FACULTAD D

2026

=z
=]
-

Volumen 89

ISSM: 0041-8307

Pimenta racemosa

UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA




Revista Facultad
de Farmacia Universidad

Central de Venezuela
Vol. 89 - N°1 - 2026
ISSN: 0041-8307
ISSN-e: 2739-0373
Dep6sito legal: 195902 DF 224
Caracas/Venezuela

Universidad Central de Venezuela
Rector
Dr. Victor Rago
Vicerrectora Académica
Dra. Maria Fatima Garcés
Vicerrector Administrativo
Dr. José Balbino Le6n
Secretaria
Dra. Corina Aristimuno

Facultad de Farmacia
Decano (E)

Dr. Michel Mijares
Directora Administrativa
Dra. Maria Isabel Calderén
Coordinadora Académica

Prof. Noris Vera
Directora del Instituto de
Investigaciones Farmacéuticas
Dra. Maria Gabriela Matos
Director de Postgrado
Dr. Michael Mijares
Coordinadora de Extension
Esp. Marisol Gbmez

Indexada en LILACS, Latindex y Revencyt

directori
) irectorio L”_ACS
laMIdeX Literatura Latinoamericanayy del
Caribe en Clencias dea Saud

REVENCYT = Crossref

W

Diagramaciéon y montaje en linea
Yraiceles Jiménez (yrajimenez@gmail.com)
Direccién
Facultad de Farmacia UCV - Apartado 40.109
Caracas 1040-A - Venezuela

Portada: Facultad de Farmacia,
Universidad Central de Venezuela
Se observa la planta: Pimenta racemosa

Contenido

Comité EpITORIAL

Investigacion en el desarrollo y validacién de un método

para el andlisis de Diacereina en capsulas duras.

AnDREA K. HERNANDEZ CARTA, GABRIELA V. CASTELLANOS,
ConstanzA E. DE Sousa CADENAS, MARISABEL Bor

Efecto de rescate de la L-carnitina frente a la cardiotoxicidad inducida por
antimoniato de meglumina: Un estudio dual en cultivos 3D de mioblastos cardiacos
en Gota Pendiente y modelado de blind docking en el receptor CPT1B

Marco ANTONIO ALVAREZ OCHOA

12

&Son las estatinas farmacos sequros?
REeYes A ZerPA URDANETA, MARGARITA SALAZAR-BOOKAMAN

21

Efecto del bloqueo del receptor AT, sobre los niveles de interleucinas
proinflamatorias salivales en la enfermedad periodontal experimental
MaRiA GABRIELA MATOS, ANITA ISRAEL, MARIA DEL R0oSARIO GARRIDO

53

Evaluacion de la actividad antimaldrica de la cloroquina en combinacién
con extracto etandlico de Curcuma longa sp. en ratones infectados
con Plasmodium berghei

MagiA E Acosta, NEIRA GAMBOA DE DomiNGUEZ, MARIA A OSUNA

63

Manejo farmacoldgico de las infecciones odontogénicas. Propuesta
de protocolo de tratamiento en base al espectro antimicrobiano de distintos farmacos
ALVEN ARREAZA

81

Novedoso agente dopaminérgico y serotoninérgico del clorhidrato

del 4-amino-2a,3,4,5-tetrahidro-5-acenafteno. Sintesis, perfil farmacolégico
y estudio tedrico del funcional de la densidad

JorRGE ANGEL, MARIA RAMiREZ, RoSNELSY MARTINEZ,

MARIENMY VELASQUEZ, ALEXANDER ALBARRACIN, L1GIA ANGEL,
BiaGINA MiGLIORE, JAIME CHARRIS, MARIA DEL RosAaRio GARRIDO,
AnitA IsRAEL, SIMON E. Lorez, RopoLro 1zQUIERDO

94

QSAR en Toxicologfa: prediccién de toxicidad basada en
propiedades fisicoquimicas y estructurales
DanieL Buvar pE Viraini, JosE M DuarTte-Vivas, Jost R TORRES

122

Chemical composition and antiviral activity of Venezuelan Pimenta racemosa
essential oil and its major component (Eugenol) against Oropouche Virus
Kanuska CrAvez, HécTtor RaNGEL, MARIANGEL DELGADO,

IsaBEL ANDUEZA, ALiRICA . SUAREZ

146

NORMAS DE PUBLICACION

157



II

Revista de la Facultad de Farmacia

Comité Editorial

Editora
Dra. Anita Stern Israel

Facultad de Farmacia
Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela
Email: astern88@gmail.com
ORCID: 0000-0003-1812-0759

Comité Editorial Institucional

Dra. Maria Margarita Salazar-Bookaman
Facultad de Farmacia,
Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela
Email: mmsalazarb@gmail.com
ORCID: 0000-0002-4439-9856

Dra. Alirica Suarez
Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela,
Caracas, Venezuela
Email: alirical @yahoo.es
ORCID: 0000-0002-3317-5179

Dr. Jaime Charris
Facultad de Farmacia
Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela
Email: charrisjaime@gmail.com
jaime.charris@ ucv.ve
ORCID: 0000-0003-4404-2619

Dra. Isabel Andueza
Facultad de Farmacia
Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela
Email: ianduezaiif@gmail.com
ORCID: 50000-0002-1585-862X

Dr. David De Souza
Facultad de Farmacia
Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela
Email: jodav23@yahoo.com

Dra. Miriam Regnault
Facultad de Farmacia
Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela
Email:miriamregnault@gmail.com

Comité Editorial Nacional e Internacional

Dr. Jorge Angel
Facultad de Quimica,
Universidad del Zulia. Maracaibo, Venezuela.
E-mail: jal16ag@gmail.com
ORCID:0000-0002-2423-3285

Dr. Gustavo Benaim.

Instituto de Estudios Avanzados — IDEA. Instituto
de Biologia Experimental — IBE. Caracas, Venezuela.
E-mail: gbenaim@gmail.com
ORCID:0000-0002-9359-5546




Dr. Marco Antonio Alvarez.
Seccién de Microscopia, Instituto Anatémico
José Izquierdo, Facultad de Medicina, Universidad Central
de Venezuela, Caracas, Venezuela.
E-mail: alvarezmenator@gmail.com.

ORCID: 0000-0002 1781-4532

Dr. Carlos Cabrera-Lozada
Maternidad Concepcién Palacios. Venezuela.
Academia Nacional de Medicina. Caracas, Venezuela.
E-mail:carloscabreralozada@gmail.com
ORCID: 0000-0002-3133-5183

Dr. Enrique Lopez-Loyo
Facultad de Medicina, Escuela Vargas. UCV.
Academia Nacional de Medicina. Caracas, Venezuela.
E-mail: lopezloyoe@gmail.com
ORCID: 0000-0002-3455-5894

Dra. Maritza Padrén
Catedra de Farmacologia y Toxicologia
del Departamento de Ciencias Fisiologicas
de la Escuela Luis Razetti, Facultad de Medicina,
Universidad Central de Venezuela. Caracas, Venezuela.
E-mail: mapa2111@gmail.com.

ORCID: 0000-0001-5333-8097

Dra. Lorena Cudris Torres
Universidad Popular del Cesar,
Valledupar, Cesar, Colombia.

Investigador Senior y Par Evaluador de MinCiencias, Vice
Chair OWSD de la UNESCO, Capitulo Colombia.
E-mail: lcudris3@cuc.edu.co
ORCID: 0000-0002-3120-4757

Dr. Juan Bautista De Sanctis
Palacky University, Olomouc, Republica Checa,
E-mail: juanbautista.desanctis@upol.cz
ORCID: 0000-0002-5480-4608

Dra. Ana Maria Castejon
Universidad Nova Southeastern,
Faculty of Pharmacy. Florida, USA.
E-mail: castejon@nova.edu
ORCID: 0000-0002-9402-1173

Dr. Simén Lépez D'Sola
University of Florida. Gainesville, Florida. USA.
Email: simondl@gmail.com
ORCID: 0000-0002-4326-129X

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 89 - ¥ 1 - 2026

III



1\Y

Dra. Edelma Ros
Quimica Farmacéutica.
Asociacion Uruguaya de Ciencias Cosméticas.
Asociacién de Quimica y Farmacia
de Uruguay. Uruguay.
E-mail: edelmaros@gmail.com

Dra. Jenny Saturno
Universidad Norbert Wiener,
Universidad del Atlantico Barranquilla, Colombia.
E-mail: jf.saturno@javeriana.edu.co
ORCID: 0000-0003-0619-8858

Dra. Yaira Mathison
Clinical Research Associate, Instituto de
Investigacion del Hospital Santa Creu i Sant Pau.
Barcelona, Cataluna, Espana.
E-mail: mathisony@gmail.com

Dra. Rachel Mata
Universidad Nacional Autbnoma de México,
Facultad de Quimica. México, México.
Email: rachel@unam.mx.

ORCID: 0000-0002-2861-2768

Esta Revista se publica bajo el auspicio del
Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico
Universidad Central de Venezuela.

CDCH-UCV

(b cdch-ucv.net {94 publicaciones@cdch-ucv.net
W Rat P




Revista Facultad de Farmacia, UCV

Investigacion en el desarrollo y validacion
de un método para el analisis de Diacereina
en capsulas duras

Investigation and development of a method for the
validation of Diacerein in hard capsules

AnDREA K. HERNANDEZ CARTA!”, GABRIELA V. CASTELLANOS?,
Constanza E. DE Sousa CApENAS®, MARISABEL BOgr*

Resumen

El presente estudio desarroll6 y validé un método analitico de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
para cuantificar la diacereina (DCR) en capsulas duras. El proposito fue establecer una metodologia confiable
para este principio activo, dado que las farmacopeas oficiales no disponen de un método validado para él. El
desarrollo metodolégico incluy6 la seleccion de la longitud de onda (258 nm) y la elaboracién de la fase moévil
(solucién de acetato de amonio 0,1 M /ACN / TEA en proporcién 75:25:0,1;pH 6,00), logrando una separaciéon
eficiente en una columna Waters XBridge C18 3,5 um, 3,0 mm x 150 mm, a un flujo de 0,5 mL/min. Se realiz6
el tratamiento del patrén y de las muestras para asegurar resultados confiables. Los hallazgos revelaron
que el método es lineal en el rango de 0,04 a 0,06 mg/mL (R > 0,999) y preciso, con una baja variabilidad
(0,27% para el tiempo de retencion y 1,13% para la repetibilidad del método). La exactitud confirmé que tenia
una tasa de recuperacion media de 99,66 %. Un aspecto novedoso es su especificidad, como indicador de
estabilidad, lo que demuestra la capacidad de cuantificar DCR, incluso ante una degradacién forzada y completa
en condiciones basicas. Adicionalmente, el método demostré ser robusto frente a pequenas variaciones en
los parametros cromatograficos y su aplicabilidad en muestras locales result6 acertada. En conclusion, se ha
establecido y validado exitosamente un método por HPLC para la determinacién y cuantificaciéon de diacereina
en capsulas duras, que cumple con las directrices regulatorias y ofrece una herramienta confiable y sensible.

Palabras clave: HPLC, Diacereina, Desarrollo, Validacion, Control de calidad, Indicadores de estabilidad

Abstract

The present study developed and validated an analytical method using high-performance liquid chromatography
(HPLC) to quantify Diacerein (DCR) in hard capsules. The purpose was to establish a reliable methodology for
this active pharmaceutical ingredient, as official pharmacopeias do not currently present a validated method for
it. The methodological development included the selection of the wavelength (258 nm) and the elaboration of
the mobile phase (0.1M ammonium acetate solution /ACN/TEA in a 75:25:0.1 ratio, pH 6.00), achieving efficient
separation with a Waters XBridge C18 3.5 um, 3.0 mm x 150 mm column, at a flow rate of 0.5 mL/min Sample
and standard treatments were performed to ensure reliable results. The findings revealed that the method is
linear in the range of 0.04 to 0.06 mg/mL (R > 0.999) and precise, with low variability (0.27% for retention time
and 1.13% for method repeatability). Accuracy confirmed an average recovery of 99.66%. A novel aspect is its
specificity as a stability-indicating method, demonstrating the ability to quantify DCR even in the presence of
forced degradation and complete degradation under basic conditions. Additionally, the method proved robust to
small variations in chromatographic parameters and was successfully applicable to local samples. In conclusion,
an HPLC method has been successfully established and validated for the determination and quantification of
Diacerein in hard capsules, in compliance with regulatory guidelines, and provides a reliable and sensitive tool.

Keywords: HPLC, Diacerein, Development, Validation, Quality control, Stability indicators
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INVESTIGACION Y DESARROLLO DE UN METODO DE VALIDACION DE DIACEREINA EN CAPSULAS DURAS

Introduccion

La diacereina (DCR), cuyo nombre, segun
la Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC), es acido 9,10-dihidro-4,5-
diacetoxi-9,10-2-antracenocarboxilico, es
un compuesto heterociclico con estructura
antraquinonica (Almezgagi y col., 2020)
(Figura 1). La DCR pertenece al grupo
de farmacos modificadores lentos de los
sintomas de la artrosis, conocidos por su
acronimo en inglés, SYSADOA (Symptomatic
Slow-Acting Drug in Osteoarthritis). Es un
profarmaco que, tras su administracion
oral, sufre un proceso de desacetilacion
que lo transforma en su metabolito
activo, Reina, alcanzando su concentracion
plasmatica maxima entre 1,8 y 2 horas
(Cuesta y Martinez, 2003). Su mecanismo
de accion, como farmaco no esteroideo y
antiinflamatorio, consiste en la inhibicion
de la produccion y la actividad de la
Interleucina-1, asi como de la secrecion de
metaloproteasas, sin afectar el sistema de
las prostaglandinas.

En la actualidad no existe un método
oficial reportado para el analisis de
diacereina en capsulas en las principales
farmacopeas, ni la Farmacopea de los

J\ 0O O/LD
L o

O O

Figura 1. Estructura quimica de la diacereina. Fuente:
Quimica Cérdoba S.A.

o O

Estados Unidos de América (USP), ni la
Farmacopea Europea (EP) presentan
un método validado y verificado para la
valoracion de este principio activo bajo
la forma de capsulas. La disponibilidad
de un método de cuantificacion validado
resulta esencial tanto para el analisis
rutinario como para la investigacion
sobre este medicamento. Esto garantiza
la seguridad, calidad y eficacia del
tratamiento, previniendo posibles errores
en la produccion de lotes que podrian
afectar negativamente a la poblacion.

Materiales y Métodos

Se empled un equipo de cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC) conformado
por una bomba marca Waters modelo 600E
System Controller, un automuestreador
de inyeccion automatico marca Waters
modelo 717 plus y un detector de arreglos
de diodo del tipo PDA marca Waters modelo
996, acoplado a un computador con el
programa Millennium 32. Se probaron dos
columnas cromatograficas: inicialmente,
para el desarrollo del método, se empled
una columna Waters yBondapak C18, 10
um, 3,9 x 300 mm, lote 0213312103; vy,
luego, para la validacién, una columna
Waters XBridge C18, 3,5 ym, 3,0 mm X
150 mm, lote 12B381351. Los reactivos
empleados fueron: acetonitrilo grado HPLC
Plus, marca Fermont; acetato de amonio de
grado reactivo, marca Merck; acido acético
dlacial, marca Mallinckrodt; y agua de grado
HPLC, purificada con el ultrapurificador
Nanopure. Todas las muestras fueron
filtradas a través de una membrana de
0,2 um antes de ser inyectadas en el
cromatografo, con membranas de filtracion
de nylon de 13 mm x 0,45 um, hidrofilicas,
PP, marca Membrane Solutions. Se utilizé

4
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un patréon secundario de diacereina (DCR)
durante toda la investigacion, con pureza
del 99,35% y fecha de vencimiento en
diciembre de 2026, elaborado por Ronald
Pharmaceuticals PVT LTD. Las muestras
de DCR fueron adquiridas en farmacias
locales por los autores de este trabajo de
investigacion y consisten en capsulas duras
de diacereina de 50 mg, vigentes durante
toda la investigacion.

Los datos se expresaron como las
medias * coeficiente de variacion CV, y
fueron analizados mediante la prueba ¢
de Student y se consider6é una diferencia
estadisticamente significativa con un valor
de p<0,05

Resultados
DESARROLLO DEL METODO

El primer paso fue evaluar la solubilidad
de DCR, que result6 insoluble en agua. Se
preparo el patron A (ST A), que consistia en
disolver el ST A en una solucién diluente
(SD), compuesta por una mezcla de
Acetonitrilo (ACN) y agua grado HPLC en
una proporcion de 50:50. Se le agregaron
2 mL de buffer de acido acético/acetato de
amonio 1M, pH 5; se agit6 mecanicamente
con vortex durante 5 minutos y se le aplico
ultrasonido durante 5 minutos. Resulto
soluble.

Se selecciond una longitud de onda
de 258 nm, porque es la de maxima
absorbancia obtenida para la DCR, evitando
asi errores inherentes a las leyes de Lambert
y Beer, lo que permite obtener resultados
precisos, con la ventaja de un aumento de
la sensibilidad del método, un menor error
instrumental y la garantia de la linealidad.

La evaluacion de las fases moviles se
realiz6 en condiciones isocraticas, con
el objetivo de identificar aquellas que
ofrecieran una separacion prometedora
del analito frente a posibles interferencias
de la matriz de la capsula. Finalmente, las
condiciones seleccionadas para validar el
proceso de cuantificacion de diacereina en
capsulas duras fueron las establecidas en
la Tabla I.

VALIDACION DEL METODO

Linealidad. Se realizaron tres curvas
de calibracién en tres dias distintos,
cada una con 5 niveles de concentracion:
0,040; 0,045; 0,050; 0,055 y 0,060 mg/
mL, que corresponden al 80%, 90%,
100%, 110% y 120%, respectivamente.
Se muestra en la Figura 2 cada curva de
calibracién obtenida en funciéon del area
total de las senales cromatograficas frente
a la concentraciéon del patron de DCR.
En la Tabla II, se resumen los resultados
obtenidos. Se observa que los valores del
coeficiente de determinacion (R?) obtenidos
son mayores que 0,999, lo que demuestra
un adecuado ajuste del modelo predictivo,
siendo estos los mas cercanos al de la
recta mas probable. Ademas, al realizar la
prueba de linealidad, los coeficientes de
variacion de los factores de respuesta (CV
%) obtenidos fueron todos inferiores al 5%,
lo que demuestra que no existe diferencia
estadisticamente significativa y, por lo tanto,
el método es lineal.

Al analizar los graficos de residuales
(Figura 3), no se observa una tendencia
lineal; por lo tanto, los errores no
estan correlacionados con la variable
independiente ni entre si. Estos hallazgos
refuerzan significativamente la linealidad

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 89 - Y° 1 - 2026



INVESTIGACION Y DESARROLLO DE UN METODO DE VALIDACION DE DIACEREINA EN CAPSULAS DURAS

Tabla I.
Condiciones cromatograficas seleccionadas para el método
de validacion de capsulas duras de DCR

Tiempo
Flujo de Volumen Columna
Composicion Fase Movil | (mL/min) | Longitud |retencién de cromatografica
de onda (min) inyeccion
A(nm) (uL)
Waters XBridge
Acetato Amonio 0,1 M: ACN: C18 3,5 um, 3,0
TEA pH 6,0 (75: 25: 0,1) 0,50 258 5,02 5,00 mm x150 mm
lote 12B381351
ACN: Acetonitrilo, TEA: Trietilamina
LINEALIDAD D48 1 LENEALIDAD DA 2
b bnral vt o L R e Bt LIMEALESASD DLk 3 ) N
= | iz
Figura 2. Curvas de calibracién dias 1, 2 y 3. Estudio de la linealidad
Tabla II.
Resultados de la determinacion de linealidad del método
Parametro Dia 1 Dia 2 Dia 3
Ecuacioén de la recta
y=b*x +a y=6,31A7 * X -41284 | y = 6,33A7 * x - 19643 | y=6,27A7*Xx - 20511
CoFiEEE et 0,9994 0,9997 0,9997
correlacion (r)
Coeficiente de 0,9989 0,9994 0,9993
determinacion (R?)
Suma de los cuadrados 2069089559 6369661820 7503061617
residuales
Factores de Respuesta 61300454,1 62437819,13 61735381,41
promedio (f)
Coeficiente de Variacion
de los factores de 1,48 1,04 1,15
respuesta (CV f %)
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Figura 3. Gréfico de residuales

del método, demostrando que el modelo
de regresion lineal utilizado es un ajuste
adecuado a los datos y que los supuestos
de aleatoriedad y homocedasticidad de los
errores se cumplen.

Especificidad. Se analizaron 6
muestras de DCR sometidas a degradacion
forzada mediante estrés quimico, mediante
ensayos de fotolisis, hidrolisis basica,
hidrdlisis acida, termolisis y oxidacién, y
una muestra inyectada a las 24 horas sin
almacenamiento especial. Se determind
el porcentaje de degradacion y la pureza
espectral de las senales cromatograficas.
Los resultados se muestran en la Tabla III.

Los cromatogramas comparativos
obtenidos en la Figura 4 muestran la
especificidad del método analitico, al no
observarse interferencias ni solapamientos
con la senal correspondiente a la DCR, lo
que evidencia que es capaz de identificar
inequivocamente al analito de interés, con
pureza espectral determinada por un valor
del angulo de pureza inferior al umbral de
ruido cromatografico.

PRECISION

Precision del sistema cromatografico:
Fue determinada a partir de 5 inyecciones
repetidas del patrén a la concentracion del

Tabla III.
Contenido de diacereina, angulos de pureza (PA) y umbral de ruido (TH) de las
muestras sometidas a pruebas de degradacion forzada

Muestra Contenido (mg/cap)| % Degradacion PA TH
Muestra Control 49,51 0.00 0.105 0,257
Fotolisis 48,04 2,97 0,186 0,253
HCI 1N 6,50 86,87 0,576 0,494
H,0, 10% 34,67 29,97 1,195 0,246
Termolisis 14,55 70,61 0,09 0,231
NaOH 1IN 0,00 100,00 - -
Muestra 24h 57,89 No aplica 0,142 0,228

PA: Angulo de pureza TH: Umbral de ruido

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 89 - Y° 1 - 2026
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Figura 4. Cromatogramas de las muestras de DCR sometidas
a degradacion forzada

100% (0,050 mg/mL). Se obtuvieron CV
para el tiempo de retencion y el area bajo la
curva de 0,27 % y 0,3 %, respectivamente.
Ambas desviaciones estaban muy por
debajo del 2%, lo que indica que el sistema
cromatografico se encontraba en 6ptimas
condiciones para su uso.

Repetibilidad. Se encontr6 que, en
promedio, cada capsula de diacereina
contenia 48,71 mg (97,41% con respecto
a lo declarado) de principio activo, con
un coeficiente de variacion del 1,54%, lo
que confirmé que el método era repetible,
al presentar una variabilidad menor del

wm i ‘woa ol el (=

Tabla IV.
Resultados de la repetibilidad del método
de determinacion de DCR en capsulas

Réplica Contenido Diacereina
mg/cap

1 49,72
2 49,15
3 49,20
4 47,84
3 48,14
6 48,18
Promedio 48,71
% respecto al 97,41
declarado

S 0,75
cv 1,54
RSDr 3,17
HorRat 1,13

S: desviacién estandar; CV: coeficiente de variacién; RSDr:
coeficiente de variacién de Horwitz; HorRat: indice de Horwitz

2%. La Tabla IV presenta los resultados
de la repetibilidad del método analitico.
Adicionalmente, se calcul6 el coeficiente de
variacion de Horwitz, que resulté en 3,17%,
para calcular el valor de HorRat, que aporta
al método una verificacion estadistica
adicional, el cual arroj6é 1,13%, lo que
confirmé que el método era repetible, al
tener una variabilidad menor del 2%.

Precision intermedia. En la Tabla V
se presentan los resultados obtenidos al
aplicar la metodologia propuesta durante
tres dias distintos, empleando el mismo
equipo y analista. Los porcentajes de DCR
respecto del declarado cumplen con las
especificaciones del medicamento durante
los tres dias de analisis. Adicionalmente,
al encontrar valores de CV inferiores al
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Tabla V.
Resultados de la precision intermedia
en la determinacion de diacereina

Contenido Diacereina
Réplica (mg/cap)

Dial [Dia2 [Dia 3
1 50,38 (49,16 | 48,52
2 49,02 (48,30 48,13
& 48,10 (49,34 | 48,71
Promedio 49,16 (48,93 48,45
% respecto al declarado| 98,33 | 97,87 | 96,91
S 1,15 | 0,56 | 0,30
CV 2,33 1,14 | 0,61

S: desviacién estandar, CV: coeficiente de variacién

doble del CV obtenido en el estudio de
repetibilidad, se reconfirma la excelente
precision intermedia del método propuesto.

Exactitud: Se calcul6 el porcentaje de
recuperacion obtenido en los tres niveles
(75%,100% y 125%) (Tabla VI). Para
confirmar que un método es exacto, el
% de recuperacion debe aproximarse lo
mas posible al 100%, obteniéndose un %
promedio de recuperacion de 99,66%, lo
que demuestra que el % de recuperacion
es satisfactorio. Al aplicar la prueba t de
Student, se obtuvo un valor t de 0,619.
Al ser el t_ menor que el t_ . que era
4,303, para un intervalo de confianza del
0,05. Se concluye que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre el %
de recuperacion media y el 100 %, lo que
indica que la metodologia propuesta es
exacta.

Robustez. El método para la
determinacion de diacereina en capsulas

Tabla VI.
Porcentaje de recuperacion de diacereina
mediante la adicion de Patron (Spike)

Nivel de Recuperacion

Concentraciéon (% R)
75% 98,77
100% 99,53
125% 100,67
Media 99,66

S 0,96

CVv 0,96

S: desviacién estandar, CV: coeficiente de variacion

duras demostro ser robusto, al no presentar
diferencias significativas al realizar cambios
deliberados en las siguientes condiciones:
flujo de la fase moévil de 0,5 mL/min = 0,1,
composicion de ACHN de la fase movil en
proporcion del 25% con variacion de = 5%
v/v, y pH de la fase movil de 6,0 = 0,5. En
la Tabla VII se presentan los resultados del
estudio de robustez. Se puede observar
que la influencia de las variables estudiadas
present6 valores inferiores a Sv2, lo que
permite concluir que el método es robusto
ante las modificaciones aplicadas a los
parametros, de acuerdo con el diseno de
matriz de Plackett y Burman.

