO A PARTIR DE SEMILLAS DE TAMARINDUS INDICA L. Y

DIFERENTES PLASTIFICANTES

Valeria Espz’ndola—SotresI, Elsa Gutiérrez—Cortez’, Juana I. Rojas—MolinaI,
Susana A. Macin-Cabrera’, Carlos T. Quirino—Barreda4*

1 Laboratorio de Investigacion Quimica y Farmacoldgica de Productos Naturales, Universidad Autonoma de
Querétaro.

2 Laboratorio de procesos en Ingenieria Agroalimentaria;, FES-Cuautitlan, Universidad Nacional Autonoma
de Meéxico.

3 Departamento de Atencion a la Salud y 4 Departamento de Sistemas Biologicos, Laboratorio de Farmacia
Molecular y Liberacion Controlada, Universidad Autonoma Metropolitana- Xochimilco.

*Autor Corresponding: E-mail: cquirino@correo.xoc.uam.mx

Palabras clave: peliculas, plastificantes, xiloglucano.

INTRODUCCION:

Una pelicula biodegradable es una matriz delgada obtenida por moldeo, que de acuerdo con
su composicion puede ser utilizada con diferentes fines: comestible, transportadora de
farmacos, cosmética, etc.!. Estas matrices se obtienen a partir de dispersiones conformadas
por polisacaridos, proteinas, lipidos o por una mezcla de éstos, en disolventes como: agua,
etanol o una mezcla de disolventes; ademas, las formulaciones se pueden adicionar con
plastificantes para modificar sus propiedades mecanicas, de acuerdo con la aplicacion
deseadaZ. Actualmente, en la industria farmacéutica las peliculas se pueden utilizar para
controlar la liberacion de un principio activo, preparar formas farmacéuticas con
recubrimiento entérico, asi como enmascarar sabores’. Su objetivo también puede ser actuar
como barrera en céapsulas y tabletas frente al oxigeno, vapor de agua y la luz durante el
almacenamiento. Ademas, las peliculas pueden utilizarse como parches que se adhieren a
una superficie como la mucosa bucal o el esmalte dental para una acciéon local o
transdérmica%. En este contexto, es de interés utilizar biopolimeros formadores de peliculas
bioadhesivas, tal es el caso del xiloglucano que al ser mezclado con sorbitol y/o
propilenglicol como plastificantes, pueden dar lugar a peliculas transportadoras de farmacos
como los antimicrobianos®. Por lo que este trabajo muestra el proceso de extraccion-
purificacion de xiloglucano a partir de semillas de Tamarindus indica L. y la evaluacion de
las propiedades mecanicas de una pelicula obtenida con esta materia prima, el cual es parte
de un proyecto interinstitucional en el que se pretende desarrollar un sistema pelicular capaz
de liberar agentes antimicrobianos para accidon local y sostenida o prolongada sobre la
biopelicula de placa dental.

OBJETIVO (S):

Identificar el efecto del sorbitol y propilenglicol como plastificantes en la formacion y las
propiedades mecanicas de una pelicula de xiloglucano.
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El proceso de extraccion de xiloglucano de acuerdo con Espindola- Sotres (2020) y obtencioén
de las peliculas de acuerdo con Fakhoury et al., (2012), se muestra en la Figura 1.

Refiro de pulpa de tamarindo

Smin a 110°C

100 Semilla de tamarindo

Molino de martilios estriados
Cribade 1 mm

5% (mi)
20rom, 30 min a 80°C

7000 tpm, 25 min

LIMPIEZA

:

TOSTADO*

:

DESCASCARILLADO

MOLIENDAY TAMIZADO

GELACION®

|

CENTRIFUGACION®

Semilla de tamarindo

92g semilla
8g de epicarpio

Retenidoen Tamiz 120 USA

Pruebas de textura

Alcohol: 1-2
Mediofitrante Criba: 3mm

T=40%C

Molino de martillos estriados
Criba: 1 mm

X2%
X2% +82.3y4%
X2%+P2,3y4%
T= 80

36ha2sC

:

PRECIPITACION Y
FILTRACION

|

SECADO

MOLIENDA

DISPERSION

VACIADO EN PLACA

DESHIDRATACION

Humedad: 4 %

Retenidoen Tamiz 120 USA

Los parametros mecanicos fueron determinados con un texturometro (Texture Analizer
Brookfield) con el accesorio TA18. El equipo se calibréo con una compresion TPA a una
velocidad de 1.7 mm/s, una distancia de 15 mm una carga de 0.05 N, se seleccionaron dos
ciclos de medicion para determinar la dureza, la fracturabilidad y la longitud de
extensibilidad. La prueba se realizo6 por triplicado (Galus y Lenart, 2019).