Limite de Deteccion (LOD) y Limite
de Cuantificaciéon (LOQ): Para la
determinacién del limite de deteccion
(LOD) y del limite de cuantificacion (LOQ), se
elabor6 una curva de calibracién con cinco
niveles de concentraciéon de analito del 1%,
2%, 3%, 4%y 5%, que se corresponden con
las concentraciones de 0,5097 ppm, 1,0193
ppm, 1,5289 ppm, 2,0386 ppm y 2,5483
PpPmM, respectivamente.
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Tabla VII.
Porcentaje de recuperacion de diacereina
mediante la adicion de Patron (Spike)

Tabla VIII.
Resultados obtenidos con la aplicacion del
método en el medicamento Ay B

Parametro Influencia Resultado
A 4,55 Conforme
B 3,6 Conforme
C 0,03 Conforme
AB 0,58 Conforme
AC 4,55 Conforme
BC 3,87 Conforme
ABC 0,84 Conforme
S 8,98

S 2 12,70

A: Flujo (mL/min); B: % de ACN; C: pH
S: Desviacion estandar

Se obtuvieron un LOD de 0,0309 ppm y
un LOQ de 0,4761 ppm para DCR, siendo
este ultimo ligeramente menor que el nivel
del 1% de la curva de calibracion. Estos
resultados muestran que el método es
sensible a concentraciones bajas de DCR y
puede utilizarse para el analisis de trazas y
la validacion de la limpieza de equipos.

Aplicabilidad. Una vez validado el
método, se aplicé en el analisis de dos
medicamentos de laboratorios diferentes:
Medicamento A, de laboratorio nacional, y
Medicamento B, importado, pero con registro
sanitario, con el fin de demostrar que el
método propuesto es capaz de cuantificar
inequivocamente la DCR con precision y
exactitud. Los resultados, descritos en la
Tabla VIII, obtenidos en el analisis de los
medicamentos A y B, demuestran que el
método es capaz de cuantificar diacereina
con precision y exactitud, ya que en todos
los casos cumple satisfactoriamente con
coeficientes de variacion menores al 2%;
sin embargo, podemos observar que el

Muestra Contenido D‘iacereina
(mg/cap)
A B

Mx 1 48,88 45,04
Mx1 48,94 45,05
Mx2 48,58 43,20
Mx2 48,59 43253
Mx3 48,55 4429
Mx3 48,34 44,243
Promedio 48,65 4417
% respecto al 97,29 88,35
declarado
CN 0,46 186

medicamento B no cumple con el contenido
declarado.

Conclusiones

El método analitico desarrollado para la
determinacion de diacereina en capsulas
duras presenta un comportamiento lineal en
el rango de concentraciones de 0,040 a 0,065
mg/mL y un coeficiente de determinacion
mayor que 0,99. El método resulto6 ser preciso,
exacto, especifico, robusto y capaz de detectar
trazas de medicamento dentro de los limites
de cuantificacion y de determinacion. El
método cumple con los criterios establecidos
para la validacion de la USP y la ICH, por lo
que puede aplicarse como método rutinario
para pruebas de control de calidad y
como indicador de estabilidad. El método
desarrollado cumple satisfactoriamente con
los criterios de aceptacion, proporcionando
la confianza para analizar medicamentos
de manera segura y de calidad, para su
administracion a la poblacion.
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Efecto de rescate de la L-carnitina frente a la
cardiotoxicidad inducida por antimoniato de
meglumina: Un estudio dual en cultivos 3D de
mioblastos cardiacos en Gota Pendiente y modelado
de blind docking en el receptor CPT1B

Rescue effect of L-carnitine against meglumine antimoniate -induced
cardiotoxicity: A dual study in 3D cardiac myoblasts in Hanging Drop
cultures and Blind Docking modeling on the CPT1B receptor

Marco Antonio ALvAREZ OcHOA

Resumen

La cardiotoxicidad inducida por el antimoniato de N-metilglucamina (AM-Sb®*, Glucantime) constituye una de
las principales limitaciones terapéuticas en el manejo de la leishmaniasis. Este efecto adverso se relaciona
con alteraciones tanto morfolégicas como funcionales del miocardio, que pueden comprometer la seguridad
del tratamiento. Este estudio tuvo como objetivo establecer el posible mecanismo ligando-receptor en la
relacion Cardiotoxicidad-Cardioproteccion mediada por Glucantime y L-carnitina mediante un enfoque dual
in vitro e in silico. Se utilizaron mioblastos cardiacos de embrién de pollo de 7 dias en un modelo 3D de
Gota Pendiente. La morfometria se cuantificé con Imaged Fiji. Simultaneamente, se emple6 el blind docking
predictivo asistido por IA (Gemini) para modelar las posibles interacciones en el receptor de la enzima Carnitina
Palmitoil Transferasa 1B isoenzima cardiaca (CPT1B). Los resultados in vivo mostraron que el AM-Sb®" induce
un colapso morfolégico, con un incremento de la circularidad celular de 0,89 *+ 0,03 y una reduccién del area
citoplasmatica del 58%. El analisis in silico revel6 que el AM-Sb®* actila como inhibidor competitivo, con AG =
-8,1 kcal/mol, y se fortalece mediante enlaces rigidos con Lys-612. La L-carnitina demostré un mecanismo de
exclusiéon competitiva, desplazando al ligando antimonial a pesar de un AG < el de Glucantime; sin embargo,
fue fortalecido por enlaces con Ser-643 de mayor estabilidad. La integraciéon de la bioinformatica y de los
cultivos 3D identifica al receptor CPT1B como un blanco primario de la toxicidad inducida por AM-Sb®". La
L-carnitina actiia como un potente agente de rescate multitarget, estabilizando la integridad metabdlica y
estructural del mioblasto cardiaco embrionario cultivado en Gota Pendiente.

Palabras clave: CPT1B, L-carnitina, antimoniato de meglumina, blind docking molecular, bioinformatica,
cultivo en gota pendiente

Abstract

Cardiotoxicity induced by N-methylglucamine antimoniate (AM-Sb®*, Glucantime) is a major therapeutic
limitation in the management of leishmaniasis. This adverse effect is associated with both morphological
and functional alterations in the myocardium, which can compromise treatment safety. This study aimed
to establish the possible ligand-receptor mechanism underlying the Cardiotoxicity-Cardioprotection
relationship mediated by Glucantime and L-carnitine through a dual in vitro and in silico approach. Cardiac
myoblasts from 7-day-old chick embryos were cultured using a 3D Hanging Drop model, and morphometric
changes were quantified via Imaged Fiji. Simultaneously, Al-Gemini-assisted predictive blind docking was
employed to model potential interactions within the Carnitine Palmitoyl transferase 1B (CPT1B) cardiac
isoform enzyme receptor. In vitro results demonstrated that AM-Sb** induces morphological collapse,
as evidenced by an increase in cell circularity to 0.89 = 0.03 and a 58% reduction in cytoplasmic area.
In silico analysis revealed that AM-Sb®" acts as a competitive inhibitor, AG = -8.1 Kcal/mol, reinforced
by rigid bonds with Lys-612. Conversely, L-carnitine demonstrated a competitive exclusion mechanism,
displacing the antimonial ligand despite having a lower AG than Glucantime; this is attributed to stronger
interactions with Ser-643. The integration of bioinformatics and 3D cell culture identifies the CPT1B
receptor as a primary target of AM-Sb®* toxicity. L-carnitine acts as a potent multi-target rescue agent,
stabilizing the metabolic and structural integrity of embryonic cardiac myoblasts in Hanging Drop cultures.

Keywords: CPT1B, L-carnitine, Meglumine Antimoniate, Molecular Blind Docking, Bioinformatics, Hanging
Drop Culture
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Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad
tropical en la que los antimoniales
pentavalentes, como el antimoniato
de meglumina (AM-Sb®*), contintan
siendo la terapia de primera linea en
muchas regiones endémicas debido a su
disponibilidad, su costo relativamente bajo
y su amplia experiencia clinica acumulada.
Sin embargo, su uso esta fuertemente
condicionado por la cardiotoxicidad
asociada a estos compuestos, un efecto
adverso que puede comprometer la
seguridad del tratamiento (Bromberger-
Barnea y Stephens, 1965; Alvarez y col.,
2005). Se sabe que el tejido cardiaco
depende en gran medida de la f-oxidacion
de acidos grasos como principal fuente
de energia, proceso cuyo paso limitante
esta regulado por la carnitina-palmitoil
transferasa 1 (CPT1), especificamente por
la isoforma CPT1B, predominante en el
miocardio. CPT1B, miembro de la familia
de las acetiltransferasas de carnitina/colina,
cataliza la transferencia del grupo acilo
desde los acil-CoA derivados de acidos
grasos de cadena larga a la carnitina,
generando acil-carnitina. Esta conversion
permite el transporte del sustrato a través de
la membrana mitocondrial interna mediante
el translocador CACT, facilitando asi su
entrada en la B-oxidacion y la consecuente
produccion de ATP indispensable para la
funcion contractil del corazén (Gimeno,
2007; Szrok-Jurga y col., 2023). A pesar
de ser procesos ampliamente conocidos,
las posibles interacciones ligando-receptor
aun se discuten, y poco se sabe sobre
las interacciones con posibles agentes
cardiotoxicos, como el antimoniato de
meglumina (AM-Sb°*). La estabilidad
de la unién en el sitio activo de CPT1B
depende de una red de interacciones no

covalentes que involucran residuos clave
como la lisina (Lys), la serina (Ser) y la
histidina (His). Las fuerzas electrostaticas
y los puentes de hidrogeno determinan la
afinidad y el posicionamiento del ligando:
la lisina establece interacciones ionicas
fuertes con grupos cargados del farmaco
o0 del sustrato, mientras que la serina
participa en la coordinacion del acil-CoA
mediante puentes de hidrogeno esenciales
para su orientacion catalitica. La histidina
contribuye a la estabilizacion del estado
de transicion mediante interacciones
dinamicas, asegurando la correcta
transferencia del grupo acilo a la carnitina
(Ragupathiy col., 2025). La relacion ligando—
receptor en un contexto de cardiotoxicidad—
cardioproteccion depende, hasta donde se
conoce, de la misma red de interacciones
no covalentes que rige la afinidad y
la estabilidad de cualquier complejo
molecular: fuerzas electrostaticas, puentes
de hidrégeno, interacciones hidrofobicas
y ajustes conformacionales inducidos
por el ligando. En el caso de CPTI1B,
estas interacciones determinan cémo un
compuesto puede interferir (cardiotoxicidad)
o restaurar (cardioprotecciéon) la funcion
metabdlica del cardiomiocito, modulando
la entrada de acidos grasos a la mitocondria
y, por ende, la disponibilidad de ATF.

Por ello, el presente estudio evalu6 el
mecanismo ligando-receptor subyacente a
la relacién cardiotoxicidad—cardioproteccion
mediada por Glucantime y L-carnitina,
empleando un enfoque dual in vitro e in
silico. Mediante un modelo tridimensional
de cultivo celular en Gota Pendiente y un
blind docking asistido por 1A (Gemini), se
analizan las interacciones no covalentes que
estabilizan la unién a CPT1B, con énfasis en
residuos como Lys, Ser e His. Este abordaje
permite dilucidar como Glucantime puede
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alterar la dinamica del sitio activo y como
la L-carnitina actia como agente protector
al restaurar la afinidad y la funcionalidad
mitocondrial

Materiales y Métodos

Enfoque in vitro

Se utilizaron mioblastos cardiacos
obtenidos de embriones de pollo en estadios
Hamburger-Hamilton 29-30 (HH 29-30),
etapa en la que el tejido cardiaco presenta
alta actividad proliferativa y sensibilidad
metabodlica. El cultivo se establecio
mediante la técnica tridimensional (3D) de
Gota Pendiente, previamente descrita para
otros tipos celulares (Gimeno, 2007). En el
caso especifico de los mioblastos cardiacos,
se emplearon explantes sembrados en un
medio compuesto por extracto nutritivo de
embrién de pollo y plasma, en proporcion
1:1, incubados a 37 °C durante 24 h, lo
que permitié la formacion de esferoides
viables y metabdlicamente activos,
aptos para ensayos de cardiotoxicidad
y cardioprotecciéon. Luego del tiempo
de incubacién, los cultivos fueron
seleccionados de acuerdo con el tamano
del halo de crecimiento celular y divididos
en tres grupos experimentales: Control
(solucién salina), Téxico (Glucantime®
(Rhoéne-Poulenc-Rorer, France AM-Sb>*
50 uM=20 mg/mL)) y Rescate (AM-Sb>*
+ L-carnitina 100 uM=0,016 mg/mL.
Sigma. Saint-Quentin-Fallavier, France).
Por cada unidad de peso de L-carnitina
utilizada en los ensayos, se emplearon
1.250 unidades de peso de Glucantime,
proporcion que permite evaluar la capacidad
de la L-carnitina para ejercer efectos
cardioprotectores aun en condiciones de
marcada desventaja estequiométrica. Los

parametros morfolégicos —circularidad,
areay perimetro— se registraron a partir de
imagenes obtenidas mediante microscopia
de contraste de fase (Olympus BX50) de los
distintos cultivos tridimensionales. Dichas
imagenes fueron analizadas con el software
ImagedJ/Fiji, lo que permitié cuantificar las
alteraciones estructurales asociadas a la
cardiotoxicidad inducida por Glucantime
y determinar el grado de restauracion
morfologica mediado por la L-carnitina.

Enfoque in silico

Se utilizé un protocolo de blind docking
predictivo asistido por IA-Gemini, que
permitioé superar las limitaciones derivadas
de la escasa disponibilidad del software
de simulacién convencional. Este enfoque
integré algoritmos de inteligencia artificial
para inferir de manera no dirigida las
interacciones ligando-receptor, predecir
las energias libres de Gibbs asociadas a
cada modo de unién y localizar los posibles
sitios de acoplamiento de Glucantime
y L-carnitina. La combinacién de blind
docking y analisis asistido por 1A proporcion6
un marco robusto para interpretar los
mecanismos moleculares subyacentes a la
cardiotoxicidad inducida por Glucantime y
la accién cardioprotectora de la L-carnitina
(Hetényi y van der Spoel, 2002; Trott y col.,
2010; Lohningy col., 2017; Reny col., 2020).
El protocolo incluy6 la seleccion del receptor
CPT1B, isoforma cardiaca de la carnitina
palmitoil transferasa 1, utilizando el modelo
estructural predicho por AlphaFold, que
ofrece una conformacion tridimensional
de alta confianza para el analisis de
interacciones moleculares. Este modelo
permitio identificar regiones potencialmente
relevantes para el acoplamiento entre
Glucantime y L-carnitina. Los ligandos
se prepararon a partir de sus estructuras
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quimicas estandarizadas: L-carnitina,
obtenida de la base de datos Puchen (CID
10917), caracterizada por su grupo amonio
cuaternario, cargado positivamente, y su
grupo carboxilo, cargado negativamente,
lo que le confiere un comportamiento
zwitteridnico relevante para su interaccion
con residuos polares del sitio activo. Por su
parte, la AM-Sb** (Glucantime), construida a
partir de la estructura de N-metilglucamina
(CID 4049), considerando la coordinaciéon
del antimonio pentavalente y su potencial
para establecer interacciones electrostaticas
con los residuos cargados del receptor.
Los modelos generados constituyen
una hipoétesis mecanistica robusta, pero
requieren validacion futura mediante:
software bioinformatico especializado en
dinamica molecular para confirmar las
energias libres de union y las distancias
de enlace exactas; métodos de docking
exhaustivo con algoritmos de busqueda
mas finos; y calculos cuanticos-mecanicos
para confirmar energias de interaccion y
geometrias de enlace.

Se cuantificaron las interacciones y
los residuos clave. El analisis incluy6 la
cuantificacion de las energias de union (AQG)
para cada ligando; las distancias de enlace
(A) entre los ligandos y los residuos criticos
del sitio activo, como la Lys-612, asociada a
interacciones idnicas con grupos cargados,
la His-411, relevante para puentes de
hidrégeno dinamicos y la estabilizacion del
estado de transicion, y la Ser-643, esencial
para la coordinacién del sustrato natural y
la orientacion catalitica. Estos parametros
permitieron comparar la afinidad relativa de
Glucantime y L-carnitina, asi como inferir
posibles mecanismos de interferencia
(cardiotoxicidad) o de restauracién funcional
(cardioproteccion).

Los resultados se expresaron como
media = desviacion estandar. Se aplico
la prueba t de Student y se consider6
estadisticamente significativa una diferencia
con p < 0,05.

Resultados

Enfoque in vitro

El analisis morfométrico de los mioblastos
cardiacos cultivados en el modelo de Gota
Pendiente 3D, en controlesy tratados, revel6
diferencias estructurales significativas entre
los grupos experimentales (Figura 1): en el
grupo control (Figura 1A), los mioblastos
exhibieron un fenotipo caracteristico,
fusiforme y altamente elongado, propio de
los mioblastos cardiacos sanos en desarrollo.
El factor de circularidad fue de 0,42 = 0,05,
lo que refleja un citoesqueleto organizado,
con un area citoplasmatica prominente y
perimetros de membrana bien definidos;
en comparacion con el grupo toxico (Figura
1B), donde se destaca un severo colapso
morfoloégico. Las células experimentaron
una retraccion citoplasmatica drastica y
un redondeamiento evidente, lo que las
hizo perder su forma. Esto se cuantifico
mediante un aumento significativo del
factor de circularidad, que alcanzé 0,89
+ 0,03. Ademas, se observd una marcada
reduccion del area citoplasmatica total y del
perimetro de la membrana. Por tltimo, en el
Grupo de Rescate (Figura 1C), a pesar de la
presencia de una concentracion masiva de
Glucantime (relacion de masa 1.250:1), la
adicion de L-carnitina protegi6 eficazmente
la arquitectura celular. Los mioblastos
conservaron en gran medida su morfologia
elongada, con un factor de circularidad de
0,48 + 0,06. Esta recuperacion del factor
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AM-Sb** Glucantime

AM-Sb*3 + L-Carnitina

Figura 1. Andlisis morfolégico de mioblastos cardiacos de embrién de pollo en cultivo 3D.
Microfotograffas representativas de los grupos experimentales

de forma, junto con la preservacion del
area citoplasmatica y del perimetro de
la membrana (Tabla 1), demuestra la alta
potencia de la L-carnitina para neutralizar
el dano estructural inducido por el farmaco.

Se realiz6é un analisis digital de las
siluetas celulares. El parametro principal fue
el Factor de Forma (Circularidad), definido
por la relacion entre el area y el perimetro
de la célula. Valores estadisticamente
significativos respecto al grupo control (p<
0,05).

Enfoque in silico

El anadlisis de acoplamiento molecular
de blind docking, asistido por 1A-Gemini,
permitié identificar el mecanismo de
interaccion en el sitio activo del receptor
CPT1B (isoforma cardiaca), revelando una
competencia directa por el bolsillo de unién
normal de la enzima. Para la interaccion
entre L-carnitina y el receptor, se registro
un AG de -6,4 kcal/mol (Figura 2A). Una
representacion molecular de la interaccion
del receptor Glucantime (Figura 2B)

Tabla I.
Validacion de las observaciones morfométricas
Parimetro Control AM-Shﬁ AM-Sb+5 + L-Carnitina
Morfométrico
Area 450 = 35 190 + 20 420 + 40
Cito plas?ﬁtica
nm
Perimetro de 195+ 15 628 178 +18
Membrana pm
Factor de Forma 0.42 £ 0,05 0.89 £ 0.03 0.48 £ 0,06
(€)
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Control

AM-Sb*’ Glucantime

AM-Sb*3 + L-Carnitina

L-carnitina
. 1 Lis-612
: y 1.8A
L=
Receptor
CPTIB
AG=-6.4 Kcal/mol Blogqueo del receptor Desplazamiento
por el AM-Sb-Glucantime competitivo

AG=-8,1 Kcal'mol

Figura 2. Andlisis de acoplamiento molecular de blind docking, asistido por IA-Gemini

El andlisis de blind docking revela que el AM-Sb*>* Glucantime ejerce un bloqueo estérico y electrostatico en el
canal de translocacién del receptor CPT1B. Las interacciones més fuertes se localizan en los residuos Lys-612 y
His-411 (1,8 y 2,7 A, respectivamente), fundamentales para el reconocimiento del sustrato. Este secuestro del sitio
activo explica la caida dréstica de la eficiencia metabdlica, lo que se traduce macroscépicamente en la retraccién
del citoplasma y en la pérdida de la morfologfa estrellada de los mioblastos cardiacos embrionarios tratados. El
andlisis predictivo del acoplamiento molecular sugiere que la estabilidad del complejo L-carnitina-CPT1B se ve
reforzada por puentes de hidrégeno clave con el residuo Ser-643. Las distancias de enlace calculadas (2,7-2,9 A)
indican una interaccién fuerte que compite favorablemente con el bloqueo inducido por el AM-Sb>* Glucantime,
facilitando el desplazamiento competitivo de este tiltimo y la recuperacién de la funcionalidad del receptor.

revel6 que el AM-Sb®* obstruye el tanel de
translocacion de acidos grasos, actuando
como un inhibidor de alta afinidad, para lo
cual se obtuvo una energia libre de union de
AG=-8,1 kcal/mol. El bloqueo se estabiliza
mediante interacciones electrostaticas
y de coordinacion con residuos criticos,
como el residuo de Lis-612, que presenta
una distancia de enlace de 1,8 &, seguido
por la His-411, con una distancia de 2,7
A. Estas interacciones de corta distancia
sugieren un anclaje rigido del complejo
antimonial que impide el acceso del sustrato
natural. Por ultimo, en la interaccion del
rescate (Figura 2C), el acoplamiento de la

L-carnitina al receptor, con una afinidad
de energia ligeramente menor que la del
toxico, mostré una complementariedad
geométrica superior con el residuo Ser-
643. Las distancias de enlace medidas para
los puentes de hidrogeno con la serina
fueron de 2,7 A (O1) y 2,9 A (02); oxigenos
que forman parte del grupo carboxilo
(-COO-) de la molécula de L-carnitina. Los
resultados indican que la potencia de la
L-carnitina como agente de rescate radica
en su capacidad para estabilizar el bolsillo
catalitico mediante la Ser-643. El modelo
sugiere que la presencia de L-carnitina
induce un desplazamiento dinamico del
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ligando antimonial, restaurando la apertura
del canal de translocacion y permitiendo
que la célula recupere su funcionalidad
metabdlica y, en consecuencia, su
morfologia fusiforme original.

Discusion

El enfoque in vitro ha revelado un
efecto perjudicial del antimoniato de
N-metilglucamina AM-Sb®* (Glucantime)
sobre la estructura celular de los mioblastos
cardiacos embrionarios obtenidos en un
cultivo 3D como el de Gota Pendiente.
Estos resultados concuerdan con estudios
in vitro, en particular con estudios sobre
células astrogliales de cerebros de ratas
Sprague-Dawley neonatales de 2 a 3 dias
de edad, infectadas con promastigotes
de Leishmania y tratadas con Glucantime
(Zorbozan y col., 2021). Las células gliales
se mostraron destruidas, con evidentes
senales de apoptosis y de estrés oxidativo.
A pesar de que el presente trabajo no
utilizé protocolos para la determinaciéon
de la apoptosis, la evidente vacuolizacion
de los mioblastos cardiacos lo sugiere. Por
otra parte, cabe destacar que esta senal
de apoptosis estuvo acompanada de una
retraccion citoplasmatica drastica y de
una ganancia del factor de valoracion de
la circularidad celular en los mioblastos
cardiacos tratados con Am-Sb>*. Al
respecto, cabe destacar que el tratamiento
desencaden6é una cascada de eventos
citarquitectonicos que culminé en diversas
senales morfologicas de efecto toxico, entre
ellas una drastica alteracion citoplasmatica.
Este fenédmeno es consistente con los
cambios observados en modelos de
cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina,
en los que se reporta una retraccion

similar del citoesqueleto y una pérdida de
la arquitectura celular (Andrieu-Abadie y
col., 1999). Asimismo, imita el fenotipo
de la deficiencia genética de CPT1B, en
la que la célula no puede utilizar grasas y
colapsa estructuralmente (Hey col., 2012;
Hayniey col., 2014), lo cual refuerza nuestra
hipo6tesis de que este receptor, CPT1B, es el
blanco primario del AM-S°*. Desde el punto
de vista energético, todos estos fenbmenos
son el resultado directo del agotamiento de
ATP intracelular derivado de la inhibicion
de la B-oxidacion. Asi, se evidencia una
correlacion directa entre la inhibicion de la
B-oxidacion mitocondrial y el desequilibrio
de la homeostasis citoesquelética. La
reduccion de la sintesis de ATP, derivada
del bloqueo de la CPT1B por el Glucantime,
priva a la célula de la energia necesaria
para mantener la polimerizacion dinamica
de las fibras de actina y miosina. En
condiciones fisiologicas, la hidrdlisis de
ATP es indispensable para la interaccion
del complejo actina-miosina que genera
la tension cortical y permite la adhesion
focal; ante un déficit energético severo, los
filamentos de actina F se despolimerizan y
las cabezas de miosina pierden su capacidad
de anclaje, provocando una retraccion
centripeta del citoplasma hacia el nucleo;
tal proceso no solo explica la drastica
disminucion del area citoplasmatica, sino,
el colapso de las fibras de la entidad celular,
donde la tension superficial domina sobre
la arquitectura estructural, resultando en
la ganancia del factor de circularidad que
alcanzo valores como los reportados. Este
transito de un fenotipo fusiforme y extendido
a una morfologia con tendencia esferoidal
representa una respuesta estereotipada a
la injuria por metales pesados, conocida
como cell rounding (Bernstein y Bamburg,
2003).
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Por otra parte, la inhibicién de la
B-oxidacion mitocondrial y el desequilibrio
de la homeostasis citoesquelética
concuerdan con el modelado molecular
sugerido por el enfoque in silico obtenido.
Asi, en el enfoque in silico se evidencio
la interaccion con el anclaje rigido de
Lys-612, lo cual contribuiria al bloqueo
del tunel de translocacion de la CPT1B,
impidiendo asi la B-oxidacion de acidos
grasos y reduciendo la densidad de crestas
mitocondriales. La L-carnitina, a pesar de
su desventaja numérica (1.250 unidades
de masa de farmaco por cada unidad de
carnitina), logra el rescate celular. Esto
se explicaria por la complementariedad
geométrica “llave-cerradura” con la Ser-
643. Esta interaccion dinamica permite
que la L-carnitina desplace al antimonio,
restaurando la produccién de ATP y
permitiendo que el citoesqueleto recupere
su extension y su area funcional. El modelo
3D confirm6 que la CPT1B es un blanco
primario de la toxicidad por metales
pesados (Sun y col., 2022). En tal sentido,
el enfoque in silico ha revelado un posible
mecanismo que explicaria dicha inhibicion.
Asi, los modelos moleculares de interaccion
del receptor CPT1B con Glucantime, asi
como el modelo de interaccion entre
Glucantime y L-carnitina, contribuyen a esta
evidencia. Esta inhibicion del receptor, que
se traduce en su inactivacion, promoveria
el bloqueo de la entrada de acidos grasos,
privando a la célula de la energia necesaria
para mantener su tension cortical. Por el
contrario, la capacidad de la L-carnitina para
mantener los parametros morfométricos,
aun en presencia del bloqueante, facilitaria
el recambio del sustrato, reactivando asi
la maquinaria energética y permitiendo
que el citoesqueleto se reextienda sobre
la matriz extracelular del cultivo en Gota
Pendiente. Finalmente, se puede concluir

que el AM-Sb®* (Glucantime) provoca una
transicion fenotipica de los mioblastos
fusiformes asociada a la inhibicion del
receptor CPT1B. El mecanismo de toxicidad
implica un bloqueo rigido del residuo
Lys-612. La L-carnitina es un potente
agente de rescate que actuia por exclusion
competitiva, estabilizando el receptor
mediante interacciones bidentadas con
Ser-643.

Es imperativo declarar que el analisis
de acoplamiento molecular (blind docking)
y la identificacion de los residuos clave
en el receptor CPT1B se realizaron con
asistencia de IA (Gemini). No obstante,
estos hallazgos proporcionan una base
mecanicista coherente que explica las
alteraciones morfologicas observadas in
vitro. Mas alla de las limitaciones derivadas
de la falta de disponibilidad del software
convencional de dinamica molecular,
estos datos abren un camino prometedor
hacia el diseno de nuevas estrategias de
quimioproteccion racional, en las que la
modelacion computacional rapida permite
identificar blancos metabdlicos criticos
para el rescate celular. Este enfoque
sienta las bases para futuros estudios de
validacion cristalografica y ensayos clinicos
que confirmen la L-carnitina como un
estandar coadyuvante en el tratamiento de
enfermedades desatendidas, optimizando
la seguridad cardiaca de los farmacos
metaloides.
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ZSon las estatinas farmacos seguros?

Are statins safe drugs?

ReYES A ZeRPA URDANETA!", MARGARITA SALAZAR-BOOKAMAN? ™

Resumen

Las estatinas no son farmacos inocuos, pero la percepcién publica de que son “muy peligrosas” suele estar
sobredimensionada en comparacién con la evidencia cientifica disponible. La informacién dirigida al publico suele
resaltar efectos adversos sin explicar su frecuencia real, su gravedad ni el balance riesgo-beneficio. Esto genera
una narrativa alarmista que no coincide con los datos clinicos. Lo mas importante es que cualquier decisién sobre
su uso debe tomarse con un profesional de la salud, ya que cada persona tiene un perfil de riesgo distinto. Por tal
motivo, se llevé a cabo una revision que permitiera aclarar brevemente los conceptos en relacion con la frecuencia
y los eventos fisiopatologicos que conducen a la generacion de los diversos efectos farmacolégicos llamados
adversos, y determinar si son suficientemente graves como para declarar a las estatinas farmacos peligrosos.

Palabras clave: Estatinas, miopatia, neuropatia, alteraciones hepaticas, demencia, diabetes, enfermedad de
Alzheimer

Abstract

Statins are not harmless drugs, but the public perception that they are “very dangerous” is often
exaggerated compared to the available scientific evidence. Information aimed at the public often
highlights adverse effects without explaining their actual frequency, severity, or the risk-benefit balance.
This creates an alarmist narrative that does not align with clinical data. Most importantly, any decision
regarding their use should be made with a healthcare professional, as each person has a different risk
profile. For such reason, we carried out a review that allowed us to briefly clarify concepts regarding
the frequency and pathophysiological events leading to the generation of the various pharmacological
effects that are called adverse and whether they are serious enough to declare statins dangerous drugs.

Keywords: Statins, myopathy, neuropathy, liver disorders, dementia, diabetes, Alzheimer’s disease
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£SON LAS ESTATINAS FARMACOS SEGUROS?

Introduccion

Ladislipidemia es un factor de riesgo muy
importante de la enfermedad coronaria,
que afecta indistintamente a todos los
paises del mundo (Yusuf y col., 2004) y
que puede ser modificado mediante el
uso de farmacos capaces de disminuir las
concentraciones séricas de colesterol LDL.
En estudios poblacionales, la disminucion
de 1 mmol/L del colesterol asociado a esta
lipoproteina reduce el riesgo relativo de
eventos cardiovasculares y de mortalidad
enun 21% yen un 12%, respectivamente.
En este sentido, las estatinas son los
hipolipemiantes mas utilizados en la
prevencion primaria y secundaria de la
enfermedad cardiovascular en el mundo
y la frecuencia de su uso es directamente
proporcional a la edad, siendo utilizadas
en mas del 10% de la poblacion mayor
de 75 anos (Arias-Mira y Leal, 2020). Esto
representa un problema adicional debido
a la polimedicacion habitual en estos
grupos etarios.

La presente revision tiene como
objetivo conocer los diversos efectos
adversos que las estatinas producen,
en cuanto a su severidad y la relacion
beneficio/riesgo que se debe analizar al
utilizar estos medicamentos. Para ello,
inicialmente se analizaran las alteraciones
que las estatinas producen en el sistema
locomotor (musculos y nervios periféricos).

MIOPATIA POR ESTATINAS

La miopatia fue descrita antes de que
se descubriera la primera estatina y fue
un efecto adverso de la Compactina —
también llamada compactin o ML-236B—
un inhibidor no esteroideo de la HMG-CoA

reductasa, la enzima clave en la sintesis
de colesterol. Fue el primer compuesto
descubierto con este mecanismo de
accion y se considera el precursor directo
de las estatinas modernas, descubierto por
el Dr. Akira Endo en 1978 y utilizado para
tratar a una mujer con hipercolesterolemia
familiar severa. En este caso, la compactina
se administré a una dosis de 500 mg; la
paciente mejoro las cifras de colesterol,
pero a las 2 semanas desarroll0 una
miopatia severa y una elevacion de las
transaminasas, 1o que obligo a suspender
el tratamiento. Se deben puntualizar
los términos. Miopatia es un término
genérico que describe la enfermedad que
afecta al tejido muscular, que puede ser
heredada o adquirida; en el primer caso,
se presenta desde el nacimiento y, en el
segundo, se adquiere en el curso de la
vida. Las mialgias son un sintoma y se
refieren al dolor o calambre muscular,
con o sin debilidad muscular, y pueden
ser espontaneas o debidas a la presion
de las masas musculares. Nos referimos
a los cuadros dolorosos sin elevacion de
la creatina fosfoquinasa (CPK). La miositis
se produce cuando las mialgias estan
asociadas a la elevacion de la CPK, lo
que refleja un proceso inflamatorio mas
severo y cierto grado de necrosis de fibras
musculares. La rabdomidlisis se refiere
a un proceso inflamatorio intenso con
destruccion del tejido muscular, elevacion
de la CPK a 10 veces el valor normal,
mioglobinuria (orina de color marron)
y elevacion de la creatinina sérica, que
reflejan la lesion renal. Clinicamente, lo
mas comun son las mialgias; también se
han reportado artralgias como sintoma
aislado o asociadas a las mialgias (Ucar y
col., 2012). Estos sintomas se presentan
con o sin elevacion de la creatina-
fosfoquinasa, y la confirmacion del dano
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muscular se realiza mediante estudios
histologicos de muestras obtenidas por
biopsia muscular.

Por lo general, la elevacion de la
CPK es moderada y alcanza dos veces
su valor normal. Esta enzima muscular
puede estar elevada en pacientes que
toman estatinas y no presentan dolor,
como ocurre en el 12% de los casos de
miopatia que cursa sin dolor muscular.
En estos casos de miopatia sin dolor, las
estatinas se suspenden cuando los niveles
de CPK son 10 veces superiores al valor
normal. El diagndstico definitivo de esta
afectacion muscular producida por las
estatinas se realiza mediante la biopsia del
tejido muscular, que evidencia una gran
infiltracion linfocitica con miofagocitosis, y
la deteccion de anticuerpos anti-HMG-CoA
reductasa. En los casos leves de miopatia,
aquellos autolimitados en los que basta
con suspender el tratamiento para revertir
el cuadro clinico, por lo general no se
detectan anticuerpos.

La rabdomidlisis con mioglobinuria e
insuficiencia renal es la expresion mas
grave de la miopatia por estatinas y, aunque
es poco frecuente (0,2-0,5%), puede ser
una patologia muy grave que pone en
riesgo la vida del paciente. Se presenta, por
lo general, en las primeras 2 a 4 semanas
de tratamiento con estatinas, aunque se
ha reportado después de mas de un ano
de tratamiento (Wallace y Mueller, 1992).
Al parecer, la frecuencia de casos de
rabdomidlisis al final del siglo pasado y
al principio de este siglo generé alarma,
en especial por los casos causados por la
cerivastatina. Esta situacion obligo a la FDA
(Food and Drug Administration) a revisar
los reportes de rabdomiolisis asociados a
las estatinas.

La cerivastatina se destaco por producir
miopatia complicada con rabdomiolisis e
insuficiencia renal, con una frecuencia de
16 a 80 veces mayor que la de cualquier
otra estatina, por lo que la FDA decidio
retirarla del mercado. La cerivastatina fue
aprobada para su uso en 1997 y retirada
en el mes de agosto de 2001, lo cual causo
una profunda sorpresa en el gremio médico
de la época. Este farmaco presentaba
una incidencia creciente de miopatia y
rabdomiolisis. La rabdomidlisis se observo
con dosis elevadas, lo que sugiere un efecto
adverso también dependiente de la dosis
y en asociacion con el gemfibrozilo y la
lovastatina. Para el momento de la retirada
de la cerivastatina, se habian reportado
31 muertes por rabdomiolisis; en 12 de
€sS0s casos, la estatina se uso junto con
gemfibrozilo y en 7, con lovastatina. Cuando
se sustraen los casos de los pacientes
tratados con cerivastatina sola, se observa
una frecuencia de rabdomiolisis de 1,9
casos por millon de prescripciones, 10 a
50 veces mayor que la de cualquier otra
estatina (Staffa y col., 2002). Finalmente,
Bayer reconocio al menos 101 muertes
asociadas a la cerivastatina.

El cuadro clinico de la rabdomiolisis
se caracteriza por la aparicion de astenia
severa, debilidad muscular, mialgias
intensas y generalizadas y la aparicion de
mioglobinuria, en el 10% de los casos y la
subsiguiente instalacion de la insuficiencia
renal aguda. El diagnoéstico se confirma con
la determinacion de los niveles séricos de
CPK que deben superar 10 veces el valor
normal. La mortalidad asociada a este
cuadro es baja: menos de 1 muerte por
cada millon de prescripciones.

La miopatia es el efecto adverso mas
frecuentemente asociado al uso de las
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estatinas y se considera un efecto adverso
de tipo B (no asociado a la dosis ni
idiosincratico). Su frecuencia es motivo de
controversia. Existen multiples estudios
que demuestran la eficacia de las estatinas
y buscan establecer cual es la verdadera
incidencia de la miopatia. En este sentido,
Kashani y col. (2006), en un metaanalisis,
estudiaron a 74.102 individuos enrolados
en 35 estudios, con un seguimiento de
entre 1 y 65 meses. No se encontro ningun
incremento significativo en la frecuencia de
mialgias entre los pacientes que recibian
tratamiento y placebo, RD (diferencia de
riesgo)/1000 : RD 2,7 (IC 95%, -3,2 a
8,7), en la concentracion de creatinina-
fosfoquinasa (CPK), RD 0,2 (IC 95%, -0,6
a 0,9), y rabdomidlisis, RD 0,4 (IC 95%,
-0,1 a 0,9), y tampoco en la retirada del
farmaco, RD -0,5 (IC 95%, -4,3 a 3,3). Silva
y col. (2006) hicieron un metaanalisis que
abarco a 71.108 personas, de las cuales
36.062 recibieron estatinas y 35.046,
placebo. En este estudio se mostréo que
el tratamiento con estatinas evitaria 37
eventos cardiovasculares y produciria
5 eventos adversos. Mills y col. (2011)
publican un metaanalisis que involucro
un total de 76 estudios con 170.255
participantes. Hubo un total de 14.878
muertes. La terapia con estatinas redujo
toda las causas de muerte, Riesgo Relativo
(RR) 0,90 (IC 95% 0,86-0,94, p < 0,0001,
[:=17%); mortalidad por enfermedad
cardiovascular (CVD) RR 0,80 (IC 95%
0,74-0,87; p<0,0001, I-=27%); incidencia
infarto miocardico fatal (IM) RR: 0,82
(IC 95% 0,75-0,91; p<0,0001, I:=21%);
Incidencia de infarto del miocardio no fatal
RR 0,74, (IC 95% 0,67-0,81; p < 0,001,
[=45%); numero de revascularizaciones
RR 0,76 (IC95% 0,70-0,81; p<0,0001); y
un indice compuesto de Ictus isquémico
fatal y no-fatal de RR 0,86 (IC 95% 0,78-

0,95; p=0,004, I:=41%). Estos resultados
representan una disminucion del riesgo
relativo de morir por cualquier causa del
10%. Una reduccion del riesgqgo de morir
por causas cardiovasculares del 20%;
una disminucion del riesgo de sufrir
un infarto agudo de miocardio fatal del
18% y de infarto de miocardio no fatal
del 26%; asimismo, en los pacientes
tratados con estatinas disminuyo el riesgo
de sufrir ictus isquémico en 14%. Todos
estos resultados fueron estadisticamente
significativos y la heterogeneidad de
la muestra fue de baja a moderada.
En cuanto a los efectos adversos, este
metaanalisis encontré6 que eran leves,
poco importantes. Sin embargo, reporto
un incremento significativo del 9 % en el
riesgo de desarrollar diabetes mellitus.

En el estudio de Collins y col. (2002),
con una duracion de 5,5 anos y mas de
20.500 pacientes, se compararon dos
grupos: uno tratado con simvastatina 40
mg y otro con un coctel de vitamina C 250
mg, vitamina E 650 mg y betacaroteno
20 mg. El estudio fue prospectivo,
aleatorio, doble ciego y controlado, con
un diseno factorial 2 x 2, e incluyé a una
poblacion descartada en otros estudios,
tales como pacientes con enfermedad
vascular oclusiva, mujeres, ancianos,
diabéticos, personas con valores de
colesterol basal bajos y pacientes con
alto riesgo de enfermedad cardiaca
coronaria previa. La simvastatina a 40
mg mostro beneficios en todos los grupos
de pacientes, independientemente de la
edad, el sexo o el valor basal de colesterol,
y resulto segura y bien tolerada. Los
resultados mas importantes fueron: una
reduccion del 12% en la mortalidad total,
una reduccion del 17% en la mortalidad
vascular, una reduccion del 24% en los
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eventos isquémicos coronarios, una
disminucion del 27% en la frecuencia de
todos los accidentes cerebrovasculares
y una caida del 16% en el numero de
revascularizaciones no coronarias. Los
resultados fueron beneficiosos para todos
los niveles de colesterol basal. También
los resultados fueron negativos para el
grupo que recibio el coctel de vitaminas
antioxidantes, pero brindan seguridad
de que las vitaminas no causaron ningun
efecto adverso.

El estudio LIPID (1998) también
demostro la eficacia y la seguridad del
uso de las estatinas. Se trato de un ensayo
clinico aleatorio, doble ciego, en el que se
compararon los efectos de la pravastatina
(40 mg al dia) con los de un placebo
durante un periodo de seguimiento
promedio de 6,1 anos, en un total de
9014 pacientes con edades entre 31y 75
anos. Los pacientes tenian antecedentes
de infarto de miocardio u hospitalizacion
por angina inestable y niveles plasmaticos
totales iniciales de colesterol de 155 a 271
mg por decilitro. Ambos grupos recibieron
asesoramiento sobre el seguimiento de
una dieta para reducir el colesterol. El
resultado principal del estudio fue que la
mortalidad por enfermedad coronaria se
presento en el 8,3 % de los pacientes del
grupo placebo y en el 6,4 % de los del
grupo de pravastatina, 1o que representa
una reduccion relativa del riesgo del 24
% (intervalo de confianza del 95 %: del
12 % al 35 %; p < 0,001). La mortalidad
general fue del 14,1 % en el grupo
placebo y del 11,0 % en el grupo de la
pravastatina (reduccion relativa del riesgo:
22 %; intervalo de confianza del 95 %:
13 % a 31 %; p < 0,001). La frecuencia
de los eventos cardiovasculares fue
sistematicamente menor en los pacientes

asignados a la terapia con pravastatina.
Estos resultados incluyeron infarto del
miocardio (reduccion del riesgo: 29%;
p< 0,001), muerte por enfermedad
coronaria o infarto del miocardio no
mortal (reduccion del riesgo: 24%; p
< 0,001), accidente cerebrovascular
(reduccion del riesgo: 19%; p = 0,048)
y revascularizacion coronaria (reduccion
del riesgo: 20%; p < 0,001). No se
observaron efectos adversos clinicamente
significativos en los pacientes tratados con
pravastatina.

La capacidad de las estatinas para
provocar miopatia y rabdomiolisis genero
incertidumbre, especialmente tras la
experiencia con la cerivastatina. Esto
estimulo la realizacion de estudios
destinados a establecer la verdadera
incidencia de miopatia en pacientes que
recibian hipolipemiantes. Gaist y col.
(2001) realizaron un estudio poblacional
utilizando datos de consultorios médicos
generales del Reino Unido entre 1991 y
1997. Los investigadores identificaron
tres cohortes de personas de 40 a 74
anos. Una cohorte comprendio a 17.219
personas que habian recibido al menos
una receta de hipolipemiantes durante
dicho periodo; una segunda cohorte
consistio en pacientes con diagnostico de
hiperlipidemia a quienes no se les habia
prescrito hipolipemiantes (N = 28.974);
y una tercera cohorte comprendio a
50.000 personas de la poblacion general
sin diagnostico de hiperlipidemia. La tasa
de incidencia de miopatia en la cohorte
de usuarios de farmacos hipolipemiantes
fue de 2,3 por 10.000 personas-anio (IC
del 95%: 1,2-4,4), que supero las tasas
de incidencia observadas en la cohorte
de hiperlipidemia no tratada (O por
10.000 personas-ano; IC del 95%: 0,0-
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0.4) y en la poblacion general (0,2 por
10.000 personas-ano; IC del 95%: O,1-
0.4). El riesgo relativo de miopatia en las
personas que usan fibratos y estatinas, en
comparacion con quienes no los usan, fue
de 42,4 (IC del 95%: 11,6-170,5) y 7,6
(IC del 95%: 1,4-41,3), respectivamente.
Estos autores concluyeron que el uso
de hipolipemiantes se asocia con un
riesgo considerablemente mayor de
miopatia, mas pronunciado en el caso
de los fibratos. Sin embargo, el riesgo
absoluto de miopatia en los pacientes
usuarios de hipolipemiantes es bajo.
Estos investigadores reconocen que la
experiencia en relacion con la seguridad
de las estatinas fuera de los estudios
clinicos no ha sido completamente
reportada y resulta razonable pensar
que la incidencia de efectos adversos
puede ser mayor en la practica médica
habitual, donde el paciente no esta tan
estrictamente monitorizado como sucede
en los estudios clinicos. De acuerdo
con datos generados por el programa
internacional de notificacion espontanea
de sospechas de reacciones adversas, se
estima que la incidencia de mialgias es de
6-9% y la de miopatias de 0,1-1,8%.

En un estudio que evaluo la seguridad
y tolerabilidad de la rosuvastatina se
utilizaron datos de 12.400 pacientes que
participaron en un programa multinacional
de fases II/lll. La miopatia, definida
por sintomas musculares y por una
elevacion de la CPK a 10 veces su valor
normal, ocurrié en menos del 0,03 % de
los pacientes que recibieron una dosis
inferior a 40 mg de rosuvastatina. Por
otro lado, la elevacion aislada de la CPK
(10 veces > limite normal) y de la alanina
aminotransferasa (3 veces > limite normal)
se observo en menos del 0,2% de los

pacientes tratados (Shepherd y col.,
2004). Se analiz6 un estudio de reportes
realizado entre 2004 y 2011 en la base de
datos de efectos adversos de la FDA, se
encontro que las tasas de riesgo relativo de
la rosuvastatina fueron consistentemente
mas altas que las de otras estatinas. La
atorvastatina y la simvastatina mostraron
tasas de riesgo intermedias, mientras que
la pravastatina y la lovastatina parecieron
presentar las tasas de riesgo mas bajas.
Por lo tanto, el riesgo relativo de efectos
adversos relacionado con el musculo se
ajusto aproximadamente a la potencia
por miligramo de reduccion de LDL, con
la aparente excepcion de la fluvastatina.
Al incorporar todas las categorias de
efectos adversos musculares, las tasas
de la atorvastatina, la simvastatina, la
pravastatina y la lovastatina fueron,
respectivamente, un 55 %, un 26 %,
un 17 % y un 7,5 % mas altas que las
de la rosuvastatina, aproximadamente
iguales de altas que la potencia por
miligramo (rosuvastatina > atorvastatina >
simvastatina > pravastatina = lovastatina) y
en concordancia con los hallazgos de otros
estudios. Por lo tanto, la potencia relativa
parece ser un predictor fundamental del
riesgo de efectos adversos relacionados
con los musculos, siendo la fluvastatina,
la estatina menos potente, una aparente
excepcion (riesgo del 74 % frente a la
rosuvastatina) (Hoffman y col., 2012).

En una serie utilizando los datos del
Departamento de Informatica Médica del
Hospital y Clinicas de la Universidad de
Wisconsin se identifico a 437 pacientes
que representan casos de miopatia
asociada a estatinas en un lapso de 13
anos de datos de pacientes hospitalizados
y ambulatorios: 45 individuos fueron
diagnosticados con miopatia asociada a
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estatinas y en la revision de sus historias
se observaron los siguientes hallazgos: los
sintomas se presentaron en promedio a
los 6,3 meses y en caso de rabdomiolisis
alos 1,3 meses. Las mialgias mejoraron
después de la suspension del farmaco a
los 2,3 meses. El 13% de los pacientes
desarroll6 rabdomiodlisis que requirio
hospitalizacion. En 2 pacientes se presento
insuficiencia renal aguda que mejoro;
1 paciente requirio hemodialisis de por
vida. Luego de un tiempo prudencial, se
reinicio el tratamiento con otra estatina;
se observo que el 57% de los pacientes
presento recurrencia de las mialgias y el
43% se mantuvo asintomatico (Hansen y
col., 2005).

En conclusion, la miopatia por estatinas
puede clasificarse en dos tipos: toxica
O inmunolodgica. La miopatia es mas
frecuente en pacientes con diabetes,
insuficiencia renal cronica y en quienes
existen mutaciones del gen SLCOI1BI1,
que codifica el transportador de aniones
organicos OATP1BI1, responsable del
transporte, captacion y eflujo hepaticos
de las estatinas. Este gen esta asociado,
fundamentalmente, con la miopatia
por simvastatina (Feng y col., 2012).
También la mutacion del gen RYR2, que
codifica el canal de liberacion de calcio
tipo 2 del reticulo sarcoplasmico, esta
asociada a la aparicion de rabdomiolisis
inducida por la cerivastatina (Marciante
y col., 2011). Igualmente, se ha descrito
un numero de mutaciones que codifican
enzimas involucradas en el metabolismo
de la fibra muscular, como la coenzima
Q, la miofosforilasa, la carnitina palmitoil
transferasa 2, la mioadenilato transferasa 2,
la mioadenilato desaminasa, la subfamilia
ATP-binding cassette B (MDR/TAP), entre
otros (Marciante y col., 2011). Del mismo

modo, en los casos en que exista una
expresion disminuida de la isoenzima
CYP3A4, responsable del metabolismo de
algunas estatinas a nivel gastrointestinal o
hepatico, o de su administracion conjunta
con farmacos inhibidores de esta enzima,
como el itraconazol, la ciclosporina,
el Ketoconazol, la eritromicina, el
verapamilo, el diltiazem, la amiodarona,
el ritonavir, el lopinavir, entre otros.
El riesgo de miopatia por estatinas se
incrementa en ciertas situaciones, como
la presencia de trastornos electroliticos
tipo hipopotasemia, hipomagnesemia e
hipofosfatemia, el consumo de alcohol, la
infeccion grave, la sepsis, el trauma mayor
y la hipoxia (Ucar y col., 2012). Pacientes
ancianos con indice de masa corporal
bajo (IMC), polimedicados y pacientes que
reciben fibratos, en especial gemfibrozilo
(Lado y col., 2004).

Un punto controversial en la patogenia
de la miopatia por estatinas es el papel
de la vitamina D. Se ha establecido una
asociacion, reversible, de niveles séricos
bajos de 25-hidroxi vitamina D (< 32ng/
mL) y miopatia por estatinas, incluso se
observo una mejoria de la miopatia con
la administracion de 50000 unidades de
vitamina D / semana (Ahmed y col., 2009)
Otro estudié demostré que la vitamina
D produjo la remision de la miopatia
por estatina y mejoro la tolerancia a las
estatinas cuando se reiniciaron (Glueck
y col., 2011), pero Kurnik y col. (2012)
no encontraron relacion entre los niveles
séricos de 25-hidroxivitamina D, la
miopatia y la elevacion de los niveles
séricos de creatinina-fosfoquinasa.

La miopatia producida por las estatinas,
segun la clasificacion de las miopatias, se
considera una miopatia inflamatoria toxica
tipo necrotizante y autoinmunitaria, ya
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que se asocia al desarrollo de anticuerpos y se estima que la sarcopenia contribuye

contra la HMG-CoA reductasa, enzima
inhibida por las estatinas. Otra explicacion
que se ha dado para la aparicion de
miopatia por estatinas es que la via que
inhiben las estatinas termina en la sintesis
de la ubiquinona, un compuesto que
forma parte de la via transportadora de
electrones mitocondriales, responsable
de la produccion de energia y del
funcionamiento del musculo esquelético.