Microscopia electronica de barrido

Se colocaron muestras de peliculas del tamafio de 3 mm por lado, en un porta-muestras de
bronce y posteriormente dar el bafio de oro con un cobertor idnico marca Denton Vacumm
modelo DESK-V, las muestras se analizaron con un microscopio electronico marca JOEL
modelo JSM-6010LA, donde se enfocaron las muestras en aumentos de 500X y 1000X
(Thakur et al., 2017).

RESULTADOS:

Los resultados de la caracterizacidon mecanica se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades mecanicas de las peliculas de xiloglucano
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Muestra Espesor (mm) Dureza o Fracturabilidad Extensibilidad
Resistencia al o Resistencia al (mm)
impacto (kg) corte (kg)

X 2% 0.1+0.02 ¢ 1356 +10 ¢ 1118+ 10 ¢ 592+0.1 ¢
X2%+S2% | 014002 ¢ |14569.6+145 P | 140233140 P | 936+0.79 P
X 2% + S 3% 0.1+002 ¢ 13971.3+139 €| 13758.6+£ 135 ¢ 515+0.1 ¢
X 2% + S 4% 0.17+0.02 ? |[141326+140 €| 13119.3+130 ¢ | 0.38+0.03 ¢
X2%+P2% | 0.11 £ 0.02 % | 13363+133 ¢ 12702+ 120 € 3.37+£0.01 ©
X2%+P3% | 0.12 + 0.02 * | 11186.6+110 €| 11186.6+111 ¢ | 12.79+0.79 T
X2%+P4% | 015 £ 0.02 P | 9934+110 © 9934+100 | 12.7+0.79 S

X: xiloglucano; S: sorbitol, P: propilenglicol

Los datos representan la media + DS (n=3), el analisis estadistico fue realizado mediante ANOVA de una via con una
prueba post hoc de Tukey. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia
estadistica significativa (p < 0.05).

Las micrografias de las peliculas de xiloglucano se observan a continuacion en la Figura 2.

Zaku

x5

SE M

Figura 3. Morfologia (superficie) de las peliculas: a) xiloglucano-sorbitol,
b) xiloglucano-propilenglicol

CONCLUSIONES:

1. El proceso de extraccion-purificacion de xiloglucano a partir de semillas de Tamarindus
indica L., nos permitié obtener una materia prima apta para la formulacion farmacéutica.

2. La formacion de peliculas con xiloglucano como tnico componente son altamente
quebradizas por lo que requiere de plastificantes como sorbitol y propilenglicol para obtener
una pelicula con mejores propiedades mecanicas de resistencia, extension y adhesion.
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3. En parametros de textura, en las formulaciones con propilenglicol el incremento en la
proporcion de plastificante disminuye la dureza y resistencia a la fractura, pero aumenta la
extensibilidad de la pelicula. En cambio, con el sorbitol el incremento en la proporcion de
plastificante disminuye los tres pardmetros.

4. Considerando los resultados se determina que la formulaciéon con sorbitol al 2 %
proporciona los parametros mecanicos con mayor potencial para su aplicacion sobre el
esmalte dental; quedando pendiente evaluar su adhesividad.

5. La diferencia observada de rugosidad superficial de las peliculas obtenidas, se atribuye a
las distintas interacciones entre el xiloglucano y cada plastificante, se requiere evaluar su
efecto sobre la adhesion.
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DISENO Y EVALUACION IN VITRO DE IMPLANTES DE FORMACION IN

SITU A BASE DE PLGA (VIATEL®)

Nayelli Campos Morales™, Maria Josefa Bernard Bernard’, Viridiana Gisela Llera Rojas® Carlos Tomds
Quirino Barrera', Jorge Esteban Miranda Calderén’

! Universidad Auténoma Metropolitana

2 Universidad Auténoma de Mé xico

Autor de correspondencia:
Correo: j.miranda(@correo.xoc.uam.mx
Palabras clave: ISFI, PLGA, Doxiciclina, Liberacion controlada