La miopatia por estatinas es un efecto
adverso que puede ser lo suficientemente
grave como para comprometer la salud
del paciente, hasta el punto de requerir,
en algunos casos, el uso de farmacos
inmunosupresores y de rehabilitacion
fisica para superar las secuelas de esta
enfermedad. Por lo tanto, es necesario
tomar medidas preventivas, como realizar
una determinacion de CPK antes del
tratamiento; si esta elevada, se contraindica
el uso de estatinas; en lo posible, evitar su
uso en pacientes mayores de 65 anos, lo
cual parece utopico porque es la poblacion
que mas las necesita, pero, en todo caso,
evitar su uso si no es necesario. Evitar
dosis elevadas: los reportes de efectos
adversos fueron mas frecuentes en los
que recibian dosis mas altas: 12,3 % con
80 mg de atorvastatinay 9,5 % con 10 mg
(Wengery col., 2007). Es importante tener
en cuenta que las estatinas disminuyen la
fuerza muscular de manera progresiva y
aumentan la predisposicion a las caidas
en pacientes mayores (Scott y col.,
2009), lo cual es especialmente cierto
en el sexo femenino (Bhardwaj y col.,
2013). También se ha reportado, en los
pacientes consumidores de estatinas, una
disminucion de la masa magra, del tejido
muscular, de los huesos y de las visceras,
especialmente en los mayores de 75 anos,

de manera importante a la disminucion de
la fuerza muscular en los pacientes mas
fragiles (Dzien y col., 2013). Este hecho
obliga al médico prescriptor a promover las
medidas necesarias para que el paciente,
al menos, conserve su masa y fuerza
musculares. En caso de intolerancia a las
estatinas por el desarrollo de miopatia,
es necesario suspender el tratamiento y,
una vez recuperado el paciente, intentar
cambiarla por otra, en lo posible, con un
perfil farmacocinético diferente, y utilizar
las menores dosis posibles. También se
puede probar el inicio de dosis 2 veces
por semana o interdiarias. Esta estrategia
soOlo es aplicable a la rosuvastatina y a
la atorvastatina, que tienen vida media
larga y, en el caso de la atorvastatina,
un metabolito activo. Otra alternativa es
el uso de ezetimiba como monoterapia
0 asociado a un secuestrador de acidos
biliares como el colesevelam. También
puede ser utilizada en bajas dosis asociada
a una estatina (Oscanoa y col., 2016).

NEUROPATIA POR ESTATINAS

La neuropatia es otra de las
complicaciones descritas asociadas al
uso de las estatinas. Las neuropatias son
de caracter sensorial y motor y mejoran
al retirar la medicacion, con restitucion
integra de las funciones sensoriomotoras
en la mayoria de los pacientes. Las
manifestaciones mas comunes de este
cuadro clinico son sensoriales: parestesia,
sensacion de pinchazos, quemazon,
adormecimiento, hormigueo, asi como
dolores musculares, calambres y artralgias.
Estas manifestaciones sensoriales se
aprecian en los miembros, la cara,
la lengua y el cuero cabelludo. Las
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manifestaciones motoras van desde la
debilidad muscular generalizada hasta
la paresia de un miembro, generalmente
asociadas a mialgias. La alteracion
electrofisiologica asociada a esta neuropatia
es la degeneracion axonal. No se observo
evidencia de desmielinizacion. Estos
hallazgos concuerdan con los obtenidos
mediante biopsia del nervio sural. Algunos
pacientes que han sufrido neuropatia por
estatinas y se han recuperado recaen al
reiniciar el tratamiento con estos farmacos.
Se especula que las alteraciones de las
fibras nerviosas son consecuencia de la
inhibicion de la sintesis de la ubiquinona,
del colesterol y del dolicol. La ubiquinona
€s una enzima que participa en el proceso
de respiracion celular y su deficiencia
produce disfuncion neuronal. Por otro
lado, la disfuncion mitocondrial causada
por la inhibicion de la HMG-CoA reductasa
es responsable de la debilidad muscular
observada en pacientes que toman
estatinas. Esta conclusion se fundamenta
en las alteraciones mitocondriales
observadas en biopsias musculares de
pacientes que usan estatinas y presentan
dolor muscular y elevacion de la CPK
(Pollard y col., 1995). Gaist y col. (2002)
utilizaron el registro poblacional de
pacientes e identificaron todos los casos
de polineuropatia idiopatica registrados
durante un periodo de 5 anos, entre 1994
y 1998. Se analizaron 166 pacientes con
una impresion diagnostica de neuropatia
periférica, en los que se observo un
mayor riesgo de padecer la enfermedad
en los usuarios de estatinas (OR 3,7).
En los casos con diagnostico definitivo
e irrefutable de polineuropatia, el riesgo
fue de OR 14,2 entre los pacientes que
usaron estatinas. El riesgo aumenta
considerablemente con el uso durante
mas de dos anos (OR 26,4). Estos valores

de riesgo relativo parecen muy elevados,
pero se sabe que la frecuencia de la
polineuropatia en la poblacion general es
de 0,7-1 caso por 10.000 personas al ano.
Esto implicaria que, entre los usuarios de
estatinas, se presentarian 3,7 casos de
polineuropatia por cada 10.000 personas
al ano. En la poblacion que usa estatina
durante mas de 2 anos, se registraron 26
casos de polineuropatia por cada 10.000
personas al ano.

En otro estudio europeo, realizado
en una poblacion del norte de Italia, se
estudio a pacientes de mas de 40 anos.
Se analizaron 2.040 casos de neuropatia
periféricay 36.041 controles. Se utilizoé un
modelo de regresion logistica condicional
con datos emparejados para estimar el
riesgo de neuropatia periférica asociado a
la exposicion a estatinas, fibratos y otros
farmacos hipolipemiantes. Se observaron
efectos débiles pero significativos de los
farmacos hipolipemiantes en general:
OR emparejados: 1,27; estatinas: 1,19;y
fibratos: 1,49, lo que indica un incremento
del riesgo de sufrir polineuropatia del 27%
con el uso de cualquier hipolipemiante,
del 19% con estatinas y del 49% con
fibratos, en relacion con el riesgo que
tiene la poblacion general de sufrir
polineuropatia. Se observaron tendencias
lineales significativas hacia un mayor
riesgo con una mayor exposicion tanto a
estatinas como a fibratos, lo que implica
un incremento del riesgo en funcion
de la dosis y del tiempo de uso de los
hipolipemiantes. La conclusion del
estudio fue que el uso de estatinas, asi
como de fibratos, estaria asociado con
un aumento del riesgo de polineuropatia
(Corao y col., 2004).

En un trabajo realizado en Turquia
se estudio la incidencia de neuropatia
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periférica en pacientes que tomaban
atorvastatina o rosuvastatina para la
hipercolesterolemia, asi como su relacion
con la dosis y la duracion del tratamiento.
Se evaluaron 50 pacientes en tratamiento
con estatinas y 50 controles sanos de la
misma edad y sexo que nunca habian
tomado estatinas. La polineuropatia se
evaluo mediante exploracion neurologicay
electroneuromiografia (ENMG). Se observo
neuropatia en un examen neurologico
realizado durante el primer ano en el 50%
de los usuarios de rosuvastatina y en el
18% de los usuarios de atorvastatina.
No se detecto polineuropatia en el grupo
control; se observo en 33 (66%) de los
pacientes del grupo de estatinas (p < 0,01).
No se observaron diferencias significativas
entre los dos grupos de estatinas en los
hallazgos de la exploracion neurologica ni
en los de la ENMG respecto de la incidencia
de polineuropatia (p = 0,288y p = 0,720,
respectivamente). Este estudio revelo
un mayor riesgo de neuropatia periférica
con el uso prolongado de estatinas (mas
de un ano). Se han detectado cambios
electrodiagnosticos en los nervios motores
y sensitivos en estudios de conduccion
nerviosa de pacientes en tratamiento
prolongado con estatinas. La evaluacion de
sintomas neurologicos, como hormigueo,
entumecimiento, dolor y temblor en
manos y pies, e inestabilidad al caminar,
asociados a la neuropatia periférica,
puede ser util para el seguimiento de los
pacientes en tratamiento prolongado con
estatinas. La deteccion temprana de la
neuropatia periférica y el tratamiento de
la hipercolesterolemia pueden prevenir
el dano nervioso permanente (Ozdemir y
col., 2019).

Otruba y col. (2007) estudiaron
los cambios neurofisiolégicos en los

nervios de los miembros inferiores de
pacientes que recibian tratamiento a
largo plazo con estatinas. Se evaluo
electrofisioldgicamente a 42 pacientes
con hiperlipidemia combinada; se inicio
tratamiento con simvastatina 20 mg y
se controlé a los pacientes mediante
evaluacion electrofisioldgica en los
meses 1, 6, 12 y 24. Ningun paciente
reportd sintomas ni presentoé signos de
polineuropatia. Se observo un incremento
en el tiempo promedio de latencia de
la onda F en los pacientes tratados,
en comparacion con los pacientes con
hiperlipidemia sin tratamiento con
estatinas. Este estudio demostré que el
tratamiento prolongado con estatinas
puede provocar un dano silente de los
nervios (radiculopatia o neuropatia).

Ahora bien, Zangiabadi y col. (2012)
reportaron que la atorvastatina puede
mejorar la neuropatia en pacientes
diabéticos, un efecto independiente de
su capacidad para disminuir el colesterol.
Esto contrasta con el planteamiento de
que las estatinas producen polineuropatia
en pacientes diabéticos, 1o que motivo
este trabajo. Se realiz6 un estudio clinico,
doble ciego y controlado con placebo,
que evaluo la conduccion nerviosa en
pacientes tratados con atorvastatina 20
mg diarios durante 6 meses. La velocidad
de conduccidén nerviosa mejoro en
un 5% y, aunque hubo una diferencia
del 11% en la relacion conduccion
motora/onda F (su disminucion expresa
lesion nerviosa). Esta mejoria no fue
suficiente para alcanzar la significacion
estadistica; en todo caso, la onda F
no se deterioré en el grupo medicado.
Estos investigadores concluyeron que el
tratamiento con estatinas puede tener
un efecto beneficioso sobre los cambios
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electrofisioléogicos de la neuropatia
diabética, al menos en tratamientos de
corta duracion. Los autores explican este
efecto beneficioso de la atorvastatina por
la disminucion del dano tisular del nervio
ciatico, causado por citocinas como el
TNF-a y por el 6xido nitrico inducidos por
la hiperglicemia.

Nielsen y Nordestgaard
(2014) identificaron a todos los pacientes
que vivian en Dinamarca y tenian 40
anos o mas, diagnosticados con diabetes
entre enero de 1966 y el 31 de diciembre
de 2009. Analizaron sus registros y
seleccionaron 15.679 individuos que
habian usado estatinas de manera
regular antes del diagnostico de diabetes
(grupo estatina) y los compararon en una
relacion de 1:3 con 47.037 individuos
que nunca habian usado estatinas (grupo
no usuario de estatinas). El objetivo
primario fue comparar las complicaciones
de la diabetes asociadas al compromiso
microvascular, tales como retinopatia,
neuropatia, nefropatia y pie diabético
con gangrena, entre el grupo que tomo
estatina y el que no. Se analizaron los
datos mediante el modelo de regresion
de Cox. Durante 215.725 anos-persona de
seguimiento, 2.866 pacientes desarrollaron
retinopatia diabética, 1.406 neuropatia
diabética, 1.248 nefropatia diabética y
2.392 gangrena del pie. En comparacion
con quienes no tomaban estatinas, los
pacientes que las tomaban presentaron
una menor incidencia acumulada de
retinopatia diabética (cociente de riesgos
instantaneos: 0,60; IC del 95 %: 0,54-
0,66; p < 0,0001), neuropatia diabética
0,66 (IC del 95 %: 0,57-0,75; p < 0,0001)
y gangrena del pie 0,88 (IC del 95 %: 0,80-
0,97; p = 0,010), pero no de nefropatia
diabética 0,97 (IC del 95 %: 0,85-1,10; p

= 0,62). Neuropatia (HR 0,66): Reduccion
del riesgo en un 34%. Esto es muy
interesante, ya que contrasta con el riesgo
de “polineuropatia idiopatica” reportado en
estudios anteriores. Sugiere que, aunque
las estatinas rara vez podrian causar dano
nervioso en personas no diabéticas, en los
diabéticos disminuyen significativamente
las neuropatias, complicacion importante
de esta enfermedad, al mejorar la salud
vascular.

Las causas de la neuropatia podrian
explicarse por una disminucion de la
sintesis de colesterol, esencial para la
formacion de las membranas axonales de
los nervios periféricos y para su capacidad
de conducir el impulso nervioso. Por
otro lado, el bloqueo de la sintesis de
colesterol disminuye la concentracion de
ubiquinona, que participa en la cadena
respiratoria y proporciona la energia
necesaria para la funciéon neuronal
adecuada, ademas de poseer efectos
antioxidantes importantes. Sin embargo,
hasta la fecha no hay estudios que
demuestren que las estatinas alteren las
membranas neuronales (Santos Neiva y
Delgado-Rodrigues, 2013). En contraste
con lo anterior, se ha demostrado que
las estatinas pueden aliviar el dolor
causado por la ligadura del nervio ciatico
en ratas, un efecto atribuido a su accion
inmunomoduladora y antiinflamatoria (Shi
y col., 2011).

En conclusion, la evidencia muestra
un bajo riesgqo de neuropatia asociado al
uso de estatinas: 3,7 casos por 10.000
habitantes. Este riesgo esta ampliamente
compensado por su efecto beneficioso
en la prevencion de las enfermedades
ateroscleroticas y sus complicaciones.
Por esta razon, el riesgo de neuropatia
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asociado al uso de estatinas no deberia
interferir, ciertamente, con la decision
terapéutica de emplear estos farmacos
en caso de una indicacion claramente
establecida. Por otro lado, la aparicion
de sintomas que sugieran neuropatia
periférica en los pacientes que utilizan
estatinas debe motivar al médico tratante
a confirmar la presencia de este cuadro
clinico con los recursos necesarios, tales
como la electromiografia, y a decidir si
continua con el uso de las estatinas.

ALTERACIONES HEPATICAS POR ESTATINAS

La hepatotoxicidad de las estatinas
es controvertida. En una proporcion muy
pequena de pacientes que participaron en
estudios clinicos con estatinas se observo
una elevacion de las transaminasas. Se
observaron niveles séricos tres veces por
encima del valor basal en s6lo 0,1-2,7 %
de los casos estudiados (Perdices y col.,
2014). Las alteraciones hepaticas causadas
por las estatinas no son mas frecuentes
que las producidas por el placebo a dosis
bajas o moderadas (menos del 1%), pero
a dosis elevadas la hepatotoxicidad del
farmaco se incrementa hasta valores
superiores a los del grupo placebo (3%),
lo que refleja un efecto dependiente de
la dosis. Pero estas alteraciones rara vez
constituyen un cuadro clinico de lesion
hepatica inducida por farmacos. Los
efectos adversos que las estatinas pueden
causar en el higado son independientes
de sus caracteristicas farmacocinéticas
y metabodlicas; es decir, todas pueden
producir toxicidad por igual (Perdices
y col., 2014). Una revision de 19 anos
(1994-2012) de los casos reportados en
el Registro Esparniol de Hepatotoxicidad
muestra un total de 858 casos, distribuidos

entre antibioticos (36%:; principal grupo de
farmacos reportados como productores
de hepatotoxicidad), medicamentos que
actuan en el sistema nervioso central
(14%) y farmacos que actuan en el aparato
cardiovascular (10%), entre los cuales se
incluyen las estatinas. Solo 47 de las 858
denuncias fueron atribuidas a las estatinas,
lo que representa el 5,5% del total de
casos registrados. Cuando se comparan
los casos de hepatotoxicidad causados
por estatinas con el grupo de pacientes
con hepatotoxicidad causada por otros
farmacos, se observa lo siguiente: la edad
de los pacientes tratados con estatinas
es significativamente mayor que la del
grupo de otras causas de hepatotoxicidad.
El cuadro clinico en ambos grupos fue
variable; el patron de dano puede ser
hepatocelular, de colestasis hepatica o
mixto. El dano hepatocelular es el mas
comun en el grupo de hepatotoxicidad por
estatinas. Lo que si llamo la atencion es
que el fenotipo autoinmunitario es mas
comun en el grupo de toxicidad hepatica
por estatinas. En este estudio, 9 de los
47 pacientes cumplieron con la ley de
Hy (Hy’s law) y 19 fueron hospitalizados.
El tiempo de recuperacion promedio
de los pacientes con dano hepatico por
estatinas fue de 153 dias y 9 pacientes
presentaron dano hepatico cronico.
En este grupo hubo dos muertes, pero
no se atribuyeron a falla hepatica. La
distribucion de frecuencias por estatinas
fue: atorvastatina 16 (34%), simvastatina
13 (27,7%), fluvastatina 12 (25,5%),
lovastatina 4 (8,5%) y pravastatina 2
(4,3%).

La hepatitis toxica causada por farmacos
es una entidad dificil de diagnosticar, ya
que su forma de presentarse no difiere de
la de otras patologias, como la infecciosa,
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la autoinmune, la por esteatosis, entre
otras. Ademas, no existe un marcador
especifico de hepatotoxicidad, por lo que
el diagnostico se realiza con base en la
cronologia del consumo del farmaco, la
aparicion de los sintomas y las alteraciones
en las pruebas de funciéon hepatica, y se
asocia al descarte de otras patologias
que producen lesion hepatica, como las
hepatitis infecciosas A, By C.

En un estudio en el que se utilizo
la simvastatina en 20.536 pacientes
considerados de alto riesgo (ancianos,
diabéticos, con enfermedad vascular,
mujeres y con niveles séricos de colesterol
bajos), con un seguimiento de 5 anos, se
evalud la incidencia de efectos adversos
musculares y hepaticos. El resultado es
que la incidencia de miopatia fue menor
que el 0,1% y el riesgo de hepatitis, si
acaso hubo alguno, fue indetectable y
la conclusion mas importante es que
el monitoreo de la funcion hepatica es
inutil (MRC/BHF Heart Protection Study
Collaborative Group, 2009). En un trabajo
realizado con mas de 10.000 pacientes
que tomaron rosuvastatina, comparado
con mas de 100.000 que tomaron otras
estatinas, se analizo la frecuencia con la
que se producian miopatia, rabdomiolisis,
insuficiencia renal aguda e injuria hepatica.
El resultado no mostréo ningun caso de
miopatia, rabdomidlisis ni de injuria
hepatica entre los pacientes que tomaban
rosuvastatina. En los que tomaban
otras estatinas los resultados fueron, la
incidencia de miopatia fue 0,4 (IC 95%
0,1-0,9), de rabdomiolisis fue 0,4 (IC
95% 0,1-0,9) y de injuria hepatica aguda
fue de 0,4 (IC 95% 0,2-1,0), para 10.000
personas/ano, lo que refleja una incidencia
muy baja de efectos adversos (Garcia-
Rodriguez y col., 2008). Arca (2007),

en una revision de los efectos adversos
de la atorvastatina, concluyé que hay
una gran cantidad de datos provenientes
de estudios clinicos aleatorios, analisis
posmercadeo y reportes de agencias
regulatorias que demuestran que la
atorvastatina es muy bien tolerada y no
presenta efectos adversos a dosis bajas
y moderadas. Cuando se administra a
dosis elevadas de 80 mg/dia, se puede
observar un leve incremento en el numero
de pacientes con valores elevados de
enzimas hepaticas, sin que ello represente
un riesgo clinicamente importante. Es
bueno subrayar que, cuando se compara
la atorvastatina con la simvastatina, la
atorvastatina se asocia con una menor
incidencia de lesiones musculares, no
esta relacionada con lesiones renales ni
con trastornos cognitivos y presenta una
buena tolerancia en pacientes mayores
de 65 anos.

El higado graso es la enfermedad
hepatica mas frecuente, y se ha especulado
mucho que en los pacientes que sufren de
higado graso u otro tipo de enfermedad
hepatica cronica no deben utilizarse
estatinas, debido al riesgo de agravar el
dano hepatico existente por una injuria
inducida por estatinas. Pero es importante
subrayar, como lo mostro el estudio de
Cremona en Italia, que, en un seguimiento
de 15 anos, los pacientes con higado graso
tienen siete veces mas probabilidades
de morir de enfermedad cardiaca que
de enfermedad hepatica, lo que justifica
el uso de estatinas (Calori y col., 2011).
Se ha evidenciado que las estatinas son
seguras y efectivas en pacientes con
higado graso y, ademas, pueden mejorar
las alteraciones bioquimicas e histologicas
que produce esta patologia (Hyogo y col.,
2008).
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Por otra parte, Madhoun y Bader (2010)
realizaron un estudio en el que mostraron
que las estatinas reducen los niveles
séricos anormalmente elevados de la
alanina aminotransferasa en pacientes con
hepatitis C cronica y favorecen una mejor
respuesta al tratamiento cuando se usan
en conjunto con el tratamiento antiviral.
Estos hallazgos respaldan que el uso de
las estatinas es seguro en pacientes con
enfermedad hepatica y, mas aun, pueden
beneficiar a los pacientes con hepatitis C,
reduciendo potencialmente la carga viral,
mejorando la evolucion de la enfermedad
y contradiciendo preocupaciones previas
sobre la toxicidad hepatica de las estatinas.
Estos farmacos mostraron efectos
pleiotropicos, como el enlentecimiento de
la fibrosis asociada al proceso inflamatorio
viral, la disminucion de la presion portal y
la reduccion del potencial riesgo de cancer.

La simvastatina puede aumentar la
sintesis de Oxido nitrico, disminuir la
resistencia del sinusoide hepatico, reducir
la presion portal y aumentar el flujo
portal (Zafra y col., 2004). En un estudio
clinico doble ciego se evaluo a un grupo
de pacientes con cirrosis hepatica e
hipertension portal, tratados durante 1 mes
con simvastatina, en comparacion con un
grupo de placebo. Se midio la presion portal
al mes de tratamiento, apreciandose en el
grupo de simvastatina una disminucion
significativa del 8,3 % respecto al valor
basal. También se observo una mejoria
significativa en la depuracion hepatica del
verde de indocianina en el grupo tratado
con simvastatina, lo que se asocio con
una mejor perfusion y funcién hepatica.
Igualmente, no se evidencio una diferencia
significativa en los efectos adversos entre el
grupo tratado y el grupo placebo (Abraldes
y col., 2009).

Los estudios clinicos que han evaluado
la eficacia, la seguridad y la tolerabilidad
han establecido, de manera arbitraria,
como valor maximo permisible de la
alanina transferasa, mas de 3 veces el
valor normal en 2 o 3 medidas, como
punto final de la seguridad. Esta situacion
solo se presento en el 3% de los casos
estudiados, independientemente de
la dosis utilizada (Pasternak y col.,
2002). Otro estudio reporto una amplia
experiencia sobre el potencial efecto
adverso de los inhibidores de la HMG-
CoA reductasa sobre la funcion hepatica.
La alteracion de la funcion hepatica se
relaciona escasamente con la dosis; se
trata unicamente de la elevacion de las
enzimas hepaticas y afecta a entre el 1%
y el 3% de los pacientes. La mayoria de
las anormalidades hepaticas asociadas al
uso de las estatinas se observan en los
primeros tres meses del tratamiento y
solo requieren monitoreo clinico (Farmer
y col., 2000).

Un metanalisis sobre la toxicidad
hepatica, evaluada mediante la deteccion
de alteraciones en las pruebas de funciéon
hepatica causadas por las estatinas,
incluyd 49.275 pacientes y comparo
grupos placebo con pacientes tratados
con diversas estatinas. Se obtuvieron
los siguientes resultados: la alteracion
de las pruebas hepaticas fue de 1,14%
en el grupo tratado y de 1,05% en el
grupo placebo, con un intervalo de
confianza del 95% (IC 95%) de 0,99-1,62
(p=0,07). Esto muestra que no hubo
diferencias estadisticamente significativas
en la alteracion de las pruebas de funciéon
hepatica entre ambos grupos. En el
grupo tratado con fluvastatina se observo
un incremento del riesgo de toxicidad
hepatica de 3,5 veces respecto al placebo
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(p=0,04); sin embargo, los investigadores
advierten que el resultado se baso solo
en dos estudios y que el tamano de la
muestra no fue suficiente. Por otro lado,
los resultados en el grupo placebo fueron
desusadamente bajos, mientras que
los obtenidos en el grupo tratado con
fluvastatina fueron comparables a los de
otras estatinas (de Denus y col., 2004).

En el caso de la rosuvastatina, se ha
evidenciado que algunos pacientes que
la toman pueden presentar elevacion de
las transaminasas varias semanas después
de comenzar el tratamiento, y esta, por lo
general, es autolimitada (Tolman, 2000).
Estudios clinicos han demostrado que
la elevacion de las transaminasas en
pacientes tratados con rosuvastatina es
similar a la observada en estudios clinicos
de otras estatinas y esta relacionada con
la dosis utilizada. Cuando se utilizo la
dosis de 20 mg, la elevacion persistente
de las transaminasas fue similar en el
grupo tratado y en el grupo placebo: 0,2%
y 0,4%, respectivamente. A la dosis de
40 mg, la incidencia de elevacion de las
transaminasas fue del 1%, y con la dosis
de 80 mg (dosis no autorizada) fue de 1,9-
2,7% (Shepherd y col., 2004).

En conclusion, hay investigadores
que consideran un mito la existencia
de la hepatotoxicidad por estatinas y
que la injuria hepatica que se presenta
es idiopatica (Bader, 2010). La incidencia
de falla hepatica aguda en los Estados
Unidos es de 0,5 a 1 caso por millon y
la falla hepatica aguda por estatinas es
de 0,2 casos por millon. Sin embargo, el
10% de la poblacion adulta de los Estados
Unidos toma estatinas, por lo que 1 caso
de cada 10 de falla hepatica aguda estara
asociado a su uso, sin que necesariamente
el farmaco sea responsable de dicha falla.