1. INTRODUCCION:

La liberacion sostenida permite una reduccidon en la dosificacion comparada con la forma
convencional en la que se encuentra el firmaco [Gad, 2008]. Un sistema de liberacion controlada de
farmacos cumple principalmente dos funciones, la primera es el transporte del farmaco a un sitio
particular del organismo y la segunda se refiere a que la liberacion va a ocurrir de manera controlada
dependiendo de la preparacion de formas farmacéuticas, esto determina la velocidad a la que el
farmaco se encontrara disponible en el organismo [Gad, 2008]. Los implantes de formacion in situ
consisten en soluciones poliméricas que precipitan en el lugar de la inyeccion y forman asi un depdsito
de elucion de farmaco. La liberacion se divide tipicamente en tres fases: explosion durante la
precipitacion del deposito, difusion del farmaco a través de la matriz polimérica y finalmente la
liberacion del farmaco por degradacion del sistema [Parent, et al. 2013]. El poli (&cido lactico-co-
glicolico) (PLGA) se utiliza con frecuencia como matriz en sistemas de administracion de farmacos
controlados por via parenteral. Es biocompatible, ofrece una gran variedad de rutas de degradacion y
liberacion del farmaco. Se degrada a acido glicdlico y acido lactico [Lizambard, et al. 2019]. La
doxiciclina es una tetraciclina sintética, ademas de las propiedades antibacterianas de amplio espectro
que posee esta molécula, se han descubierto propiedades antiinflamatorias interesantes que la han
convertido en una posible opcion terapéutica en multiples enfermedades [Navarro-Trevifio, et al.
20201].

2. OBJETIVO GENERAL

Disefar y evaluar implantes in situ a base de PLGA, determinado por un disefio de experimentos para
obtener una liberacion sostenida de hiclato de doxiciclina durante 7 dias.

2  MATERIALES Y METODOS:
3.1 Materiales y equipos

Hiclato de doxiciclina, acido estearico,. N-metilpirrolidona, Viatel (PLGA 75:25, 50:50, 85:15).
Membrana de dialisis. Espectrofotometro UV-Vis, Shimadzu. Disolutor, VanKel. Texturémetro,
Agrosta. Calorimetria diferencial de barrido, NETZCH. Liofilizadora, LABCONCO-TRIAD.
Microscopia electrénica de barrido, Optoedu.

3.2 Metodologia

3.2.1 Lineamientos de calidad por el disefio: Se realizo la investigacion de conceptos, evaluacion
del solvente, barrido, curva de calibracion y pruebas de formacion.

3.2.2 Propuestas de formulacion: Se pesaron diferentes cantidades de polimero PLGA 50:50, asi
como de acido estearico y farmaco. Se inyect6 1 mL de la formulacién en 5 mL de buffer de
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fosfatos7.4 y se dejo en oscuridad por 7 dias a temperatura ambiente, sin agitacion y se realizo
reposicion de medio y se cuantificaron los resultados.

3.2.3 Modelo estadistico: Se tienen los factores: polimero, aditivo y farmaco, a dos niveles cada
uno, incluyendo un punto central, teniendo como variable de respuesta: efecto burst, segundo
y sexto dia de formacion. El punto central se realiza por triplicado. Se dejaron por 7 dias en
un bafio de agitacion a 37+5°C a 20 rpm en oscuridad y se realizé un cambio de medio en
tiempos establecidos y se leyd en el espectrofotometro a 276 nm posteriormente se grafico
su liberacion.

3.2.4 Liberacion in vitro en membranas de dialisis: Se inyecto 1 mL de la formulacion 4 central
en una bolsa de membrana de dialisis que contenia 5 mL de buffer de fosfatos 7.4 y se ingreso
en los vasos con 400 mL de buffer de fosfatos 7.4, se realiza por triplicado y se mantendran
a 37 °C en un agitador orbital incubado a 50 RPM. La solucién se muestrea 3 mL cada hora
las primeras 6 horas y cada dos horas hasta cumplir 12 horas y se cuantifican los resultados.

3.2.5 Caracterizacion morfologica

Caracterizacion
morfoldgica

[ [

Andlisis de textura Calorimetrfa diferencial de
barrida
L form e

Les tormulaciones 32 7b y 4 central st

1

Micrascopia electronica de barrido

4 sonmal, Ty 3ase
peratury

dejaron £n formacin

4. RESULTADOS:

4.1 Lineamientos de calidad por el disefio: Se conoce funcion, descripcion, PM, solubilidad de PLGA,
hiclato de doxiciclina, NMP y acido estearico. Solubilidad: NMP solubiliza farmaco y polimero. Barrido:
Longitud de onda: 276 nm. Curva de calibracion: IC £ 25.03,27.05 y r* = 0.99. Pruebas de formacion:
Conocimiento previo para las propuestas de formulacion de implantes.

4.2 Propuestas de formulacion

—=—R1

Farmaco acumulado
Farmaco acumulado

v T 4 5 3 7 3 Ry T 3 7 5 5 7 3
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

4.3 Modelo estadistico

PLGA=67.5

) EA . 150 = 9 Efecto burst
C:Farmaco i
=- = 104-12.8 B

A:PLGA 140 [~ 4 == 128452
1 152476
= 17.6:20.0
g — 22.4-24.8
AB & - 24.827.2
£ 120 4 = 272296
B 206-32.0

10 [ 4

BC H
! 100 [ M— 200 152 B

0 1 2 3 4 5 6 3 3.4 3.8 4.2 4.6 5
Efecto estandarizado Acido esteérico
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4.3 Liberacion in vitro en membranas de dialisis
25 A " B
100 ./'
21 90 ./
N 8qf /

i -
50 /

k|
T 7 7 5 ] o 2 T 3 3 rs 5 5 7
Tiempo en horas Tiempo en dias

Porcentaje de farmaco liberado
=
Porcentaje de farmaco liberado

4.2 Evaluacién morfologica

Andlisis de textura y DSC

Formulacion Dureza Elasticidad
7b 5.06 N 3517.5% ;z B
4c 9.62 N 1719.9% ; 9 “W—m—-
3a 962N 1207.5% - et
Microscopia electrénica de barrido
Formulacioén 7b Formulacion 4 central Formulacion 3 a

Fo-usall

5. CONCLUSIONES:

Se realiza una formulacion que sigue los lineamientos de QbD, determinando asi el espacio de
conocimientos mediante un disefio de experimentos. La liberacion a través de membranas de dialisis
permitio una proyeccion a 7 dias, caracterizando asi la liberacion al conocer el modelo al que se ajusta
el disefio. La revision de las caracteristicas fisicoquimicas y morfoldgicas ayudaron a comprender el
comportamiento de los implantes en la liberacion del farmaco en diferentes formulaciones.
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inversion: Critical physicochemical parameters to modulate drug release. Journal of Controlled Release, 172(1), 292-304.
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2013.08.024
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for the treatment of periodontal diseases: Simultaneous controlled release of an antiseptic and an anti-inflammatory drug.
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DETERMINACION DEL DESEMPENO DE LA HARINA DE MEZQUITE
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Palabras clave: Antiparasitarios, Harina mezquite, Sistema SeDeM, compresion directa.

INTRODUCCION:

El mezquite (Prosopis spp.) es una leguminosa distribuida en regiones aridas, semiaridas y
de climas calidos de la Republica Mexicana. Los pueblos indigenas lo han usado como
alimento y como remedios para varios padecimientos gastrointestinales tanto en humanos
como en animales. (Reyes et al., 2017, Reyes-Guerrero, 2021). Tiene un uso potencial como
antihelmintico presentandose como una alternativa natural y barata en el control de
nematodiasis en el ganado. Usando la harina de mezquite podrian fabricarse tabletas de
liberacion modificada para administrarlas con mayor facilidad y en dosis necesarias para el
control del parasito.

El sistema SeDeM es una metodologia aplicada en los estudios de preformulacién de
comprimidos, determina la capacidad de un polvo para usarse en la tecnologia de compresion
directa. El sistema determina 12 parametros relacionados con el comportamiento reoldgico
del polvo y a partir de éstos se calculan tres indices que permiten identificar la idoneidad del
polvo para ser comprimido. En el presente trabajo se caracteriza la harina de mezquite
utilizando el sistema SeDeM para identificar si es apta para la tecnologia de compresion
directa y asi, proponerse la elaboracion de comprimidos para su utilizacion en el tratamiento
de la infeccion por Haemonchus. contortus en ovejas.

OBJETIVO

Aplicar el sistema SeDeM, para determinar la capacidad de la harina de mezquite en la
elaboracion de tabletas por compresion directa.

MATERIALES Y METODOS:

Los 12 parametros que se requieren en la obtencién del diagrama SeDeM son:
Densidad aparente y compactada (Da y Dc), usando el método de la probeta de la MGA
1061 de la FEUM (2014).