Este autor considera espuria la decision
adoptada por The Fogarty Conference
en 1978, mediante la cual se establecio
que una elevacion de mas de tres veces
sobre el valor normal de los niveles
séricos de la alanina aminotransferasa
era “marcadamente anormal” y deberia
utilizarse como indicador de injuria
hepatica inducida por farmacos. El autor
refiere que la enzima no es especifica de
la lesion hepatica y que su primer uso
clinico fue en el diagnostico del infarto
agudo de miocardio. Esta enzima se
encuentra, ademas del higado, en muchos
otros organos como el corazon, el rindn
y el musculo. Por otro lado, es altamente
inespecifica y no representa enfermedad;
su incremento es, por lo general, pasajero
y puede reflejar un mecanismo de
adaptacion celular a la disminucion de la
sintesis de colesterol. Se ha demostrado
un incremento de hasta un 3% en la
incidencia de elevacion de la alanina
aminotransferasa, caracteristica de todos
los farmacos que disminuyen los lipidos,
incluidos los derivados del acido fibrico,
los secuestrantes de acidos biliares y el
acido nicotinico (Haque y col., 2016).

La frecuencia de la lesion hepatica
por el uso de las estatinas se estima en
1 por cada 100.000 pacientes-ano, y
aproximadamente el 3 % de los pacientes
que toman estatinas presentaran un
aumento de las transaminasas, que
volveran a los niveles normales con el
tiempo, aunque las estatinas se sigan
usando. Se ha mostrado en apartes
anteriores la seguridad de las estatinas
en pacientes con enfermedad hepatica
cronica y no se debe suspender su uso
en estos pacientes, en especial aquellos
en los que el beneficio cardiovascular
supera con creces el riesgo de enfermedad
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hepatica. Como ya se comento, los que
sufren de esteatohepatitis e incluso los
pacientes con hepatitis C cronica o cirrosis
hepatica no tienen contraindicacion para
el uso de estatinas; por el contrario, se ha
demostrado el beneficio de estos farmacos
en enfermedades hepaticas graves. No
se niedga, y se debe estar alerta, de que
las estatinas pueden causar un espectro
de lesiones hepaticas (colestasicas y
hepatocelulares) que rara vez son graves
o mortales (Haque y col., 2016).

ESTATINAS Y DIABETES

Otro de los temores que se han hecho
presentes entre los pacientes que reciben
estatinas es el desarrollo de diabetes
mellitus. En ese sentido, se analizaran
varios estudios que buscan evidenciar la
asociacion entre ambos.

Al respecto, Jiipiter Study Group (2008)
realizé un estudio que evaluo la utilidad
de la rosuvastatina en la prevencion
primaria de eventos cardiovasculares
agudos, como infarto agudo de miocardio,
ictus, revascularizacion miocardica,
hospitalizaciones por angina inestable
y muertes por causa cardiovascular. En
el estudio con pacientes aparentemente
sanos con colesterol LDL menor que 130
mg, pero con un valor elevado de Proteina
C Reactiva, participaron 17.802 pacientes
que fueron divididos en 2 grupos: uno
tratado con 20 mg de rosuvastatina y otro
con placebo. La aparicion de diabetes,
que no era el objetivo de la investigacion,
fue mas frecuente en los pacientes que
recibieron rosuvastatina: 270 casos frente
a 216 en el grupo placebo (p=0,01).

En el estudio WOSCOPS (West of
Scotland Coronary Prevention Study)

se evaluaron 6595 pacientes sin
antecedentes de enfermedad coronaria
que recibieron tratamiento con 40 mg de
pravastatina. En este estudio se determino
cuantos pacientes se hicieron diabéticos
durante el estudio y cuales fueron los
factores determinantes del desarrollo de
la diabetes. Se concluyo que los niveles de
triglicéridos y el indice de masa corporal
eran factores predictores significativos
de riesgo de diabetes en esta poblacion.
En un subanalisis del WOSCOPS, se
analizaron 5.974 hombres sin diabetes
al inicio del estudio y se observo que el
tratamiento con pravastatina se asocio con
una disminucion del 30% en la incidencia
de diabetes (p = 0,042) (Freeman y col.,
2001). Larazon es hidrofilia vs. lipofilia: al
ser la pravastatina un farmaco hidrofilico,
se limita su distribucion en ciertos tejidos,
como las células beta del pancreas,
por lo que no interfiere en la secrecion
de insulina, ni en el tejido adiposo y
muscular, donde no impedira la captacion
de glucosa.

El MRC/BHF Heart Protection Study
evaluo a 5.963 adultos (de 40 a 80 anos)
y a 14.573 individuos con enfermedad
coronaria oclusiva sin diabetes. Los
pacientes fueron asignados a dos grupos:
40 mg de simvastatina o placebo. El
objetivo del estudio era determinar la
ocurrencia del primer evento coronario (IM
no fatal o muerte por infarto agudo) y/o
el primer evento vascular agudo, ictus o
revascularizacion coronaria. Siempre se
observo una diferencia promedio de 1,0
mmol/L (39 mg/dL) en el colesterol LDL
en el grupo placebo durante el periodo
de tratamiento de 5 anos. Tanto entre los
participantes con diabetes como entre
los que no la presentaban, se observaron
reducciones altamente significativas
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de aproximadamente una cuarta parte
en la tasa de primer evento, como
ataques coronarios mayores, accidentes
cerebrovasculares y revascularizaciones.
En la primera aparicion de cualquiera de
estos eventos vasculares mayores entre
los participantes con diabetes, se observo
una reduccion definitiva del 22 % (IC del
95 % 13-30) en la tasa de eventos, 601
(20,2 %) asignados a simvastatina frente
a 748 (25,1 %) asignados a placebo (p
< 0,0001). También hubo reducciones
altamente significativas del 33% (IC del
95% 17-46; p = 0,0003) entre los 2.912
participantes diabéticos que no tenian
ninguna enfermedad arterial oclusiva
diagnosticada al ingreso, y del 27% (IC
del 95% 13-40; p = 0,0007) entre los
2.426 participantes diabéticos cuya
concentracion de colesterol LDL antes
del tratamiento estaba por debajo de
3,0 mmol/L (116 mg/dL). La reduccion
proporcional del riesgo también fue
de aproximadamente una cuarta parte
en otras subcategorias de pacientes
diabéticos estudiados, incluidas: aquellas
con diferente duracion, tipo o control de
la diabetes; aquellas mayores de 65 anos
al ingreso o con hipertension; y aquellas
con colesterol total por debajo de 5,0
mmol/L (193 mg/dL) (Collins y col., 2003).
Este estudio mostro el efecto beneficioso
del uso de las estatinas en pacientes
diabéticos.

El estudio J-PREDICT (Japan Frevention
Trial of Diabetes by Pitavastatin in Patients
with Impaired Glucose Tolerance, 2011)
fue disenado para evaluar el riesgo
de diabetes en pacientes con curva
de tolerancia a la glucosa anormal
(prediabéticos) que recibian pitavastatina,
con o sin modificacion del estilo de vida.
Fue un estudio abierto y aleatorizado en

el que 1.269 pacientes fueron asignados
aleatoriamente a ambos grupos. Los
resultados mostraron que la tasa de
incidencia de diabetes en el grupo
de pitavastatina fue de 163 por 1000
personas-ano, frente a 186 por 1000
personas-ano; la relacion de riesgo
(Hazard ratio) para la progresion de la
prediabetes (curva de tolerancia a la
glucosa anormal) fue de 0,82 (IC 95%:
0,68-0,99; p = 0,041). Esto implica una
disminucion del riesgo de diabetes del
18% en los pacientes prediabéticos que
usaron pitavastatina, lo que, a su vez,
sugiere un potencial efecto beneficioso
de la pitavastatina.

El estudio ASCOT-LLA sugirio un
ligero aumento del riesgo de desarrollar
diabetes de nueva aparicion con el uso de
atorvastatina. Cuando se comparo con el
grupo placebo, la relacion de riesgo (HR)
fue de 1,15 (IC 95%: 0,91 a 1,44), lo
que no fue estadisticamente significativo
(Sever y col., 2003). Sin embargo, este
estudio debid ser suspendido a los tres
anos debido a la diferencia abrumadora
a favor del grupo de atorvastatina.

Cholesterol Treatment Trialists (CTT)
Collaboration (2024). En este metaanalisis
se evaluaron trabajos que compararon
pacientes tratados con estatinas con
pacientes que recibieron placebo, que
involucraron 19 estudios multicéntricos
con 123.940 pacientes, de los cuales
25.701 (21%) eran diabéticos, con una
media de seguimiento de 4,3 anos. En
otros 4 trabajos evaluados se comparo6
una terapia con estatinas mas intensiva
con una menos intensiva, con un total de
30.724 participantes, 5.340 (17 %) con
diabetes y una media de seguimiento de
4,9 anos. En comparacion con el placebo,
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la asignacion a la terapia con estatinas de
baja 0 moderada intensidad resulté en
un aumento proporcional del 10% en los
nuevos casos de diabetes, fueron 2420
de 39.179 participantes asignados para
recibir una estatina (1,3% anual) vs. 2214
de 39.266 participantes asignados para
recibir placebo (1,2% anual); el riesgo
relativo RR 1,10 (IC 95% 1,04-1,16), y la
asignacion a terapia con alta intensidad
(altas dosis) con estatinas de alta intensidad
resultd en un aumento proporcional del
36%, 1221 casos de diabetes en 9935
participantes asignados para recibir una
estatina (4,8% anual) frente a 905 de
casos de diabetes en 9859 participantes
asignados para recibir placebo (3,5%
anual); RR 1,36 (IC 95% 1,25-1,48). En
cada ensayo, la tasa de diabetes de nueva
aparicion entre los participantes asignados
a recibir placebo depende en gran medida
de la proporcion de participantes que se
sometieron a al menos una medicion de
HbAlc de seguimiento. Esta proporcion
fue mucho mayor en los ensayos de alta
intensidad que en los de baja o moderada
intensidad. En consecuencia, el principal
determinante de la magnitud de los
excesos absolutos en ambos tipos de
ensayo fue el numero de mediciones de
HbA1c, mas que el aumento proporcional
del riesgo asociado al tratamiento con
estatinas. En participantes sin diabetes
basal, la glucemia media aumento en 0,04
mmol/L con estatinas de baja o moderada
intensidad (IC 95 %: 0,03-0,05) y en 0,02
mmol/L con estatinas de alta intensidad
(0,02-0,06), y la HbA1c media aumento en
0,06 % (0,00-0,12) con estatinas de baja
0 moderada intensidad y en 0,08 % (0,07-
0,09) con estatinas de alta intensidad.
Entre los participantes con diabetes de
base, los RR de empeoramiento de la
glucemia fueron de 1,10 (1,06-1,14%)

para el tratamiento con estatinas de baja
0 moderada intensidad y de 1,24 (1,06~
1,44) para el tratamiento con estatinas
de alta intensidad, en comparacion con
placebo. Este estudio puso en evidencia
que las estatinas causan un aumento
moderado en el numero de nuevos casos
de diabetes y que la mayoria de los nuevos
diagnosticos se producen en personas
con marcadores glicémicos basales
cercanos a los valores establecidos para
el diagnostico de diabetes.

En otro estudio de metaanalisis
destinado a evaluar la incidencia de
nuevos casos de diabetes que incluia
57.593 pacientes, se demostro un riesgo
bajo de 6 % (RR 1,06; IC 95 % 0,93-1,25),
con p = 0,03 y un I2que muestra una gran
heterogeneidad de la muestra (Rajpathak y
col., 2009). En 2010 se realizé un nuevo
metaanalisis con 91.140 pacientes, en el
que se evidencio un riesgo de desarrollar
diabetes en la poblacion que usaba
estatinas del 9%; el OR fue 1,09 (IC 95%:
1,02-1,17). En este estudio se determino
que la variable de mayor peso es la edad
de los pacientes. Este estudio mostro
una baja heterogeneidad de la muestra
del 11% y determind que el tratamiento
de 255 pacientes con estatinas durante
4 anos resultd en un caso adicional de
diabetes. En este estudio se determino
que el riesgo de cada estatina de producir
diabetes era: rosuvastatina (1,18; IC 95%
1,04-1,33), atorvastatina (1,4; IC 95%
0,89-1,46), simvastatina (1,11; IC 95%
0,97-1,26), pravastatina (1,03; IC 95%
0,90-1,19), lovastatina (0,98; IC 95%
0,70-1,38) (Sattar y col., 2010).

En el metaanalisis realizado por Mills
y col. (2011), se encontro un riesgo
de nuevos casos de diabetes del 9%

38



ZERFA Y SALAZAR-BOOKAMAN

(OR: 1,09; IC 95%: 1,02-1,17). Otro
metaanalisis mostro que las mujeres tenian
un mayor riesgo de desarrollar diabetes al
utilizar estatinas (Goodarzi y col., 2013).
Un estudio encontr6 diferencias entre la
atorvastatina, que deterioraba el control
glicémico y aumentaba la HbAlc, y la
simvastatina, que disminuia la HbAlc
(Zhou y col., 2013). En un trabajo que
incorporé a mas de 9000 pacientes
diabéticos, divididos en dos grupos (4.980
estatinas, 4.716 control) y seguidos
durante un promedio de 3,6 anos, el valor
medio de HbAlc de los participantes que
recibieron estatinas fue mayor que el del
grupo control; la media de la diferencia
fue 0,12 (IC 95% 0,04-0,20) o 1,3 mmol/
mol (0,4-2,2); p=0,003. Se observé una
heterogeneidad moderada en el estudio
(I12=54%, p=0,014). Erqou y col. (2014%)
y Rius y col. (2015) establecieron que
el riesgo de desarrollar diabetes era
directamente proporcional tanto a la
dosis de las estatinas como a la duracion
del tratamiento. Del mismo modo, los
autores concluyeron que la pitavastatina
era un farmaco que disminuia el riesgo
de aparicion de diabetes asociado al
uso de las estatinas. Cui y col. (2018)
realizaron un trabajo que incluyo la
revision de 23 estudios con el fin de
evaluar la dificultad del control glicémico
en pacientes diabéticos que recibian
estatinas. Ellos encontraron que se
generaba un incremento significativo de
la HbAlc de 0,11% (IC 95% 0,01 - 0,21).
En este estudio, la pitavastatina redujo la
HBAlc. Thakkery col. (2016) realizaron
un metaanalisis que incluyo 1.663.039
pacientes en 29 estudios. Sus resultados
fueron los siguientes: atorvastatina 80
mg OR: 1,12 (IC 95%: 1,05 - 1,21);
rosuvastatina OR: 1,17 (IC 95%: 1,02 —
1,35); pitavastatina OR: 0,74 (IC 95%:

0,31-1,77). El uso de la rosuvastatina
tiene un riesgo significativo de inducir
diabetes del 17% mas que en la poblacion
que no usa la estatina, al igual que la
atorvastatina, cuyo uso también genera
un riesgo significativo de inducir diabetes
(12%). Mientras que la pitavastatina
disminuye ese riesgo, el valor no es
estadisticamente significativo debido a
la gran dispersion de la muestra. Wang
y col. (2017) realizaron un metaanalisis
en el que compararon el porcentaje de
disminucion de la LDL y el riesgo de
desarrollar diabetes. Se estudiaron 95.102
pacientes incluidos en 14 estudios y se
encontro que la reduccion de la LDL fue del
40 al 50%. OR para diabetes fue de 1,29
(IC95%, 1,13 -1,47), con una reduccion
de la LDL del 30-40%. El OR para diabetes
fue de 1,13 (IC 95%, 1,01 - 1,26) y con
reduccion de LDL < 20%. OR para diabetes
fue: 1,07 (IC 95%, 0,93 - 1,22). Es decir,
que a menores reducciones de LDL, menor
es el riesgo de inducir diabetes. También
es importante concluir que, cuando se
obtengan reducciones de LDL mayores al
30%, es necesario extremar los controles
para la deteccion de diabetes (glicemia y
HbAlc).

En un estudio metaanalitico se reclutaron
161.808 mujeres posmenopausicas
de 50 a 79 anos en 40 centros clinicos
de los Estados Unidos entre 1993 y
1998, con seguimiento continuo. El
analisis incluyo datos hasta el arno 2005.
El uso de estatinas se registro en el
momento del reclutamiento y al tercer
ano. La incidencia de diabetes mellitus
se contabilizé anualmente a partir del
reclutamiento. Esta investigacion incluyo
a 153.840 mujeres sin DM al inicio
del estudio y el 7,04 % informd6 que
tomaba estatinas. Se registraron 10.242
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casos incidentes de DM autoinformada
durante 1.004.466 personas-ano de
seguimiento. Los resultados de este
estudio son importantes, en especial al
analizar a mas de 1.000.000 de mujeres
posmenopausicas/ano y establecer un
riesgo del 48% de diabetes asociado al
consumo de estatinas, después de ajustar
los datos por variables como edad, peso,
entre otras. Es un riesgo mas alto que
el 10-15 % observado en la poblacion
general. El rango con un IC del 95% de
1,38 a 1,59 le confiere mucha fuerza al
resultado estadistico (Culvery col., 2012).

En conclusion, el efecto de las estatinas
sobre el metabolismo de la glucosa es
contradictorio: por un lado, pueden
mejorar la resistencia a la insulina mediante
un efecto protector, disminuyendo la
intolerancia a la glucosa mediante su
efecto antiinflamatorio, generado por
Su accion opositora sobre la liberacion
de citocinas y la cascada inflamatoria.
Es conocido el hecho, que las citocinas
como la IL-6 y el TNF-a (Uysal y col.,
1997) estan asociados a un incremento
del riesgo de sufrir diabetes mellitus por
Su accion sobre el receptor de la insulina
(Hotamisligil y col., 1996).

Por otro lado, las estatinas causan
diabetes en algunos pacientes y no se
conoce exactamente el mecanismo por el
cual se produce. Aparentemente, la sola
disminucion de la actividad de la 3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA reductasa aumenta el
riesgo de padecer diabetes (Swerdlow
y col., 2015), lo cual constituye un
problema, ya que la inhibicion de la enzima
es el principal objetivo farmacologico de
las estatinas. Por lo tanto, el riesgo de
diabetes estara presente cada vez que
se utilice el farmaco y sera mas elevado

cuanto mas potente sea el compuesto o
mas alta sea la dosis. Se ha demostrado
que el solo hecho de la disminucion del
colesterol contenido en las membranas
celulares de las células beta produce un
cambio biofisico de la membrana celular
que disminuye la corriente de calcio a
través de la membrana y su capacidad
para causar la exocitosis de la insulina.
Este efecto se revierte con el incremento
de la concentracion de colesterol en las
membranas celulares (Xia y col., 2008).

El tejido muscular metaboliza
aproximadamente el 75% de la glucosa
que se consume en el organismo y las
estatinas dificultan su metabolismo. Se ha
demostrado que la atorvastatina aumenta
la resistencia a la insulina, al inhibir la
expresion del gen SLC2A4 que codifica
la sintesis del transportador GLUT4 en
el musculo y en el tejido adiposo y que
normalmente es regulado hacia arriba
por el isoprenoide cuya biosintesis
también es inhibida por las estatinas,
esto, finalmente, impide la entrada de
glucosa al interior del adipocito y de la
fibra muscular y de este modo se opone
a la accion de la insulina (Nakata y col.,
2006; Sun y col., 2018). También,
la disminucion en la produccion de
ubiquinona genera una menor produccion
de ATP en la célula beta, asi cuando la
relacion ATP/ADP disminuye se produce
la apertura de los canales de potasio
dependientes de ATP, 1o que hiperpolariza
la membrana de las células beta, con
el consecuente cierre de los canales de
Ca? y la imposibilidad de la exocitosis
de insulina, 1o que asociaria las estatinas
a una disminucion en la liberacion de
insulina por las células beta. Hay evidencia
de que la atorvastatina disminuye los
niveles séricos de ubiquinona, que se
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correlacionan positivamente con los
niveles de LDL (Mabuchi y col., 2005).

La farmacocinética de las estatinas
desempena un papel importante en la
etiologia de la diabetes. Las que son
hidrosolubles como la pravastatina
son especificas del hepatocito y no se
distribuyen ampliamente en el organismo
y SOn menos propensas a generar diabetes,
mientras que las liposolubles como la
atorvastatina se distribuyen ampliamente
por el organismo y alcanzan con facilidad
las células beta del pancreas, el tejido
adiposo y muscular, donde inhiben la via
metabodlica que conduce a la sintesis de
mevalonato y la subsiguiente disminucion
en la secrecion de insulina y de la
captacion periférica de la glucosa (Sasaki
y col., 2006). Las estatinas liposolubles
son la atorvastatina y la simvastatina, y
efectivamente han demostrado un mayor
riesgo de desarrollar diabetes mellitus. Las
estatinas hidrosolubles son pravastatina,
fluvastatina y rosuvastatina; las dos
primeras son menos diabetogénicas (Rius
y col., 2015). La rosuvastatina se asocia
con un elevado riesgo de inducir diabetes
mellitus tipo 2 (Thakkery col., 2016; Rius
y col., 2015).

Es importante considerar que el
riesgo de desarrollar diabetes mellitus
con el tratamiento con estatinas es
mas comun en personas de avanzada
edad, del sexo femenino y en pacientes
con riesgo de diabetes, como los que
presentan resistencia a la insulina,
sindrome metabdlico, glicemia anormal
en ayunas y tolerancia glucosada anormal
(prediabetes). También es mas probable la
aparicion de diabetes en los pacientes con
valores de colesterol LDL muy elevados.
Se puede concluir que la probabilidad
de desarrollar diabetes con el uso de

estatinas se situa entre el 10% y el 14%
(Hidalgo-Luque y Alvarez de Sotomayor,
2021), y que el peso de la reduccion de
la morbilidad y mortalidad cardiovascular
en la prevencion secundaria obtenida
con el tratamiento con estatinas supera
ampliamente, como beneficios, el riesgo
de desarrollar diabetes. Por lo tanto, el
balance beneficio-riesgo se considera
positivo, especialmente en individuos
con alto riesgo cardiovascular. Aquellos
pacientes con alta probabilidad de
desarrollar diabetes mellitus deben
ser motivados a adoptar un estilo de
vida mas saludable y ser estrictamente
monitorizados mediante la medicion
frecuente de la glucemia en ayunas y de
la hemoglobina glicosilada. Si el paciente
desarrolla diabetes mellitus, el tratamiento
con estatinas debe continuar.

ESTATINAS Y DEMENCIA

La demencia es un sindrome cronico
de evolucion progresiva que se caracteriza
por un deterioro intelectual asociado a
cambios variables de la personalidad.
Se divide en la demencia degenerativa,
producida por enfermedades como la
enfermedad de Parkinson, la enfermedad
de Alzheimer (EA), la demencia de
Louis, la demencia frontotemporal y la
enfermedad de Huntington; y la demencia
no degenerativa, que es la demencia
vascular, la encefalopatia traumatica
cronica y las lesiones de ocupacion de
espacio, y las infecciosas: neurosifilis,
VIH, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob o
infeccion por priones (American Psychiatric
Association, 2022). Este cuadro clinico,
por lo general, se observa a edad
avanzada, y la enfermedad de Alzheimer
es la mas comun. El hipercolesterolemia
se ha asociado con un mayor riesgo de
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demencia, como demuestra el estudio
de Solomon y col. (2009) que descubrio
que un nivel elevado de colesterol total
sérico (>240 mg/dL) en la mediana edad
aumenta significativamente el riesgo de
enfermedad de Alzheimer en un 66% y
de demencia vascular en un 52%. Incluso
niveles casi elevados (200-239 mg/dL)
Se asociaron con un mayor riesgo de
demencia.

Se evalua el efecto de las estatinas
mediante el analisis de algunos estudios,
entre ellos un estudio epidemiologico que
analiza el efecto de las estatinas y otros
farmacos que disminuyen los niveles de
colesterol en la sangre. Asi, al evaluar 284
casos con demencia y 1080 controles, se
observo que entre los controles, el 13%
presento hiperlipidemia no tratada, el
11% recibio estatinas, el 7% recibio otros
hipolipemiantes y el 69% no presento
hiperlipidemia ni exposicion a farmacos
hipolipemiantes. Las estimaciones del
riesgo relativo de demencia ajustadas por
edad, sexo, antecedentes de enfermedad
coronaria, hipertension, cirugia de bypass
coronario e isquemia cerebral, tabaquismo
¢ indice de masa corporal para individuos
con hiperlipidemia no tratada OR 0,72
(IC 95% 0,45-1,14), o tratados con
hipolipemiantes no estatinicos OR
0,96 (0,47-1,97), fue cercano a 1,0 y
no significativo en comparacion con
las personas que no tenian diagnostico
de hiperlipidemia o exposicion a otros
farmacos hipolipemiantes. El riesgo
relativo ajustado para quienes recibieron
estatinas fue de 0,29 (0,13-0,63; p=0,002).
Este tipo de estudio puede sobreestimar
el beneficio en relacion con cualquier
estudio de seguimiento prospectivo; aqui
se muestra que los pacientes que usan
estatinas tienen una reduccion del riesgo

de 71%, bastante elevada comparada
con otros estudios (Jick y col., 2000). En
un centro de atencion de Veteranos en
Birmingham, EE. UU., se realiz6 un estudio
prospectivo entre 1997 y 2001 usando dos
drupos, uno, con un nuevo diagnostico de
EA (casos) (n = 309) y controles sin EA, de
la misma edad (n = 3088). Los usuarios
de estatinas presentaron un riesgo 39%
menor de EA en comparacion con quienes
no las tomaban OR: 0,61; (IC 95%: 0,42-
0,87) (Zamrini y col., 2004).

Al evaluar un metaanalisis para
estimar el beneficio de las estatinas en la
prevencion de la demencia, se observo
que los resultados, agrupados para todos
los tipos de demencia, sugieren que el
uso de estatinas esta asociado con un
RR menor de demencia en comparacion
con los usuarios que no toman estatinas,
mediante un anadlisis de modelo de efectos
aleatorios: RR 0,82 (IC 95% 0,69-0,97). Los
resultados agrupados para la EA también
sugirieron un RR menor entre los usuarios
de estatinas y los que no toman estatinas
en los modelos de efectos aleatorios: RR:
0,70 (IC 95% (0,60, 0,83)). Modelo de
efectos aleatorios: este detalle técnico
es importante. Significa que el analisis
reconoce que los estudios incluidos eran
diferentes entre si (poblaciones, dosis o
paises) y, aun asi, se encontroé un beneficio
consistente (Wong y col., 2013).

Se realizé un estudio con seguimiento
de 6992 pacientes. Estudio prospectivo
poblacional de Roéterdam. El periodo
del estudio fue desde el inicio (1990-
1993) hasta enero de 2005, con el fin
de detectar nuevos casos de EA. Los
datos se obtuvieron de los registros de
la farmacia. Los grupos se dividieron
en aquellos que “alguna vez” o “nunca”
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tomaron hipolipemiantes. Se distinguio
entre los tipos de estatinas usadas
(lipofilicas e hidrofilicas) y los farmacos
hipolipemiantes no estatinas. Durante
el sequimiento (con una media de 9
anos), 582 personas desarrollaron EA.
En comparacion con quienes nunca
habian usado farmacos para reducir el
colesterol, el uso de estatinas se asocio
con una disminucion del riesgo de EA (HR:
0,57; 1C 95%: 0,37-0,90), pero no fue asi
con el uso de farmacos para reducir el
colesterol no estatinas (HR: 1,05; IC 95%:
0,45-2,44). No hubo diferencia entre las
estatinas lipofilicas (HR: 0,54; IC 95%:
0,32-0,89) y las hidrofilicas (HR: 0,54; IC
95%: 0,26-1,11) (Haag y col., 2009).

Finalmente, en un estudio con un
gran tamano de la muestra, que parece
suficiente para evaluar la relacion existente
entre las estatinas y las demencias, se
realizé un metaanalisis que analiza treinta
y un estudios elegibles que involucraron
un total de 3.332.706 participantes y
184.666 casos incidentes (casos de
demencia). El uso de estatinas se asocio
con una disminucion del riesgo de
demencia, riesgo relativo (RR): 0,85 (IC
95%, 0,80-0,89). El analisis de subgrupos
mostro que el uso de estatinas se asocio
con una disminucion del riesgo de
enfermedad de Alzheimer (EA) RR: 0,81
(IC 95% 0,73-0,89) y de demencia no EA
RR: 0,81 (IC 95% 0,73-0,89). Ademas,
el uso de estatinas se asocidé con una
disminucion del riesgo de demencia en
mujeres RR: 0,89 (IC 95%: 0,80-0,98) y
hombres RR: 0,88 (IC 95%, 0,83-0,93).
Igualmente, se observé un aumento
gradual en la dosis-respuesta por cada
ano de uso de estatinas que se asocio
con una disminucion del 20% en el riesgo
de demencia, RR: 0,80 (IC 95%: 0,7 3-

0,87), y por el aumento gradual en el
uso de estatinas, cada dosis diaria media
de 5 mg se asocio con una disminucion
del 11% en el riesgo de demencia, RR:
0,89 (IC 95%: 0,83-0,96). Este trabajo,
al agrupar 31 estudios y mas de 3,3
millones de personas, se convierte en
una tendencia cientifica solida. El hecho
que haya 184.666 casos incidentes
(personas que desarrollaron demencia
durante el seguimiento) otorga al estudio
una potencia estadistica abrumadora. Esto
significa que los intervalos de confianza
son muy estrechos y los resultados son
extremadamente precisos. En resumen,
hay una disminucion general del riesgo
de demencia de todos los tipos del
15% (RR:0,85) y, en la enfermedad de
Alzheimer, la reduccion del riesgo es del
19% (RR:0,81). La disminucion del riesgo
de la demencia no EA fue de 19% (RR:
0,81). Es importante senalar que estos
resultados se observan de manera similar
en ambos sexos. Este trabajo también
indica que el efecto es acumulativo: por
cada ano de uso, el riesgo disminuye en
un 20 %y, por otro lado, a mayores dosis
de estatina, mayor neuroproteccion, dado
por el hallazgo de que, por cada 5 mg de
incremento, el riesgo disminuye en un
11% (Zhang y col., 2018).

;COmo podrian las estatinas mejorar
la enfermedad de Alzheimer? Al parecer,
cuando los niveles de colesterol son
elevados, este se deposita en el hipocampo,
lo que actua como estimulo para la
degradacion de la proteina precursora
amiloide, generando el péptido f-amiloide
(AB), cuya acumulacion produce la
degeneracion neuronal. Las estatinas
estabilizan el metabolismo del colesterol
en el sistema nervioso central: al inhibir
la sintesis del colesterol, disminuyen
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sus niveles y, por lo tanto, se inhibe
el metabolismo beta de la proteina
precursora amiloide. Ademas, la apoE4,
un transportador de colesterol es un
factor de riesgo importante y un marcador
genético de la EA familiar esporadica y de
inicio tardio, y desempena un papel clave
en la deposicion de AP y la formacion de
placas seniles. La interrelacion entre el
metabolismo del colesterol y el ensamblaje
de péptidos APB42 esta establecida, al igual
que los altos niveles de colesterol en las
membranas aceleran la formacion de
agregados de AB. Es un misterio como el
colesterol contenido entre las bicapas de
las membranas celulares puede producir
agregados celulares con la proteina beta-
amiloide por encima de la membrana.
Recientemente, se ha demostrado que el
AB42 monomeérico es capaz de extraer el
colesterol de la membrana, el colesterol
extraido interactua con AB42 y acelera su
agregacion en la membrana (Baral y col.,
2025). Por otro lado, se ha demostrado
que el AB (1-42) induce la produccion
de metaloproteinasas, la citocina IL-6 y
radicales libres de oxigeno en una linea
celular de glioma, proceso que se inhibe
mediante la incubacion previa de la linea
celular con pravastatina (Suny col., 2003).

Los astrocitos y la microglia son las
principales fuentes de apoE en el cerebro.
Estas células secretan apoE, lo que
requiere la isoprenilacion de proteinas
clave. El colesterol, a través del acido
mevalonico, genera los isoprenoides
necesarios para la sintesis de ApoE4.
Se ha establecido que los cambios en
el colesterol plasmatico total provocan
variaciones en los niveles de ARNm de
ApOE en el cerebro y pueden aumentar el
riesgo de desarrollar EA, en parte debido
al efecto del colesterol sobre la expresion

cerebral de ApoE. Las estatinas inhiben
la sintesis de mevalonato, la secrecion
de apoE y reducen los niveles celulares
y secretados de apoE, previniendo asi la
formacion de placas seniles y mejorando
la funcion cognitiva (Petanceska y col.,
2003).

ESTATINAS Y EL RINON

La enfermedad renal crénica, definida
como una depuracion de creatinina
inferior a 60 mL/min/1,73 m?2, tiene
una incidencia global del 13,4% y estos
pacientes tienen un alto riesgo de sufrir
eventos coronarios agudos, que se
incrementan de forma lineal a medida
que disminuye la tasa de filtracion
glomerular. ElI 50% de los pacientes con
enfermedad renal cronica en estadios 4y 5
presentan enfermedad arterial coronaria,
y la mortalidad cardiovascular representa
entre el 40% y el 50% de todas las causas
de muerte en estos pacientes. Dado que
las estatinas disminuyen la mortalidad
por eventos cardiovasculares agudos, es
razonable que estos farmacos se utilicen
en pacientes con enfermedad renal
cronica a fin de mejorar su sobrevida.
Sin embargo, la dislipidemia en la
enfermedad renal crénica tipicamente
se caracteriza por hipertrigliceridemia
con niveles de colesterol-LDL normal o
bajo y colesterol-HDL bajo, aunque se
ha establecido que la insuficiencia renal
cambia la calidad de las lipoproteinas
en especial las HDL haciéndolas mas
aterogénicas. Esta alteracion de las HDL
se debe basicamente a un remodelado
de las particulas proteicas, causado por
productos urémicos, estrés oxidativo
y un microambiente proinflamatorio
(Jankowski y col., 2021).
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Los efectos de las estatinas sobre
el rindn también han sido motivo de
controversia. Se ha planteado que tienen
un efecto nefroprotector, pero también se
ha observado que pueden producir lesion
renal. Se presentaran algunos trabajos
recientes para llegar a una conclusion. En
un metaanalisis que incluye 57 estudios y
143.888 participantes, se observo que las
estatinas no tienen un efecto beneficioso
sobre la incidencia de insuficiencia renal
(OR: 0,98; IC 95%: 0,87-1,10; p=0,7),
ni sobre los eventos de la enfermedad
renal terminal (OR: 0,98; IC 95%: 0,90-
1,07; p=0,7). Pero la diferencia de
medias para la tasa de disminucion de
la TFGe (0,41; IC del 95%, 0,11-0,70
mL/min/1,73 m? por ano) es mas lenta
en los pacientes tratados con estatinas,
y la diferencia de medias estandarizada
para el cambio en la proteinuria o la
albuminuria (-0,65; IC del 95%, -0,94 a
-0,37) unidades de desviacion estandar
en pacientes tratados con estatinas
frente a controles fue estadisticamente
significativa. Ademas, el uso de estatinas
redujo la tasa de eventos cardiovasculares
en pacientes con enfermedad renal
cronica (OR: 0,69; IC 95%: 0,61-0,79; p
< 0,001). Estos hallazgos indican que en
pacientes con enfermedad renal cronica
que no estan en dialisis, las estatinas
disminuyen ligeramente el declive de la
tasa de filtracion glomerular y del grado
de proteinuria (Su y col., 2016).

En otro estudio en el que se intento
establecer si existia variacion en los
efectos beneficiosos de las estatinas
sobre la funcioén renal, se analizaron 43
estudios y mas de 110.000 pacientes.
Realizando un metaanalisis por pares, se
encontro que el uso de estatinas durante
un ano frente al grupo control redujo el

deterioro de la funciéon renal en 0,61 mL/
min/1,73 m? (IC 95 %: 0,27-0,95), es
decir, mejoro la filtracion glomerular en
los pacientes que toman estatinas en 0,61
mL/min/1,73 m?2 por ano. En el caso de la
proteinuria, se obtuvo una diferencia de
medias estandarizada de -0,58 (IC 95 %:
-0,88;-0,29): en el caso de la diferencia de
las medias estandarizadas, cuando el valor
es mayor que 0,5 se considera el efecto
como moderado y cuando es mayor que
0,8 se considera el efecto como grande,
siendo 0,58 el efecto de moderado a
grande en la reduccion de la proteinuria.
En este estudio se demuestra un efecto
nefroprotector, pero no se pudo demostrar
diferencia entre las diversas estatinas en
cuanto su efecto renal (Esmeijer y col.,
2019)

En otro metaanalisis se evaluaron 55
ensayos y 30 trabajos sobre pacientes con
enfermedad renal cronica no sometidos
a trasplante. Se utilizé la herramienta
Grading of Recommendations Assessment,
Development, and Evaluation (GRADE)
para evaluar la certeza de la evidencia.
Se analizaron diversas modalidades
terapéuticas empleadas para tratar la
dislipidemia en pacientes con enfermedad
renal cronica. El objetivo del estudio era
evaluar el efecto del tratamiento sobre la
mortalidad general, mostrandose que la
mejor terapia para alcanzar este objetivo
fue la constituida por los inhibidores
de la PCSK9 mas estatinas, que redujo
en un 38% la mortalidad por todas las
causas, OR 0,62 (IC 95% 0,40-0,93)
(GRADE: moderado), un resultado bastante
significativo y altamente confiable para la
practica clinica. Las estatinas de alta a
moderada potencia reducen la mortalidad
en un 24% (OR: 0,76; 1C 95%: 0,60-0,93).
A dosis bajas o moderadas, las estatinas,
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mas ezetimiba y los fibratos disminuyen la
frecuencia de los eventos cardiovasculares
compuestos. Las estatinas no mostraron
un efecto beneficioso en el grupo de
pacientes en dialisis, en relacion con la
mortalidad y la frecuencia de eventos
cardiovasculares compuestos. En cuanto
a los efectos adversos reportados, en 23
de los estudios de calidad moderada-
alta se observo que los principales
efectos adversos fueron las miopatias y
la elevacion de las enzimas hepaticas, en
los grupos de PCSK9 estatina, estatina a
dosis altas o moderadas, estatina a dosis
baja, estatina a dosis baja + ezetimiba y
la frecuencia de estos efectos adversos no
fue estadisticamente significativa cuando
se comparo con el grupo placebo o sin
tratamiento (Liao y col., 2023).

En un estudio prospectivo de doce
meses, se comparo el efecto de las
estatinas sobre la funcion renal en pacientes
mayores (65-85 anos) con diagnostico
de enfermedad coronaria y enfermedad
renal cronica (ERC), la mayoria en estadio
3, 893 pacientes fueron distribuidos
aleatoriamente en dos grupos, los que
recibieron atorvastatina 80 mg, divididos
en 2 subgrupos con ERC y sin ERC y otro
grupo que recibié pravastatina 40 mg,
que también se dividio con ERC y sin
ERC. En ambos grupos mejoro la funcion
renal, evaluada mediante la filtracion
glomerular (GFRe). La atorvastatina mejoro
la filtracion glomerular en 2,38 mL/min
en los pacientes con ERC, mientras que la
pravastatina tuvo un efecto practicamente
neutro, de 0,18 mL/min. En pacientes sin
enfermedad renal, la atorvastatina también
incremento la filtracion glomerular en
2,08 ml/min. La atorvastatina disminuyo
significativamente los niveles séricos de

acido urico en 0,52 mg. Los cambios
en la concentracion sérica de acido
urico se correlacionaron negativamente
con la filtracion glomerular; es decir, la
disminucion se atribuye a un incremento
de la excrecion y no a una disminucion de
la produccion de acido urico (Deedwania
y col., 2015).

En conclusion, es evidente que las
estatinas tienen un efecto nefroprotector.
La asociacion, aunque en muchos casos
débil, entre la mejoria de la filtracion
glomerular y la disminucion del colesterol
LDL sugiere que el colesterol esta
involucrado en la formacion de la lesion
renal. Sin embargo, otra evidencia sugiere
que la proteccion renal es consecuencia
del efecto pleiotropico de las estatinas. Un
soporte para esta afirmacion es que los
estudios PLANET Iy Il (de Zeeuw y col., 2015)
demuestran que la atorvastatina tiene un
efecto nefroprotector mas significativo que
la rosuvastatina, reduciendo de manera
mas significativa la relacion creatinina/
proteina en la orina, a pesar de que la
rosuvastatina es un reductor mas potente
de los niveles de colesterol.

En modelos animales, las estatinas
han mostrado un efecto nefroprotector,
mejorando la produccion de 6xido nitrico
endotelial (ONe) y la relajacion de la fibra
muscular lisa dependiente del endotelio,
y recuperando la respuesta vascular a
la endotelina-1. Disminuyen el estrés
oxidativo y la proteinuria (Zhou y col.,
2004). Del mismo modo, en animales se
ha demostrado el efecto nefroprotector
de las estatinas en modelos de isquemia-
reperfusion, el cual se debe al aumento
de la expresion de moléculas protectoras,
como la IL-6 (Yokota y col., 2003).
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Se ha observado que el efecto
nefroprotector es mayor en pacientes con
enfermedad renal cronica que en personas
sin enfermedad renal. La razén probable
para esto, es que los pacientes con
enfermedad renal cronica tienen niveles
mas elevados de marcadores inflamatorios,
proteina C reactiva (PCR), IL-1B, TNF-a, que
las personas sanas de su mismo sexo y
edad y el tratamiento con atorvastatina
es capaz de disminuir los altos niveles de
marcadores inflamatorios en los pacientes
con enfermedad renal crénica y mejorar la
respuesta endotelial al 6xido nitrico y podria
mejorar el flujo plasmatico renal, lo que es
controversial, y la RFG (Goicoechea y col.,
2005).

En una conclusion global, se puede
establecer que las estatinas son farmacos
seguros que han cambiado la historia

de muchos pacientes, en especial por su
capacidad de disminuir significativamente
la incidencia de eventos cardiovasculares,
en muchos casos fatales y en otros
incapacitantes. Las estatinas suelen presentar
efectos adversos generalmente infrecuentes
y de caracter leve. No obstante, uno de
los eventos adversos de mayor relevancia
clinica es la induccion de diabetes mellitus,
especialmente en mujeres y durante el
periodo de transicion menopausica. Dado
este riesgo, es fundamental que el médico
mantenga una vigilancia estrecha para
detectar tempranamente alteraciones en
el metabolismo de la glucosa. Asimismo,
resulta prioritario que la investigacion
farmacologica continue orientada al
desarrollo de estatinas que conserven
su eficacia hipolipemiante y, al mismo
tiempo, minimicen este efecto metabolico
indeseable (Tabla I).

Tabla I.
Cuadro comparativo del impacto sistémico de las estatinas
Area de Indicador Magnitud del Calidad de la qa A
Efecto Estadistico Efecto Evidencia (GRADE) R
P Efecto neuroprotector solido,
(D((:a?rrlee?lrc(i)a) RR 0,81 -19% de riesgo Alta (P;e;a;)nallsls especialmente en la prevencién
) del Alzheimer
oy e Preserva el filtrado glomerular
RuudiRucion MD +0,61 +0,61 ml/min Moderac]a el y reduce la progresion de la
TFG) estudios)
enfermedad renal.
Rif6n (Dafo/ Reduccion Reduce significativamente
SMD -0,58 Alta (110K pacientes) la proteinuria (pérdida de
Fuga) moderada . .
proteinas en la orina)
Diabetes +48% de Moderada/Alta e metabthg 1m.portapte
. HR 1,48 . . en postmenopausicas; requiere
(Mujeres) riesgo (Estudio WHI) .
monitoreo de glucosa

. . El riesgo hepéatico es dosis-

Higado o o Riesgo Alta : .
(Enzimas) 4,4% vs 0,2% aumentado (Estudio GREACE) dependiente (atorv:astatma 80
mg es la que mas eleva)

p s s En ensayos controlados, el dolor
qucu}o ~4% - 5% Bajo/Similar a Alta (NMA 23 Trials) muscular no es mayor que con
(Mialgia) placebo

placebo
Asociacién fuerte, pero
Neuropatia OR 14,2 Riesgo elevado Baja (Casos raros) incidencia muy baja en la
poblacién general
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Efecto del bloqueo del receptor AT, sobre los niveles
de interleucinas proinflamatorias salivales en la
enfermedad periodontal experimental

Effect of AT, receptor blockade on salivary proinflammatory
interleukin levels in experimental periodontal disease
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Resumen

La enfermedad periodontal, es una enfermedad inflamatoria crénica multifactorial, asociada con un biofilm
disbibtico, caracterizada por la destruccién progresiva del aparato de soporte dental, que puede llevar a la pérdida
de dientes como resultado de la interaccion entre el biofilm subgingival y la respuesta inmunoinflamatoria
del huésped. La medicién de interleucinas en la saliva ha emergido como una herramienta no invasiva
para evaluar la actividad inflamatoria periodontal. Biomarcadores como IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-17 han
mostrado una correlacion con la severidad clinica y la progresion de la enfermedad. Este estudio tuvo como
objetivo determinar los niveles salivares de las interleucinas proinflamatorias en ratas a las que se les indujo
periodontitis experimental mediante la inyeccién de lipopolisacarido (LPS). Se utilizaron ratas macho Sprague-
Dawley de 280-300 g p.c., a las que se les indujo la periodontitis bajo anestesia con ketamina. Se inyect6
directamente en la encia vestibular, entre el primer y el sequndo molar, 10 uL (1 mg/mL) de LPS de Escherichia
coli cada dos dias, para un total de 4 inyecciones en un periodo de 7 dias de tratamiento y de 8 inyecciones en el
grupo de 14 dias de tratamiento. La inflamacién periodontal se indujo 24 horas antes del inicio del tratamiento
con valsartan. La determinacion de la Proteina C Reactiva (PCR), se realiz6 mediante un kit comercial (DRG®
C-Reactive Protein, ELISA (EIA-1952). Se determind el perfil inflamatorio completo mediante inmunoensayo
multiplex. La administraciéon de LPS a los 7y 14 dias produjo un incremento significativo en los niveles salivales
de PCRy de citocinas proinflamatorias (IL-1a, IL-13, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-18 y TNFa); en todos los
casos, este efecto fue inhibido por el pretratamiento con valsartan. La modulacién farmacolégica del sistema
renina-angiotensina, en particular mediante el bloqueo del receptor AT, constituye una estrategia prometedora
para intervenir en procesos inflamatorios complejos, como el que ocurre en la enfermedad periodontal.

Palabras clave: Interleucina, proinflamatoria, periodontitis, receptor AT, valsartan, saliva

Abstract

Periodontal disease is a chronic, multifactorial inflammatory disease associated with a dysbiotic biofilm,
characterized by the progressive destruction of the dental support apparatus, leading to tooth loss due to
interactions between the subgingival biofilm and the host’s immunoinflammatory response. Salivary interleukin
measurement has emerged as a non-invasive tool for assessing periodontal inflammatory activity. Biomarkers
such as IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, and IL-17 have been associated with clinical severity and disease progression.
This study aimed to determine salivary levels of pro-inflammatory interleukins in rats in which experimental
periodontitis was induced by lipopolysaccharide (LPS) injection. Male Sprague-Dawley rats weighing 280-300
g (body weight) were used, and periodontitis was induced under ketamine anesthesia. Ten uL (1 mg/mL) of
Escherichia coliLPS was injected directly into the buccal gingiva between the first and second molars every two
days, for a total of four injections in the seven-day treatment group and eight injections in the 14-day treatment
group. Periodontal inflammation was induced 24 hours before the start of valsartan treatment. C-reactive protein
(CRP) levels were determined using a commercial kit (DRG® C-Reactive Protein, ELISA (EIA-1952). The complete
inflammatory profile was determined by multiplex immunoassay. LPS administration at 7 and 14 days resulted in
a significant increase in salivary CRP levels and proinflammatory cytokines (IL-1o., IL-1f3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-17, IL-18, and TNFa). In all cases, this effect was inhibited by pretreatment with valsartan. Pharmacological
modulation of the renin-angiotensin system, particularly by blocking the AT, receptor, is a promising
strategy for intervening in complex inflammatory processes, such as those that occur in periodontal disease.

Keywords: Interleukin, pro-inflammatory, periodontitis, AT, receptor, valsartan, saliva
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BLOQUEO DEL RECEPTOR AT, Y NIVELES DE INTERLEUCINAS PROINFLAMATORIAS SALIVALES EN ENFERMEDAD PERIODONTAL

Introduccion

La enfermedad periodontal es una
patologia inflamatoria crénica de origen
multifactorial, caracterizada por la
destruccion progresiva de los tejidos
de soporte dental como resultado de la
interaccion entre el biofilm subgingival
y la respuesta inmunoinflamatoria del
huésped (Kinane y col., 2017). La disbiosis
microbiana desencadena una activacion
sostenida de los sistemas inmunitarios
innato y adaptativo, promoviendo la
liberacion de mediadores que perpetiian
el dano tisular y la resorcion 6sea alveolar
(Hajishengallis, 2020). Dentro de esta red
molecular, citocinas proinflamatorias y
quimiotacticas (como IL-18, IL-6, IL-8 e
IL-17) desempenan un papel central en la
amplificaciéon de la lesién, induciendo la
sintesis de metaloproteinasasy la activacion
del ligando RANKL para la diferenciacion
osteoclastica (Graves y col., 2019; Gaffen
y Moutsopoulos, 2020), mientras que
mediadores como la IL-10 intentan modular
negativamente este microambiente
destructivo (Shao y col., 2020).

Recientemente se ha demostrado que
el Sistema Renina-Angiotensina (SRA)
tisular local interactiia estrechamente con
estas cascadas inmunitarias; en particular,
la activacion del receptor AT, actia como
un potente amplificador de la senalizacion
inflamatoria y del estrés oxidativo en el
periodonto. En este contexto, la saliva
ha emergido como una matriz bioldgica
e instrumento diagnostico no invasivo
ideal para el monitoreo en tiempo real de
estos perfiles moleculares y su respuesta
a intervenciones farmacolégicas (Bui y
col., 2019). Por ello, el presente estudio
tuvo como objetivo determinar el impacto
del bloqueo farmacolégico del receptor

AT, sobre los niveles de interleucinas
proinflamatorias en la saliva en un modelo
experimental de enfermedad periodontal
inducida por lipopolisacarido (LPS).

Materiales y Métodos
ANIMALES Y PROTOCOLOS DE EXPERIMENTACION

Como animales de experimentacion se
utilizaron ratas macho, de la cepa Sprague-
Dawley, de 280-300 g de peso corporal,
provenientes del Bioterio del Instituto de
Medicina Experimental (U.C.V., Caracas),
mantenidas con libre acceso al agua y a la
comida (Ratarina®) hasta el momento del
experimento.

INDUCCION DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

La enfermedad periodontal se indujo
mediante inyecciones repetidas de
endotoxina en el tejido gingival, segun
el método de Ramamurthy y col. (1985).
La inflamacion periodontal se indujo 24
horas antes del inicio del tratamiento con el
antagonista de los receptores AT (valsartan;
VAL). Las ratas fueron anestesiadas con
ketamina al 10% (60 mg/kg) y se inyecto
directamente en la encia vestibular entre
el primer y el segqgundo molar 10 uL (1 mg/
mL) de LPS de Escherichia coli (E. coli),
purificado cromatograficamente (Sigma,
St. Louis), cada dos dias, para un total
de 4 inyecciones en un periodo de 7 dias
de tratamiento, y de 8 inyecciones en el
grupo de 14 dias de tratamiento. Las ratas
control recibieron 4 y 8 inyecciones de
solucion salina durante el mismo periodo
de tiempo. Las ratas fueron distribuidas
en los siguientes grupos: (1) CONTROL, (2)
LPS, (3) VALSARTAN (VAL), (4) LPS+VAL
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(L+V). Veinticuatro horas posteriores a la
inyeccion de la solucion salina o del LPS se
administré el valsartan por via oral a una
dosis de 10 mg/kg. Se recolecto saliva para
la determinacion de proteina C reactiva
(PCR) y de citocinas proinflamatorias,
aproximadamente 500 uL, tanto a los 7
como a los 14 dias de tratamiento; esta
se congelo a -20 °C hasta el momento de
realizar los ensayos.

Los experimentos fueron realizados
siguiendo las buenas practicas de
manejo de animales de laboratorio y
previa aprobacion del comité de bioética de
la Facultad de Farmacia de la Universidad
Central de Venezuela.