Indice de esponjosidad (le), indice de Carr (I1C), Indice de Hausner (I1H), se utilizan los
datos de las densidades anteriores para calcularlos.
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Indice de cohesividad (Icd). Se determiné comprimiendo una mezcla de mezquite, talco
(2.36%), Aerosil® 200 (0.14%) y estearato de magnesio (1%) en una tableteadora rotativa,
Riva Piccola B-10 aplicando la mayor fuerza de compresion posible. A los comprimidos
finales se les determiné la dureza. (Sufie et al., 2013).

Angulo de reposo (o) y tiempo de flujo. El 4ngulo de reposo se determind siguiendo la
MGA 1061 de la FEUM (2014). Y se tom0 el tiempo que tarda el polvo en fluir a través del
embudo en segundos.

Humedad relativa (%HR) e Higroscopicidad La humedad relativa se determind con 1g de
muestra en una termobalanza ROCA® y la higroscopicidad se calculé como el porcentaje de
peso de humedad adsorbida por la muestra.

indice de homogeneidad (I0). La determinacion del tamafio de particula se realiz6 en un
analizador laser de tamafio de particulas LA-950V2 HORIBA, usando el modulo de
dispersion en seco. (Sufie, et al., 2013):

Porcentaje de particulas menores a 50 pm (%Pf). Se realizo junté con la prueba de indice
de homogeneidad.

PROCESAMIENTO DE LOS DATOS

Una vez establecidos los 12 pardmetros del diagrama SeDeM, se obtuvieron los valores
radiales usando los factores que establece Sufie y colaboradores (2013). A partir de los
parametros obtenidos, se calcularon los indices: paramétrico (IP), de perfil paramétrico (IPP)
y el indice de Buena compresion (IGC).

RESULTADOS:

En la tabla 1 se resumen los resultados.

Tabla 1. Parametros, media de incidencia e indices de aceptacién

Factor de incidencia | Parametro| Valor experimental| Valor radial] Media delncidencia
Da (g/mL) 0.42 4.24
Dimensional Dc (g/mL) 0.64 6.38 5.31
le 0.14 1.18
- IC 33.42 6.68
Compresibilidad icd (N) 1541 077 2.88
IH 1.50 7.49
. . ° 30.14 3.97
Deslizamiento/fluidez ,?, 8 719 701 6.45
%HR (%) 4.96 3.60
Lubricacion/estabilidad [ o4 (%) 6.66 6.67 5.13
%Pf (%) 20.21 5.96
Lubricacion/dosificacion 10 0.0054 268 4.32
Indice Paramétrico (IP) 0.50
Indice de perfil paramétrico (IPP) 4.79
indice de Buena Compresion (IGC) 4.56
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Segun Scholtz et al. (2017), al presentar valores menores a 5 se consideraria que la harina de
mezquite no es apta para la compresion directa, pero para mejorar el desempefio de la harina
de mezquite en compresion directa se sugiere utilizar un excipiente adecuado para corregir
los factores de compresibilidad y de lubricacién/dosificacion.

Los valores radiales se representan de forma gréafica en la Figura 1, donde los pardmetros con
poca area sombreada representan una deficiencia de la harina.

%Pt

%HR led

Figura 1. Diagrama SeDeM de la harina de mezquite
CONCLUSIONES:

El sistema experto SeDeM, puede ser una opcién adecuada para identificar si algunos
productos herbales son aptos para ser utilizados por la tecnologia de compresion directa,
como en el caso de la harina de mezquite y asi identificar caracteristicas a corregir que ayuden
con su posterior procesamiento en una forma farmacéutica.
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Palabras clave: diabetes, glipizida, gastro-retencion.

INTRODUCCION: A nivel mundial la diabetes tipo 2 (DBT2) es una de las enfermedades cronicas
mas frecuentes en adultos y una de las principales causas de ceguera e insuficiencia renal cronica'.
Se cuenta con diferentes farmacos para el tratamiento de la DBT2 entre ellos la glipizida (GPZ), una
sulfonilurea de segunda generacién con una vida media corta que se comercializa en tabletas de
liberacion inmediata y sistemas osmoticos™. Actualmente, los sistemas de administracion de
farmacos gastro-retentivos reciben una gran atencion porque, incrementan la biodisponibilidad de los
farmacos caracterizados por tener una ventana de absorcion estrecha limitada al tracto gastrointestinal
superior, asi como, farmacos con vida media corta y baja solubilidad intestinal®. La gastro-retencion
se puede lograr mediante el desarrollo de diferentes sistemas como sistemas de alta densidad,
flotantes, mucoadhesivos y expandibles®. En este proyecto se realizo el desarrollo de tabletas flotantes
con 10 mg de glipizida empleando el bicarbonato de sodio como agente promotor de la efervescencia.