DETERMINACION DE LA PROTEINA C REACTIVA

La PCR es una proteina plasmatica que
aumenta sus niveles en respuesta a la
inflamacion (reactante de fase aguda). El
papel fisiologico de esta proteina consiste
en unirse a la fosfocolina expresada en
la superficie de las células moribundas o
muertasy a algunos tipos de bacterias, con
el fin de activar el sistema del complemento
por la via del complejo C1Q (Thompson
y col., 1999). Se realiz6 la determinacion
de PCR mediante un kit comercial (DRG®
C-Reactive Protein (CRP) ELISA (EIA-1952)),
basado en una tira de microtitulacion
revestida con anticuerpo anti-PCR, que
se incub6 con suero estandar diluido
y con las muestras de saliva. Durante
esta etapa de incubacion, la PCR se une
especificamente a los pocillos. Después de
eliminar las proteinas no fijadas de la saliva
mediante un procedimiento de lavado, el
complejo antigeno-anticuerpo de cada
pocillo se detecta mediante anticuerpos
conjugados con peroxidasa. Después de
separar el conjugado no unido, las tiras se

incubaron con una soluciéon cromoégena
que contenia tetrametilbenzidina y peroxido
de hidrégeno, lo que provoc6é un cambio
de color a azul. La reaccion enzimatica
se detuvo mediante la adicion de H,SO,
0,5 M y los valores de absorbancia se
determinaron a 450 nm. La curva estandar
se obtuvo al representar los valores de
absorbancia frente a los valores normales
correspondientes. La concentracion de
PCR en las muestras se determin6 por
interpolacion a partir de la curva estandar
y se expreso en ug/mL.

DETERMINACION DE LOS MARCADORES DE
INFLAMACION

Se determindé un perfil inflamatorio
completo mediante un inmunoensayo
multiplex. Para la determinacién de las
citocinas se utilizaron N = 5 para cada
grupo experimental de 7 y de 14 dias de
tratamiento y se determinaron las citocinas
proinflamatorias en la saliva de la rata (IL-
la, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17,
IL-18 y TNFa (Bio-Plex Pro Assays Cytokine
23-plex, Bio-Rad, Hercules, CA). Este
sistema se basa en la tecnologia xMAP, que
permite la multideterminacién de citocinas
presentes en una sola muestra mediante
la unién especifica del analito a esferas
de poliestireno marcadas con un amplio
espectro de fluorescencias, identificables
y cuantificables con un laser acoplado al
equipo Bio-PLEX (Bio-Rad®).

Este ensayo emplea el método
inmunoenzimatico de sandwich estandar
(utilizando placas de 96 pozos para
la captura de anticuerpos acoplados a
esferas fluorescentes, que reaccionan
con la muestra que contiene la proteina
de interés). Después de la incubacion, se
realiza una serie de lavados para eliminar
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los analitos no unidos y se adiciona a
las esferas un anticuerpo de deteccion
biotinilado especifico para un epitope
distinto del analito. Esto da lugar a la
formacion de un sandwich de anticuerpos
alrededor del analito especifico. Para la
deteccion, se adiciona un conjugado de
estreptavidina-ficoeritrina, que se une a
los anticuerpos biotinilados. El contenido
de cada pozo se carga en el lector Bio-
Plex, que identifica y cuantifica cada
reaccion especifica en funcion del color y
de la intensidad de la senal fluorescente.
Esta intensidad es proporcional a la
concentracion de la proteina a analizar y se
mide mediante espectrofotometria a 450
nm. Las muestras fueron ajustadas a una
concentracion de 10-20 ug de proteina/10
uL, por lo que se expresaron en pg/mg de
proteina.

Resultados
IDETERMINACION DE LA PROTEINA C REACTIVA

En la Figura 1 se observa que la PCR,
reactante de fase aguda, se encuentra en
niveles significativamente elevados en la
saliva del grupo LPS, en comparaciéon con
el grupo control (p<0,001), tanto a los 7
como a los 14 dias de tratamiento. Sin
embargo, el incremento a los 14 dias fue
mayor que el de los 7 dias. El efecto del
LPS se revierte en los grupos tratados con
LPS+VAL, tanto en el de 7 como en el de
14 dias de tratamiento.

EFECTO SOBRE EL PERFIL DE CITOCINAS
PROINFLAMATORIAS SALIVALES

El analisis multiplex (xMAP) revel6 una
elevacion estadisticamente significativa
en las concentraciones salivales de los

marcadores proinflamatorios de perfil
quimiotactico, Thl y Th17 (TNF-a, IL-1a,
IL-1B3, IL-6, IL-12, IL-17 e IL-18) en el grupo
con enfermedad periodontal inducida
por LPS en comparacion con el grupo
control (p < 0,05). De manera sistematica,
la administracion del antagonista AT,
valsartan atenuo significativamente
la expresion de esta red de citocinas
inflamatorias, revirtiendo sus niveles
salivales hacia rangos cercanos a la
basal. Este comportamiento se detalla de
forma individual para cada interleucina
de las Figuras 2 a la 8, lo que confirma
el efecto protector de la terapia sobre el
microambiente periodontal.

Discusion

La enfermedad periodontal se caracteriza
por una reaccion inflamatoria sostenida
en el periodonto, en la que la disbiosis
bacteriana rompe el equilibrio homeostatico
entre los mediadores proinflamatorios y
los reguladores (Cekici y col., 2023). En
este estudio, la induccion experimental
con lipopolisacarido (LPS) provoc6 un
incremento simultaneo y robusto en
las concentraciones salivales de siete
mediadores clave: TNF-a, IL-1a., IL-1f3, IL-6,
IL-12, IL-17 e IL-18. Este patron confirma
la activacion concurrente de miuiltiples
vias inmunitarias y ratifica la utilidad de la
saliva como matriz diagnoéstica no invasiva
de alta fidelidad, capaz de reflejar el
microambiente molecular local mediante
plataformas multiplex.

Dentro de esta red, la elevacion de las
isoformas de IL-1 (predominantemente IL-
1B) y del TNF-a es crucial, debido a su papel
sinérgico en el reclutamiento leucocitario,
la inducciéon de metaloproteinasas y la
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Figura 1. Determinacion de la concentracién de PCR en la saliva de la rata en
los grupos de 7 (panel izquierdo) y 14 (panel derecho) dias de tratamiento. Cada
barra representa la media + E.E.M. N=9-10. p < 0,001 respecto al grupo control

sobreexpresion de RANKL, eventos que
conducen a la destruccion del tejido
conectivo y a la resorcion 6sea alveolar
(Belibasakis y Hajishengallis, 2021;
Hajishengallis y Chavakis, 2021). Asimismo,
la IL-6 actiia como un amplificador central
de esta cascada, enlazando la respuesta
inmunitaria local con los reactantes de fase
aguda y promoviendo, junto conla IL-17 —
producida por el linaje Th17 y perpetuada
por la agresion de patégenos como
Porphyromonas gingivalis—, una marcada
diferenciacion osteoclastica y pérdida 6sea
(Dutzan y col., 2021; Kinane y col., 2023).

Por otra parte, nuestros hallazgos
muestran un aumento concomitante de
IL-12 e IL-18 a los 14 dias posinduccion.
Interesantemente, aunque la IL-18 participa
en la degradacion tisular dependiente
del inflamasoma (Bostanci y Belibasakis,

2022), su interaccién con la IL-12 favorece
la polarizacién hacia un fenotipo Thl.
Dado que la IL-12 ha demostrado limitar la
osteoclastogénesis mediante la reduccion
de RANKL (Bertolini y col., 2022), la
coexpresion de ambas citocinas en esta fase
del modelo podria representar un circuito
inmunorregulador adaptativo del huésped
frente al dano tisular crénico.

Un hallazgo relevante de este trabajo fue
el incremento significativo de los niveles de
PCR en la saliva de las ratas tratadas con
LPS. Clasicamente, la respuesta de fase
aguda se ha considerado un fenémeno de
sintesis casi exclusivamente hepatica (Gabay
y KRushner, 2023). Sin embargo, la evidencia
actual confirma que los tejidos periféricos
sometidos a estrés inflamatorio cronico,
tales como los fibroblastos gingivales y
las células epiteliales orales, secretan
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Figura 2. Concentracién de IL-1a en la saliva de los grupos tratados durante 7 y 14 dias
(paneles izquierdo y derecho, respectivamente). Cada barra representa la media + E.E.M.
p <0,001 respecto al control
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Figura 3. Concentracién de IL-1p3 en la saliva de los grupos tratados durante 7 y 14 dias
(paneles izquierdo y derecho, respectivamente). Cada barra representa la media + E.E.M.
Cada barra representa la media + E.E.M. *p <0,05; *p < 0,01 respecto al control
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activamente PCR cuando son estimulados
5 W localmente por citocinas como IL-6 y TNF-a
\ (Zhou y col., 2022).
T 5 § Aunque histéricamente existieron
s \ discrepancias metodoldgicas en la
g 1 \ deteccion de este reactante en matrices
g 4 \ orales, la tendencia cientifica actual
2 \ 7 i respalda firmemente que la PCR salival
2 1 \ 7 aumenta de forma proporcional a la
=, \ / i severidad clinica y a la destruccion 6sea
] \ / e (Christodoulides y col., 2007; Aral y col.,
\ / i 2023). El aumento observado en nuestra
AN . .
2 \ / s modelo experimental no solo valida el
T \ / S uso de la PCR salival como biomarcador
\ / i dinamico y como objetivo de la actividad
10 W A periodontal, sino que también refuerza el
c LPS VAL L+V estrecho vinculo biolégico entre la carga

inflamatoria oral y el estado de alerta

Figura 5. Concentracion de IL-18 en la saliva del grupo ) L. . L
inmunologico sistémico.

tratado durante 14 dias. Cada barra representa la media
+ EEM. * p <0,001 respecto al control
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Figura 7. Concentracion de IL-17 en saliva en los animales con 7 y 14 dias de tratamiento
(panel izquierdo y derecho, respectivamente). Cada barra representa la media + E.E.M.
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Figura 8. Concentracion de TNF-o en la saliva del
grupo tratado durante 14 dias. Cada barra representa la
media + E.E.M. ** p < 0,001 respecto al control

La migracion y activacion leucocitaria
observadas en la periodontitis guardan
una estrecha analogia con los procesos
inmunopatologicos de enfermedades
cardiovasculares crénicas, como la
hipertension y la aterosclerosis. En tales
escenarios, el antagonista selectivo del
receptor AT, valsartan, ha demostrado
ejercer potentes efectos pleiotropicos
antiinflamatorios independientes de su
accién hemodinamica (Burnier, 2020). En el
ambito estomatologico, se ha comprobado
que las células inflamatoriasy los fibroblastos
del tejido gingival enfermo presentan una
marcada regulacion al alza del receptor
AT, (Nakamura y col., 2011). Cuando la
angiotensina Il se une a este receptor
local, se produce una sinergia critica con
el receptor Toll-like 4 (TLR,), lo que activa
las vias de senalizacion intracelular NF-xB
y p38 MAPK, que orquestan la transcripcion
masiva de mediadores proinflamatorios y
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la estimulacion del eje RANK/RANKL para la
resorcion 6sea (Santos y col., 2019; Matos
y col., 2020).

Los resultados del presente estudio
demuestran de manera contundente que
la administracion de valsartan bloqueé la
tormenta de citocinas salivales inducida
por LPS, lo que disminuyo los niveles de
TNF-o, IL-1a, IL-18, IL-6, IL-12, IL-17 e
IL-18. Este efecto protector se alinea con
investigaciones previas de nuestra linea
de investigacion, las cuales demostraron
mediante inmunofluorescencia que el
bloqueo de AT, revierte la sobreexpresion de
receptores tisulares, inhibe la activacion de
p38 MAPK/NF-«B, reduce quimiocinas como
RANTES y MIP-3a, y restaura la actividad de
enzimas antioxidantes endégenas como
SOD y CAT, favoreciendo simultaneamente
la expresion de citocinas reguladoras como
IL-4 e IL-10 (Matos y col., 2013; 2015;
2019).

Historicamente, diversas estrategias
farmacolégicas de modulacion del huésped
han buscado atenuar la cascada periodontal
mediante compuestos heterogéneos
(Preshaw y Taylor, 2011). Sin embargo, la
capacidad demostrada del valsartan para
interrumpir selectivamente la diafonia
molecular entre el sistema renina-
angiotensina tisular y la respuesta inmune
innata frente al LPS posiciona firmemente
a los antagonistas del receptor AT, como
candidatos terapéuticos de primera linea en
la medicina periodontal traslacional.

En conclusién, la modulacién
farmacoldégica del sistema renina-
angiotensina local representa una estrategia
altamente prometedora para limitar la
amplificacion de la respuesta inflamatoria
y mitigar la consecuente destruccion tisular
en la enfermedad periodontal crénica.
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Evaluacion de la actividad antimalarica de la
cloroquina en combinacion con extracto
etanodlico de Curcuma longa sp. en ratones
infectados con Plasmodium berghei

Evaluation of the antimalarial activity of chloroquine in
combination with aqueous extract of Curcuma longa sp.
in mice infected with Plasmodium berghei

Maria E Acostal!”, Neira GaMBoA DE DomMinGuez?’, MaRriA A Osuna®™”

Resumen

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda el uso de combinaciones de fArmacos antimalaricos
con compuestos de mecanismos terapéuticos complementarios, incluidos los derivados de plantas
medicinales. En concordancia con estas directrices, se evalué el potencial de la cloroquina (CQ) y de su
combinacién con el extracto etandlico de Curcuma longa (ECL) para potenciar la actividad antimalarica de
la CQ. Se emplearon modelos de infeccién patente y no patente (Test de Peter) en ratones de la cepa INH
infectados con Plasmodium berghei. Se administraron las combinaciones CQ 20 mg/kg + ECL 200 mg/
kg y CQ 20 mg/kg + ECL 400 mg/kg. Durante 30 dias se cuantific6 la parasitemia, se registraron los dias
de sobrevivencia postinfeccién (DSP) y se monitore6 el peso corporal de los animales, comparandolos con
controles infectados no tratados. Asimismo, se determinaron los niveles séricos de las enzimas ALT, AST y
QGT con el fin de evaluar posibles efectos hepatotoxicos o hepatoprotectores. Los resultados demostraron
que las combinaciones CQ20 + ECL200 y CQ20 + ECL400 resultaron significativamente mas efectivas
que la CQ20 sola para reducir la parasitemia y prolongar la sobrevivencia de los animales infectados.
Estos hallazgos indican que el ECL posee actividad antimaldarica intrinseca y actia sinérgicamente con
la CQ. El mantenimiento del peso corporal y de los valores séricos de ALT, AST y GGT dentro de rangos
fisiologicos sugiere que el ECL no induce toxicidad aguda, ejerce un efecto hepatoprotector y no altera la
ingesta alimentaria, el metabolismo ni la funcién intestinal. Ademas, sus propiedades antiinflamatorias
podrian contribuir a mitigar el dano en los érganos blancos afectados por la infeccién malarica.

Palabras clave: Plasmodium berghei, cloroquina, extracto etanodlico, Curcuma longa sp., actividad antimalarica

Abstract

The World Health Organization (WHO) recommends the use of combinations of antimalarial drugs with
compounds that have complementary therapeutic mechanisms, including those derived from medicinal plants.
In accordance with these guidelines, the potential of chloroquine (CQ) and its combination with the ethanolic
extract of Curcuma longa (ECL) to enhance the antimalarial activity of CQ was evaluated. Patent and non-patent
infection (Peter Tast) models were used in INH-strain mice infected with Plasmodium berghei. The combinations
CQ 20 mg/kg + ECL 200 mg/kg and CQ 20 mg/kg + ECL 400 mg/kg were administered. Parasitemia, post-
infection survival (PIS), and body weight were monitored for 30 days and compared with untreated infected
controls. Serum levels of the enzymes ALT, AST, and GGT were also determined to evaluate potential hepatotoxic
or hepatoprotective effects. The combinations CQ20 + ECL200 and CQ20 + ECL400 were significantly more
effective than CQ20 alone in reducing parasitemia and prolonging survival in infected animals. These findings
indicate that ECL possesses intrinsic antimalarial activity and acts synergistically with CQ. The maintenance of
body weight and serum ALT, AST, and GGT levels within physiological ranges suggests that ECL does not induce
acute toxicity, exert a hepatoprotective effect, or alter food intake, metabolism, or intestinal function. Furthermore,
its anti-inflammatory properties could help mitigate damage to target organs affected by malaria infection.

Keywords: Plasmodium berghei, chloroquine, aqueous etanolic, Curcuma Ionga sp., antimalarial activity
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ACTIVIDAD ANTIMALARICA DE LA CLOROQUINA CON EXTRACTO ETANOLICO DE CURCUMA LONGA SP

Introduccion

Los parasitos del género Plasmodium
spp. producen una enfermedad infecciosa
aguda y cronica de caracter endemo-
epidémico, conocida como malaria.
Existen mas de 175 especies. Sin embargo,
hasta el presente se ha reportado que
so6lo doce (12), infectan al hombre:
Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae, FPlasmodium
ovale, Plasmodium knowlesi, Plasmodium
cynomolgi, Plasmodium brasilianum y
Plasmodium simium, siendo el Plasmodium
falciparum el causante de la forma mas letal
de la enfermedad (Oghenesuvwe y col.,
2021; Gozaloy col., 2024; Jeyaprakasam
y col., 2025).

La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) reporto en su World Malaria Report
2024 que, para el ano 2023, se estimaron
263 millones de casos de malaria y
597.000 muertes a nivel mundial, cifras
que reflejan un incremento aproximado de
11 millones de casos respecto a 2022, con
una mortalidad practicamente estable.
Cerca del 95% de las muertes ocurrieron
en la Region de Africa de la OMS, donde
persisten brechas criticas en el acceso a
las medidas de prevencion, diagnostico y
tratamiento. En la Region de las Américas,
la OMS registro 568.000 casos de malaria
y alrededor de 220 muertes, lo que
mantiene una carga significativa en zonas
amazonicas y en poblaciones rurales
de dificil acceso. Se estima que 132
millones de personas continuan viviendo
en areas de riesgo de transmision, lo
que subraya la necesidad de fortalecer
las intervenciones de vigilancia, control
vectorial y acceso oportuno al tratamiento.
En respuesta a este escenario, la OMS
mantiene vigente la Estrategia Técnica

Mundial contra la Malaria 2016-2030,
que orienta los esfuerzos globales hacia
la reduccion sostenida de la incidencia
y la mortalidad. Entre sus directrices
prioritarias se incluyen: el desarrollo y
despliegue de vacunas antimalaricas mas
eficaces, la intensificacion del control
vectorial, la sintesis y evaluacion de
nuevos farmacos antimalaricos seguros
y efectivos, el reposicionamiento de
medicamentos con potencial antimalarico,
la identificacion de nuevos blancos
terapéuticos, y el uso racional de
combinaciones farmacologicas para
potenciar la eficacia, garantizar sinergismo
y retrasar la aparicion de resistencia a los
tratamientos convencionales.

En este sentido se han evaluado
las combinaciones entre antimalaricos
convencionales con antibioéticos (Siribhadra
y col., 2022), antihistaminicos (George y
col., 2022), bloqueantes de los canales
de calcio (Martiney, 1995) antipiréticos
(Deharo y col., 2003; Acosta y Gamboa,
2017) y el uso de plantas medicinales
con propiedades antioxidantes (Acosta
y col., 2025); con la finalidad de revertir
la resistencia a las aminoquinolinas,
fundamentalmente, o potenciar el efecto
antimalarico empleado en la combinacion.
Ademas de ser mas accesibles y de menor
costo.

La Cuarcuma longa sp. pertenece a la
familia Zingiberaceae, del género Curcuma,
que comprende aproximadamente 130
especies, distribuidas ampliamente
en zonas tropicales y subtropicales,
incluyendo paises asiaticos como China,
Tailandia, Indonesia y Japon, entre otros.
Esta especie se cultiva en climas calidos.
Morfolégicamente, la cuarcuma es una
hierba perenne que alcanza una altura
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aproximada de 1 a 1,5 m. Sus hojas son
generalmente oblongas a elipticas, de 30 a
50 cm de largo y de 15 a 18 cm de ancho,
de color verde oscuro en el haz y verde
palido en el envés. Las flores presentan
pétalos de color amarillo palido con
una cubierta violacea, complementados
por bracteas verdes de color purpura.
Los rizomas (tallos subterraneos) estan
bien desarrollados y agrupados, con
numerosas ramas, ovalados o cilindricos,
de color naranja o amarillo, con aroma
balsamico y sabor amargo (Tian y col.,
2025) (Figura 1).
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Figura 1. Curcuma longa sp. Creado en Google
Notebook con descripciones detalladas del autor

La Cuarcuma longa sp. contiene
curcumina, principal metabolito con una

composicion de 77% bisdemetoxicurcumina,
3% bisdemetoxicurcumina y 17%
demetoxicurcumina, ademas de otros
componentes activos, aceites esenciales,
fenoles, taninos, terpenos y alcaloides.
Estudios in vivo e in vitro han senalado
que los extractos alcohodlicos de Curcuma
longa sp. presentan actividad antimalarica
al disminuir en mas del 80% la densidad
parasitaria frente a la cepa de Plasmodium
berghei en ratones (Fahira y col., 2023;
Arroyo-Acevedo y col., 2016).

Ademas de su efecto antimalarico, la
curcuma actua como antiinflamatorio,
antioxidante, antidiabético, neuroprotector,
antimicrobiano y antitumoral, demostrando
Su uso contra bacterias, hongos, virus
y parasitos; inhibe la resistencia a
farmacos, y los procesos de transcripcion
y replicacion del material genético, actua
sobre la sintesis del ergosterol en la
membrana celular causando alteraciones
morfoloégicas y lisis celular, impiden
la formacion de trofozoitos en el ciclo
de vida del Plasmodium y aumenta las
especies reactivas de oxigeno y por ende,
el estrés oxidativo causando la muerte
de los microoganismos. La curcumina
activa la c-Jun N-terminal quinasa (JNK)
y la quinasa p38, mientras que inhibe la
quinasa regulada por ERK (ERK) y el factor
nuclear kappap (NF-xp), lo que causa una
disminucion de la masa tumoral (Tian y
col., 2025).

Por ello, el objetivo del presente trabajo
es evaluar la actividad antimalarica de la
combinacion del extracto etanolico de
Curcuma longa sp. (ECL) con el farmaco
antimalarico cloroquina (CQ). La seleccion
de ECL se baso en sus numerosos efectos
farmacologicos.
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Materiales y Métodos
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratones macho de la cepa
INH, con pesos comprendidos entre 18 y
20 g, provenientes del Instituto Nacional
de Higiene Rafael Rangel (MPPS, Caracas).
Los animales fueron mantenidos en cajas
de plexiglas, con 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad, y se les proporciono
agua y alimento (Ratarina®) ad libitum. La
investigacion cumplié con las normas de
bioética contenidas en la Guia “Principles
of Laboratory Animal Care” (Principios
de cuidados de animales de laboratorio)
(An6énimo, 1985).

Se utilizd Plasmodium berghei (cepa
ANKA) sensible a CQ, la cual se mantuvo
mediante pasajes sucesivos de ratones
infectados a ratones sanos.

La dosis de Cloroquina (CQ) SIGMA-
Aldrich Chemical Co. Lote 109H1097. La
dosis de CQ fue seleccionada con base
en un estudio in vivo en ratones (Acosta y
col., 2022), en el que la CQ mostro efectos
antimalaricos a una dosis de 20 mg/kg de
peso por via i.p.

Las muestras de rizomas de Curcuma
longasp. fueron obtenidas en la poblacion
de Carrizal, estado Miranda.

Procedimiento para la preparaciéon
del extracto el extracto etandlico
liofilizado de Curcuma longa sp.

Los rizomas seleccionados (500 g), se
lavaron, y sin la corteza externa, se cortaron
en trozos pequenos y se maceraron en
820 mL de etanol a 96 ‘C durante 48
horas. Posteriormente, la solucion fue
filtrada a través de papel de filtro Whatman

No.l y sometida a liofilizaciéon para
obtener un polvo amarillo intenso (325
g). Este extracto fue denominado extracto
etanolico de Curcuma longa sp. (ECL). Se
prepararon concentraciones de 200y 400
mg/kg disueltos en una solucion agua/
etanol (3:1) y se inyectaron en ratones
para determinar el efecto antimalarico de
Curcuma longa sp. (Bahiry col., 2012). Se
seleccionaron las dosis de 200 y 400
mg/kg porque coinciden con estudios in
vivo en ratones a dichas dosis (Olanlokun
y col., 2021). Para el estudio se utilizaron
las siguientes dosis, expresadas en mg/
kg de peso, CQ 20 (mg/kg) y ECL (200
y 400 mg/kg). Ambos compuestos se
administraron a los animales por via i.p.
de forma separada.

INFECCION DE RATONES

Los ratones fueron infectados por via
i.p. con 1x10°¢ eritrocitos parasitados,
diluidos en solucioén fisiolégica (NaCl
0.9%). El curso de la parasitemia se
monitored mediante el conteo de la sangre
periférica de animales infectados, la cual
se colore6 con Giemsa y se observo al
microscopio de luz.

PREPARACION DE EXTENDIDOS DE SANGRE
PERIFERICA Y DETERMINACION DE PARASITEMIA

Una gota de sangre extraida de una
incision transversal en el extremo de la
cola del ratén infectado se coloco sobre
una lamina portaobjetos. Con la ayuda
de otra lamina, se realizo el extendido
fino y uniforme de la sangre a lo largo de
la misma, mediante desplazamiento, con
una inclinaciéon de 45'. El extendido seco,
fue fijado con metanol y calor, se colore6
con Giemsa (1:1) (Alger, 1999) mediante la
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técnica de inversion durante 20 minutos;
se lavo con agua destilada para retirar el
exceso de colorante y se dejo secar. Las
laminas se observaron al microscopio de
luz con un objetivo de 100X en aceite
de inmersion. Se contaron al menos 5
campos (aproximadamente 500 globulos
rojos), se determino la parasitemia y
se expresO en porcentaje (eritrocitos
infectados por cada 100 eritrocitos).

ACTIVIDAD ANTIMALARICA

Tratamiento de animales con
infeccion no patente. Prueba de Peter

Este ensayo se realizo mediante
el método descrito por Peter y col.
(1975). La Prueba de Peter (o Peter’s
4-day suppressive test) es un modelo
in vivo clasico para evaluar la actividad
antimalarica de compuestos en roedores
infectados con Plasmodium berghei. Se
emplea especificamente para medir el
efecto supresor del crecimiento parasitario
durante la infeccion patente temprana.