OBJETIVO GENERAL: Desarrollar y evaluar in vitro tabletas flotantes de glipizida (10 mg) con
tiempos de flotacion y liberacion de 24 horas en medio acido.

MATERIALES Y METODOS:

Materiales: Glipizida, Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) K100M, Carbémero 71G, estearato de
magnesio, bicarbonato de sodio, celulosa microcristalina tipo PH 102.

Métodos: Para la fabricacion de las tabletas flotantes de GPZ se planted un disefio factorial 2% de
acuerdo con lo siguiente:

Factores: HPMC K100M (8-15%) y Carbomero 71G (5-10%). Manteniendo fija la cantidad de
Bicarbonato de sodio (3%) y estearato de magnesio (0.5%).

Variables de respuesta: Tiempo total de flotacion (TTF), tig, indice de hinchamiento (IH), indice de
erosion (IE), % de GPZ liberado.

Fabricacion de

Caracterizacion las tabletas por
reologica de los Tamizado de Mezclado de compresion
materiales. materiales materiales directa en una
(FEUM) tableteadora
rotativa
S Caracterizacion
., Evaluacion in vitro de las 1600 1
Evaluacion del perfil de tabletas tecnologica de las
liberacion. tabletas

(TTF7 tlag’ IH’ IE) (FEUM, USP)

346


mailto:lmelgoza@correo.xoc.uam.mx
https://www.industrialcellulosics.com/es-mx/products/methocel

IX Congreso del Departamento
de Sistemas Bioldgicos

Casa abierta al tiempo

SISTEMAS

RESULTADOS:
Tabla 1. Caracterizacion reoldgica de la glipizida y excipientes, se presenta el promedio (n=3).
. indice de | Indicede | Velocidad de | Angulo de |Propiedades de
Material . .
Carr Hausner flujo (g/s) reposo flujo

Glipizida USP 35.79 1.55 0.71%* 37.55 Muy pobres
HPMC K100M 27.11 1.37 2.79 35.68 Pobres
CBM 71G 13.73 1.15 9.77 30.25 Buenas
CMC PH 102 21.91 1.28 32.73 32.63 Aceptables
Bicarbonato de sodio 12.10 1.13 51.38 26.58 Buenas

*Flujo forzado por movimiento con espatula

Tabla 2. Caracterizacion tecnoldgica de las tabletas flotantes. Se presenta la Media = DE

Lote Friabilidad | Variaciéon de | Resistencia ala | Valoracién | Uniformidad de
(%) peso (mg) ruptura (kp) (%) contenido (%)
1 0.08 197.39+1.28 6.48+0.32 99.89+0.13 98.30+3.29
2 0.09 199.42+1.54 6.80+0.59 95.32+0.94 94.33+3.61
3 0.09 200.45+1.08 7.27+0.29 99.62+1.44 98.24+3.94
4 0.09 200.12+1.90 6.84+0.53 97.28+1.19 97.36+4.13

BIOLOGICOS
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Figura 1. Graficos superficie repuesta de la evaluacion in vitro de las tabletas flotantes
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Figura 21. Perfiles de disolucion de las tabletas flotantes (n=3)

CONCLUSIONES:

1.

Los excipientes seleccionados para la formulacion cumplen con las caracteristicas reologicas
para emplearlos en compresion directa.

2. Las tabletas cumplen con los atributos criticos de calidad de acuerdo con lo establecido en la
FEUM 11* edicion, USP 41 y los establecidos de manera interna.
3. Al estar los polimeros en el nivel alto, el tiempo total de flotacion y el indice de hinchamiento
aumentan y el ti,g, €l indice de erosion y la liberacion de la glipizida disminuyen.
4. La formulacion que tuvo mejor desempeftio fue el lote 1, ya que flotoé durante 24 horas y liber6
el 89.88% de glipizida a velocidad constante.
BIBLIOGRAFIA:

1.

Chaturvedi R, Desai C, Patel P, Shah A, Dikshit RK. An evaluation of the impact of antidiabetic
medication on treatment satisfaction and quality of life in patients of diabetes mellitus. Perspect Clin Res.
2018;9(1):15-22.

Kalam MA, Alshamsan A, Alkholief M, et al. Solubility Measurement and Various Solubility Parameters
of Glipizide in Different Neat Solvents. ACS Omega. 2020;5(3):1708-1716

Batool F, Ahmad M, Minhas MU, et al. Use of Glutaric Acid to Improve the Solubility and Dissolution
Profile of Glipizide through Pharmaceutical Cocrystallization. Acta Pol. Pharm. 2019;76(1), 103-114.
Gupta R, Tripathi P, Bhardwaj P, & Mahor A. Recent advances in gastro retentive drug delivery systems
and its application on treatment of H. Pylori infections. JAPRL. 2018;7(4), 404-410.

5. Bahadur S, Sahu M, Baghel P, Yadu K, & Naurange T. An overview on various types of gastroretentive
drug delivery system. ScienceRise. 2020;6(28), 4-13.

BIOLOGICOS

348



SISTEMAS

m IX Congreso del Departamento

Casa abierta al tiempo de Sistemas BiOIO’giCOS

BIOLOGICOS

SISTEMA ENSAMBLE PARA EL CULTIVO Y PROCESAMIENTO DEL
Sphenarium purpurascens Ch. (CHAPULIN), COMO FUENTE ALIMENTICIA

CON POTENCIAL NUTRACEUTICO

Herndndez Garcia, Angel Danie '; Quirino-Barreda, Carlos Tomds*?; Méndez Zepeda Christian®

Licenciatura en Diseiio Industrial; ?Departamento de Sistemas Biolégicos, Area de Tecnologia
Farmacéutica, Laboratorio de Farmacia Molecular y Liberacion Controlada; *Departamento de Sintesis

Creativa, Division de Ciencias y Artes para el Diseiio.

Universidad Autonoma Metropolitana- Xochimilco.
*Autor de correspondencia: E-mail: cquirino@correo.xoc.uam.mx

Palabras clave: Chapulin, Sphenarium purpurascens, cultivo, alternativas alimentaria, nutracéuticos.

INTRODUCCION: (Méximo 600 palabras)

Si bien el consumo, recoleccion o crianza de chapulines (Sphenarium purpurascens Ch.)
como una de las especies de insectos comestibles desde los pueblos originarios hasta la
cocina de autor es de lo mas ampliamente difundido en México como alimento alternativo
(Melo-Ruiz, et al., 2013) y por su alto valor nutracéutico (Melo-Ruiz, et al., 2015; Melo-
Ruiz, et al., 2019) se puede decir que desde su crianza o recoleccion, hasta su distribucion
comercial, ain se encuentra en estado emergente; ya que en la mayoria de casos, el control
en la recoleccion o la crianza como medios de abasto, asi como en la cadena de distribucion,
es nulo o deficiente (Aquino-Olmedo, 2015; Ibarra-Herrera, et al., 2020); no aprovechandose
en ciertos casos su desarrollo en ciertas zonas agricolas al ser considerados y tratados como
una plaga (SENASICA, 2020). En el caso de los procesos que acompafian el cultivo del
chapulin y su conversion en un producto alimentario aun se llevan a cabo de forma arcaica,
ya que, en la mayoria de los casos, los chapulines no se cultivan en granjas de insectos, sino
que se recolectan libremente en los campos (Hernandez-Ramirez, et al., 2020). Ante este
hecho es casi imposible tener un control de calidad y sanitario cauteloso, del mismo modo el
proceso de transformacion a producto alimentario una vez que son recolectados se encuentra
sin estandarizar en la mayoria de los casos.

Desde hace varias décadas ha llamado la atencidon de los investigadores en nutricion el
consumo de chapulines, ya que diversos estudios han demostrado su alto valor nutricional,
superando, por ejemplo, a la carne vacuna. Es asi, por ejemplo, que soélo en contenido de
proteina por cada 100 g de masa seca, se han obtenido valores que oscilan entre 47y 75 g
(Melo-Ruiz, et al.,, 2015; Guzman, 2018; Ibarra-Herrera, et al., 2020); habiéndose
determinado también valores altos de otros nutrientes: 4.13 de grasas, 2.31 de carbohidratos
y 19.5 de fibra.

Ante este escenario surge la necesidad de generar un sistema que permita la estandarizacion
en la crianza y tratamiento de Chapulines comestibles, asi como su tratamiento para
transformarlos en un producto alimentario tipo harina, que permita ser formulado como
nutracéutico o como suplemento alimenticio.

349



SISTEMAS

IX Congreso del Departamento
Casa abierta al tiempo de Sistemas Bioldgicos

BIOLOGICOS

OBJETIVO:

Disefiar y optimizar un sistema ensamble que permita el cultivo controlado y estandarizado
del Sphenarium Purpurascens Ch. (Chapulin) dentro de espacios controlados.

MATERIALES Y METODOS:

El proceso de investigacion que se utilizo para el disefio del sistema ensamble de cultivo del
S. purpurascens inicid con una investigacion documental que sirvid para conocer las
caracteristicas bioldgicas y reproductivas de la especie, asi como los requerimientos para su
correcto desarrollo y cultivo.

Una vez abordada la parte tedrica se procedié a generar una lluvia (bocetaje) de ideas con
base a los requerimientos de cada una de las fases del ciclo de vida del insecto, previamente
identificados, como son las condiciones de luz, humedad y temperatura. Una vez generadas
las propuestas o bocetos suficientes, se realizo la seleccion de la opcion mas completa y esta
misma se redisefio tratando de mejorar los puntos mas débiles con el fin de generar un disefo
mas completo.

El disefio del sistema ensamble para el cultivo de insectos se realizd con base a una serie de
espacio que se resumen en la siguiente tabla, en la cual se puede apreciar cada estadio del
ciclo bioldgico del S. purpurascens y sus necesidades de temperatura y humedad.

Numero de areas necesarias para la crianza
del Chapulin por etapas de desarrollo

Maximo Minimo
Incubacion 7 Incubadoras 6 Incubadoras
Dias:
166 +/-3
Ninfa 1 2 Camaras 1 Camara
Dias:
155 +/-7.1
Ninfa 2 2 Camaras 1 Camara
Dias:
125 +/-47
Ninfa 3 2 Camaras 1 Camara
Dias:
13.9+/- 63
Ninfa 4 2 Camaras 1 Camara
Dias:
21.0+4/-5.1
Ninfa 5 2 Camaras 1 Camara
Dias:
235+/-4.8
Adulto y 2 Camaras 1 Camara
oviposicion
Dias: 14
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El resultado de la investigacion y el proceso de disefio condujo a un sistema ensamble (figuras
1 y 2) que permite cultivar chapulines a través del uso de un mobiliario especial que se divide
en 4 areas principales donde serdn colocadas las cajas de cultivo (figura 3), estas ultimas
seran los hébitats donde crezcan y se desarrollen los chapulines segun su etapa biologica.
Cada area cuenta con regulacion térmica y de humedad que se controla a través de un sistema
de lamparas de calor, ventiladores y termostatos.

Para el sano crecimiento de la especie se disefiaron cajas de cultivo especiales que extienden
el area de superficie y permiten al chapulin “esconderse” mejor y evitar el estrés que provoca
la sobrepoblacion de chapulines.

Fig. 1. Imagen frontal de los elementos pertenecientes al sistema ensamble de cultivo de chapulines

Fig. 2. Imagen de la vista posterior del ensamble de cultivo de chapulines con paredes divisorias
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Fig. 3. Caja de cultivo de chapulines

CONCLUSIONES:

1. El consumo de insectos como una alternativa dentro de la dieta humana, particularmente
del Chapulin, resulta sumamente valioso desde la perspectiva nutricional, como en el
aspecto social y economico para generacion de ingresos a pequefios productores.
Ademas, existe también un menor impacto negativo al ambiente en comparacion a otras
fuentes de produccion de alimentos de alta carga proteica, como la ganaderia.

2. Laproduccién a pequeiia escala de insectos comestibles como los chapulines, en sistemas
como el que se plantea en este trabajo, puede ser de utilidad para un control de la crianza
del chapulin no dependiente de los cultivos y por tanto, sin afectar a éstos como plaga, y
puede generar ingresos adicionales a agricultores o a poblacion de areas rurales o
suburbanas para el abasto de mercados y restaurantes

3. Eldisefio del presente sistema para el cultivo de insectos facilitara la adopcion de nuevas
alternativas alimentarias dentro de las nuevas generaciones al brindarles un objeto
especializado

4. La produccion a baja escala de alimentos y la produccion para consumo directo permite
tener un mayor grado de inocuidad en el proceso y producto final.

BIBLIOGRAFIA:

Aquino-Olmedo, S.T. 2015. Efecto de la temperatura y humedad en el ciclo biolégico del
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SENASICA-DGSV. 2020. Chapulines de Importancia Econdomica en México en cultivo de
frijol: Brachystola magna, Brachystola mexicana, Melanoplus differentialis, Sphenarium
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