En el disenno experimental se incluyeron
los siguientes grupos:

1. Grupo control sano: animales sanos
que recibieron 0,1 mL de solucion
fisiologica (NaCl 0,9%) por via i.p.,
durante 5 dias.

2. Grupos de control infectados:
animales infectados con Plasmodium
berghei segun el protocolo, que
recibieron 0,1 mL de solucidon
fisiologica (NaCl 0,9%) por via i.p.
El dia 5 posinfeccion se determino
la densidad parasitaria mediante el
examen microscopico de extendidos

de sangre extraida de la cola del
animal. Adicionalmente, se llevo un
registro de los dias posinfeccion
(DSP).

3. QGrupos infectados con tratamiento:

Los subgrupos incluidos y los
tratamientos administrados a los ratones
infectados fueron los siguientes:

TRATAMIENTO

No. | Tratamientos i.p. / dia)
1 | cQzo CQ 20 mg/kg
2 | ECL 200 ECL 200 mg/kg
3 | ECL 400 EAN 400 mg/kg

CQ 20 mg/kg + ECL

4 CQ20 + ECL 200
200mg/kg

CQ 20 mg/kg + ECL

5 CQ 20 +ECL 400
400mg/kg

Cada raton fue tratado con 0,1 mL del
tratamiento indicado.

Ratones macho, de la cepa INH de
peso comprendido entre 18 y 20 g se
infectaron mediante inoculacion por
via i.p. con una densidad parasitaria
de 1 x 10° y, dos horas después de la
infeccion, se inicio el tratamiento de los
ratones de cada subgrupo, una vez al dia,
durante 5 dias. Cada raton fue tratado
con 0,1 mL del tratamiento indicado. El
dia 5 de posinfeccion y postratamiento,
se determinoO la densidad parasitaria
mediante el examen microscopico de
extendidos de sangre extraida de la cola
del animal. Adicionalmente, se llevo un
registro de los dias posinfeccion (DSPI).
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Tratamiento de animales con
infeccion patente

En el disenio experimental se incluyeron
los siguientes grupos:

1. Grupo control sano: animales sanos
que recibieron 0,1 mL de solucion
fisiologica (NaCl 0,9%) por via i.p.

2. Grupos control infectados: Animales
infectados con Plasmodium berghei
de acuerdo con el protocolo, que
recibieron 0,1 mL de solucion
fisiologica (NaCl 0,9%) por via i.p.
El dia 4 posinfeccion se determiné
la densidad parasitaria mediante el
examen microscopico de extendidos
de sangre extraida de la cola del
animal. Adicionalmente, se llevo
un registro de los dias posinfeccion
(DSP).

3. Grupos infectados con tratamiento:

Los subgrupos incluidos y los
tratamientos administrados a los ratones
infectados fueron los siguientes:

TRATAMIENTO

No. | Tratamientos (i.p. / dia)
1 CQ20 CQ 20 mg/kg
2 ECL 200 ECL 200 mg/kg
3 ECL 400 EAN 400 mg/kg

CQ 20 mg/kg + ECL

4 | CQ20+ECL200
200mg/kg

CQ 20 mg/kg + ECL

5 CQ 20 + ECL 400
400mg/kg

Cada raton fue tratado con 0,1 mL del
tratamiento indicado. Ratones macho, de
la cepa INH de peso comprendido entre 18-

20 g se infectaron mediante inoculacion
por via i.p. con una densidad parasitaria
de 1x10° y, al 4* dia postinfeccion, se
inicio el tratamiento de los ratones de
cada subgrupo, una vez al dia, durante
10 dias. Cada raton fue tratado con O, 1
mL del tratamiento indicado. El dia 10
de posinfeccion y posttratamiento, se
determino la densidad parasitaria mediante
el examen microscopico de extensos de
sangre extraida de la cola del animal.
Adicionalmente, se llevo un registro de la
mortalidad durante los dias posinfeccion
(DSPI). Se realizaron examenes post
mortem para detectar cualquier cambio
observable en el aspecto del higado y del
bazo, tanto en los ratones control como en
los infectados. Se extrajeron el bazo y el
higado de cada animal, se retiro el exceso
de sangre adherida, se lavo con solucion
salina (NaCl 0,9%) y se seco el organo con
papel absorbente para eliminar el exceso
de humedad antes de pesar (Basir y col.,
2012).

Los o6rganos fueron pesados en una
balanza analitica y registrados en una
tabla de datos, en comparacion con los
oOrganos blancos de un control sano. En
estudios de malaria con Plasmodium
berghei, este indice es relevante porque
la infeccion suele causar esplenomegalia
y hepatomegalia debido a la respuesta
inmune y a la acumulacion de eritrocitos
infectados (Ghosh y Stumhofer, 2021).

La eficacia de los tratamientos
ensayados fue evaluada calculando el
porcentaje de reduccion de la parasitemia
de acuerdo a la relacion (Cuiy col., 2015):

% Reduccion=C -T x 100
C
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C = % Parasitemia del control infectado
(Control negativo)

T= % Parasitemia del grupo tratado

Tratamiento y sacrificio de los
animales

Los animales fueron tratados por viai.p.
una vez al dia durante 5 dias consecutivos.
En el dia 5° de tratamiento, se tomaron
al azar 5 ratones de cada uno de los
grupos experimentales establecidos. Una
vez anestesiados con éter, se procedio
a obtener muestras de sangre del plexo
axilar para su separacion en suero
sanguineo.

Determinacion de marcadores de
hepatotoxicidad en suero

La determinacion en suero de la
actividad de algunas isoenzimas especificas
del higado (enzimas marcadoras) se utiliza
como medida de la hepatotoxicidad.
Entre estas enzimas se encuentran: la
aspartato aminotransferasa (AST), la
alanina aminotransferasa (ALT), la lactato
deshidrogenasa (LDH) y la gamma-glutamil
transpeptidasa (GGT). Esta ultima es un
marcador de citotoxicidad.

Determinacién de la alanina
aminotransferasa (ALT/SGPT)

La actividad de la enzima alanina
aminotransferasa (ALT) se determino
mediante el método cinético UV descrito
por Wroblewski y LaDue (1956), utilizando
un Kit comercial de STANBIO Laboratory. La
ALT cataliza la transaminacion reversible
del grupo amino de la L-alanina hacia
el a-cetoglutarato, generando piruvato

y L-glutamato. El piruvato formado es
reducido posteriormente a lactato por
la lactato deshidrogenasa (LDH), una
reaccion acoplada que consume NADH. La
disminucion de la absorbancia del NADH
a 340 nm es proporcional a la actividad
de ALT en la muestra.

Para la determinacion, se incubo 1,0 mL
de mezcla de reaccion compuesta por 67
mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM L-alanina,
0,5 Ude LDH, 10 mM a-cetoglutaratoy 0,15
mM NADH (sal disodica) durante 3 minutos
a 37 °C. Posteriormente, se anadié 0,1 mL
de suero (muestra problema). EI cambio
de absorbancia a 340 nm se registro a
intervalos de 1 minuto durante 3 minutos
utilizando un espectrofotometro STAT
FAX. La actividad enzimatica se calcul6 a
partir de la pendiente de disminucion de
la absorbancia por minuto.

Determinacion de aspartato
aminotransferasa (AST/SGOT)

La actividad de la enzima aspartato
aminotransferasa (AST) se determino
mediante el método cinético UV descrito
por Wroblewski y LaDue (1956), utilizando
un Kit comercial de STANBIO Laboratory. La
AST cataliza la transaminacion reversible
del grupo amino de la L-aspartato hacia el
a-cetoglutarato, produciendo oxalacetato
y L-glutamato. El oxalacetato generado
es reducido posteriormente a malato por
la malato deshidrogenasa (MDH), una
reaccion acoplada que consume NADH. La
disminucion de la absorbancia del NADH
a 340 nm es proporcional a la actividad
de AST en la muestra.

Para la determinacion, se incub6 1,0 mL
de mezcla de reaccion compuesta por 67
mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM L-aspartato,
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0,5 U de MDH, 10 mM o-cetoglutarato
y 0,15 mM NADH (sal disodica) durante
3 minutos a 37 °C. Posteriormente, se
anadio 0,1 mL de suero. El cambio de
absorbancia a 340 nm se registro a
intervalos de 1 minuto durante 3 minutos
utilizando un espectrofotometro STAT
FAX. La actividad enzimatica se calculo a
partir de la pendiente de disminucion de
la absorbancia por minuto.

Determinacion de y-glutamil
transferasa (GGT)

La actividad de la y—glutamil transferasa
(GAT) se determind mediante el método
descrito por Tietz (1976), adaptado para
microplacas. Este método se basa en la
capacidad de la GGT presente en la muestra
para catalizar la transferencia del grupo
v-glutamil desde el sustrato L-y-glutamil-
3-carboxi-4-nitroanilida hacia el aceptor
glicilglicina, generandose p-nitroanilina,
un producto coloreado cuya formacion
es proporcional a la actividad enzimatica.
La concentracion de p-nitroanilina se
cuantifico espectrofotométricamente a
405 nm.

Para la determinacion, se utilizaron los
reactivos del kit comercial de STANBIO
Laboratory. Se incubaron 200 pL de
la mezcla de reaccion, compuesta por
0,032 mM de L-y-glutamil-3-carboxi-4-nit
roanilida, 4 mM de Tris-HCI (pH 8,5) y 4
mM de dlicilglicina, durante 3 minutos a
37 °C. Posteriormente, se aniadieron 20
pPL de suero. El cambio de absorbancia
a 405 nm se registro cada 1 minuto
durante 3 minutos utilizando un lector
de microplacas. La actividad enzimatica
se calculé a partir de la pendiente de
incremento de la absorbancia por minuto.

Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como
media + error estandar de la media (E.E.M.).
Las comparaciones entre grupos se
realizaron mediante la prueba t de Student
para muestras independientes, seguida de
un analisis de varianza (ANOVA) de una
via cuando correspondia. Se considero
un nivel de significacion del 95 % (p <
0,05). El procesamiento estadistico y la
elaboracion de las graficas se realizaron
con el programa GraphPad Prism, version 9.

Resultados

AcTIVIDAD ANTIMALARICA

Para la determinacion de la actividad
antimalarica de las combinaciones de CQ
con ECL a diferentes concentraciones/
dosis, respecto a sus controles, se
realizaron los siguientes ensayos:
actividad antimalarica in vivo, mediante
la Prueba de Peter (modelo de infeccion
no patente) y un modelo de infeccion
patente. En estas pruebas se sometieron a
estudio los compuestos individuales y sus
combinaciones: CQ20, ECL200, ECL400,
CQ20+ECL200 y CQ20+ECL400.

Curva del curso temporal de la
infeccion de ratones INH con
Plasmodium berghei

Se realiz6 una curva de parasitemia
para observar el curso temporal de la
infeccion experimental por Plasmodium
berghei y el comportamiento de la
cepa de ratones INH empleados, segun
las condiciones de laboratorio, con la
finalidad de obtener valores de referencia
para los experimentos subsiguientes.
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En la Figura 2 se muestra la evolucion
de la parasitemia diaria de los animales
administrados por via i.p. con 10°
eritrocitos infectados. La primera fase
de la curva, correspondiente a la fase
de crecimiento aritmético, tuvo una
duracion de 4 dias. Entre los dias 7 y 12
se observa un crecimiento exponencial
de la parasitemia, hasta un valor maximo
de 96,05% + 0,54, tras lo cual se produce
la muerte de los ratones a partir del dia
8 £ 0,22.
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Figura 2. Curso temporal de la infeccién de ratones INH por
Plasmodium berghei. Los ratones (n=5) se inocularon por
via i,p. con 108 eritrocitos infectados. Los puntos representan la
media + E.E.M. La parasitemia maxima fue de 96,05% + 0,23%

Evaluacion del efecto antimalarico
en modelo de infecciéon patente
(Prueba de Peter)

En la Tabla I se muestran las
modificaciones del porcentaje de
parasitemia al 5° dia posinfeccion y de
sobrevivencia de los ratones de los grupos
de tratamiento, respecto al grupo control
(Tabla I, Figura 3).

El tratamiento con CQ, ECL y sus
combinaciones redujo significativamente
la parasitemia y aumento la sobrevivencia

Tabla I.
Efecto del tratamiento con CQ, ECL y
sus combinaciones sobre los dias de
sobrevivencia posinfeccion (DSPI) y la
parasitemia (%) en ratones infectados con
FPlasmodium berghei

% Parasitemia
Grupo DSPI + EEM
+ EEM
Control
7,6 +0,12 94,58 + 0,86
Infectado
CQ20 27,90 + 0,22** 0,95 +0,01**
ECL 200 14,50 + 0,13** 30,15 + 0,14**
ECL 400 19,60 £ 0,19** 28,32 £+ 0,10**
CQ20 + ECL
28,90 + 0,40** 0,22 + 0,03**
200
CQ 20 +
29,89 + 0,15** 0,12+0,01**
ECL 400

Los resultados se expresan como media + E.E.M. CQ 20: cloroquina
20 mg/kg, ECL200: extracto etandlico 200 mg/kg; ECL 400: extracto
etanélico 400 mg/kg. *p < 0,05 con respecto al grupo control
infectado

de los ratones infectados con Plasmodium
berghei, de al menos 14 a 30 dias
posinfeccion y postratamiento. El hecho
de que ECL tuvo, por si mismo, un
efecto significativo sobre DSPI y el % de
parasitemia sugiere que es un potencial
antimalarico.

La eficacia de los tratamientos, en
funcion del porcentaje de reduccion de
la parasitemia se muestra en la Tabla II.

Los resultados de eficacia mostraron
que CQ20 y ECL a las 2 dosis evaluadas
reducen en un 98,99 % y en 68,12
% y 70,05 %, respectivamente. Las
combinaciones de CQ20+ECL200
(99,87%) y CQ20+ECL400 (99,76%)
superaron la actividad de los tratamientos
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Figura 3. Efecto del tratamiento con CQ, ECL y sus combinaciones sobre los dias de sobrevivencia
posinfeccién (DSPI) y la parasitemia (%) en ratones infectados con Plasmodium berghei. Las barras
representan la media + E.E.M. CQ 20: cloroquina 20 mg/kg; ECL200: extracto etanélico 200 mg/kg; ECL
400: extracto etandlico 400 mg/kg. *p < 0,05 con respecto al grupo control infectado

Tabla II.
Porcentaje de reduccion (Eficacia) de los
tratamientos ensayados, solos 0 en combinacion

Tratamientos % Reducciéon
CQ20 98,99
ECL200 68,12
ECL400 70,05
CQ20 +ECL200 99,76
CQ20 +ECL400 99,87

€Q 20: Cloroquina 20 mg/kg, ECL200: extracto etandlico 200 mg/
kg; ECL400: extracto etandlico 400 mg/kg

individuales. Dada la diferencia marginal
entre los resultados de las combinaciones
(0,11%), la dosis de 200 mg/kg se perfila
como la opcion mas viable para optimizar
el indice terapéutico y minimizar el riesgqo
de toxicidad.

Evaluacion del efecto antimalarico
en modelo de infeccion patente

En esta fase, se evalud la capacidad
de CQ20, ECL200 y ECL400, asi como
de las combinaciones CQ20+ECL200
y CQ20+ECL400, para controlar una
infeccion establecida por Plasmodium
berghei, al reducir los niveles de
parasitemia en comparacion con el
grupo control infectado sin tratamiento.
Los tratamientos se iniciaron cuando la
parasitemia de los animales alcanzaba
valores de aproximadamente el 16%.

Como puede observarse en la Figura 4,
el tratamiento de ratones con parasitemia
cercana al 16% con las combinaciones
CQ20+ECL200 y CQ20+ECL400 redujo
significativamente la parasitemia en
todos los casos, en comparacion con los
controles infectados y no tratados.
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Figura 4. Efectos de los tratamientos CQ y ECL y de las combinaciones CQ20+ECL200 y CQ20+ECL400 sobre
la parasitemia en ratones infectados con Plasmodium berghei. Los compuestos se administraron diariamente
por via ip. a partir del cuarto dia posinfeccién durante 10 dias. CQ20 mg/kg (CQ20); cloroquina 20 mg/kg;
ECL200, extracto etandlico 200 (200 mg/kg); ECL400, extracto etandlico 400 (400 mg/kg); cloroquina 20 mg/
kg + ECL200 (CQ20 + ECL200); cloroquina 20 mg/kg + ECL400 (CQ20 + ECL400). *p < 0,05 con respecto al

grupo control infectado

Determinacion de ALT, AST y GGT

Se evaluaron los niveles de las enzimas
marcadoras de dano hepatico (ALT, ASTy
GGT) en el suero de animales infectados con
Plasmodium berghei, tratados con CQ, ECL
y sus combinaciones. Estos indicadores
permiten determinar si los tratamientos
incluidos en el diseno tienen efectos
hepatotoxicos y/o hepatoprotectores.

Los resultados obtenidos muestran
que la infeccion malarica produce un
aumento significativo de los niveles de
ALT, AST y GGQGT sérico, por lo que se
evidencia la alteracion del tejido hepatico
durante la infecciéon. El tratamiento de
los animales infectados durante 5 dias
produce una disminucion estadisticamente

significativa de los niveles de ALT, AST
y GGT en comparacion con el grupo
control infectado, con tendencia a la
normalizacion (Tabla IIl y Figura 5).

Determinacion de la Masa Corporal
(MC) e indice Organosomatico (I0S)
de ratones infectados con Plasmodium
berghei tratados con CQ y ECL y sus
combinaciones.

Como se observa en la Figura 6, en el
grupo control sano, los valores promedio
de la masa corporal de los ratones
aumentaron de forma significativa (p<0,05)
y de manera progresiva hasta el final del
experimento. En los ratones infectados
con Plasmodium berghei, l1a masa
corporal disminuyo significativamente en
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Tabla III.
Niveles de ALT, AST y GGT en suero de ratones infectados con Plasmodium berghei
tratados con los compuestos CQ, ECL y sus combinaciones

Grupo

ALT + EEM

AST + EEM

GGT + EEM

Control Sano

100,25 £ 0,23

42,13+0,11

77,62 0,15

Control Infectado

187,16 £ 0,13**

79,42 £ 0,39**

131,335 £ 1,20*

CQ20 104,50 0,13 39,75 £ 0,31 98,70 + 0,25**

ECL 200 117,21 £ 0,10 44,16+ 0,55 84,56 £ 0,67**
ECL 400 153 £ 0,22** 42,40+ 0,13 116,48+ 0,58**
CQ20 + ECL 200 134 + 0,25** 40,30 £ 0,18 89,43 +0,10**
CQ 20 + ECL 400 103,50 £ 0,43 40,10 £ 0,23 87,83 +0,25**

Los resultados expresan la media + E.E.M, *p<0,05 con relacién al control sano. CQ20: Cloroquina 20 mg/kg, ECL200: Extracto
etandlico 200 mg/kg, ECL400: Extracto etandlico 400 mg/kg; CQ20+ECL200: cloroquina 20 mg/kg+extracto etandlico 200
mg/kg; CQ20+ECL400: Cloroquina 20+extracto etandlico 400 mg/kg
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El tratamianto CO20 + ECL 400 exdandid la sobrevivenca a 19.99 dias

e u Carga Parasitaria oatrol
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Figura 5. Niveles de ALT, AST y GGT en suero de ratones infectados con Plasmodium berghei tratados
con los compuestos CQ, ECL y las combinaciones CQ20+ECL200 y CQ20+ECL400. CQ20: cloroquina 20 mg/kg;
ECL200: extracto etanélico 200 mg/kg; ECL400: extracto etandlico 400 mg/kg; CQ20+ECL200: cloroquina 20
mg/kg + extracto etandlico 200 mg/kg; CQ20+ECL400: cloroquina 20 mg/kg + extracto etandlico 400 mg/kg.
**p<0,05 conrespecto al grupo control infectado. Creado en Google Notebook con descripciones detalladas del autor
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Figura 6. Masa corporal (MC) de ratones infectados con Plasmodium berghei tratados con
los compuestos CQ y ECL, asi como con las combinaciones CQ20+ECL200 y CQ20+ECL400. CQ20:
cloroquina 20 mg/kg; ECL200: extracto etanélico 200 mg/kg; ECL400: extracto etandlico 400 mg/
kg; CQ20+ECL: cloroquina 20 mg/kg + extracto etandlico 200 mg/kg; CQ20+ECL400: cloroquina 20
mg/kg + extracto etandlico 400 mg/kg. *p < 0,05 con respecto al grupo control infectado

comparacion con el grupo control sano;
esta reduccion fue progresiva hasta el
dia 6, cuando los ratones murieron. La
masa corporal de los animales tratados
con CQ20 o con combinaciones fue
significativamente menor que la de los
animales controles sanos.

Determinacion de la masa de 6rganos
blancos en ratones infectados con
FPlasmodium berghei tratados con CQ,
ECL y sus combinaciones

La masa de todos los 6érganos blanco
(higado, bazo y cerebro) aumento
gradualmente durante la infeccion
malarica en comparacion con los controles
sanos. Este aumento en Organos como
el higado (hepatomegalia) y el bazo
(esplenomegalia) es un indicador directo
de la severidad de la infeccion y la

respuesta inflamatoria (Tabla 1V). Las
combinaciones CQ20 + ECL logran revertir
casi por completo la organomegalia. Como
se puede apreciar, la infeccion malarica
duplica la masa del higado (1543,20
mg) con respecto al control sano, y los
tratamientos combinados mostraron una
tendencia a normalizar los valores.

Discusion

Los resultados obtenidos indican que
los compuestos CQ20, ECL200 y ECL400,
administrados de forma individual o
en combinacion (CQ20+ECL200 y
CQ20+ECL400), exhiben una marcada
actividad antimalarica en el modelo
murino de infeccion patente por
Plasmodium berghei. Esta actividad se
evidencia por una reduccion significativa
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Masa de 6rganos blancos (higado, bazo y cerebro) de ratones infectados con Plasmodium

Tabla 1V.

berghei tratados con los CQ, ECL y sus combinaciones

Tratamientos

Higado (mg)

Bazo (mg)

Cerebro (mg)

Control Sano

789,5 £ 2,22

67,40 + 1,26

243,50 + 0,95

Control Infectado

1543,20 + 1,35**

206,40 + 1,30**

386,40 + 2,30**

CcQ20 1240,30 + 3,20** 150,47 £ 1,30** 302,40 + 3,20**

ECL 200 1430,20 + 1,28** 194,34 + 0,30** 302,12 + 1,52**
ECL 400 1380,40 + 3,20** 178,40 + 0,40** 344,70 + 2,50**
CQ20 + ECL 200 949,20 + 1,50** 98,40 + 2,01** 270,78 = 1,30
CQ 20 + ECL 400 832,15 = 1,20*F 89,77 + 1,30** 250,14 + 2,30

Los resultados se expresan como media + E.E.M. *p<0,05 en relacién con el control sano. CQ20: Cloroquina20 mg/kg,
ECL200: Extracto etandlico 200 mg/kg, ECL400: Extracto etandlico 400 mg/kg; CQ20+ECL200: cloroquina 20 mg/kg+extracto
etandlico 200 mg/kg; CQ20+ECL400: Cloroquina 20+extracto etandlico 400 mg/kg

de la parasitemia, la consecucion de
la cura parasitologica a los 30 dias de
seguimiento y un incremento en los
dias de sobrevivencia posinfeccion.
Estos hallazgos confirman que tanto la
cloroquina (CQ) como el extracto evaluado
(ECL) poseen un potencial terapéutico
relevante en este modelo experimental.

En particular, la combinacion
CQ20+ECL200 alcanzé una eficacia del
99,76%, muy similar a la observada con
CQ20+ECL400 (99,87%). La proximidad
de estos valores sugiere que el incremento
de la dosis de ECL de 200 a 400 mg/kg
no se traduce en una ganancia terapéutica
clinicamente relevante, pese a producir
el valor numérico de eficacia mas alto.
Desde una perspectiva farmacologica, esta
relacion apoya la existencia de un posible
efecto sinérgico entre la CQ y el ECL,
dado que las combinaciones alcanzan
niveles de supresion parasitaria y de cura
parasitologica superiores a los esperados

de la suma de sus efectos individuales.

La ausencia de diferencias sustanciales
entre las combinaciones CQ20+ECL200
y CQ20+ECL400 adquiere especial
importancia en términos de seguridad y
optimizacion del indice terapéutico. El uso
de dosis mas elevadas de extracto vegetal
podria asociarse con un mayor riesgo de
toxicidad aguda o subaguda, asi como con
efectos adversos a largo plazo, sin aportar
un beneficio adicional significativo en la
eficacia antimalarica. En consecuencia,
la combinacion CQ20+ECL200 se
perfila como el esquema de tratamiento
de eleccion, al ofrecer una eficacia
practicamente maxima con la menor dosis
posible de ECL, lo que optimiza la relacion
beneficio/riesgo y resulta coherente con
los principios de racionalidad terapéutica.

Los resultados observados en la
infeccion malarica, en comparacion con el
grupo control sano, son congruentes con lo
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reportado por Basiry col. (2012), quienes
describen que determinados extractos
vedetales con actividad antioxidante e
inmunomoduladora pueden reducir la
parasitemia y mejorar la supervivencia
en modelos murinos de malaria. Esta
concordancia refuerza la validez del
modelo experimental empleado y sugiere
que el ECL podria compartir mecanismos
de accion relacionados con la modulacion
de la respuesta inflamatoria, la proteccion
frente al dano oxidativo inducido por
el parasito y/o la interferencia con
etapas criticas del ciclo eritrocitico de
Plasmodium.

En relacion con el uso de la carcuma
en la infeccion malarica, diversos estudios
han senalado que los extractos etanolicos
de Curcuma longa sp. presentan una
actividad antimalarica comparable a la
de la CQ y la primaquina, caracterizada
por una reduccion significativa de la
parasitemia y un aumento de los dias de
sobrevivencia posinfeccion (Dawet y col.,
2024). Estos hallazgos situan a la curcuma
y a sus derivados como candidatos
prometedores para el desarrollo de
terapias combinadas, especialmente
en contextos de resistencia emergente
a los antimalaricos convencionales. La
similitud de los patrones de respuesta—
baja parasitemia, prolongacion de la
sobrevivencia y posible modulacion de
la respuesta inmune—permite plantear,
a titulo de hipotesis, que el ECL podria
compartir dianas farmacodinamicas o
vias de senalizacion con otros extractos
de origen vegetal de reconocida actividad
antimalarica.

Diversas investigaciones han
demostrado que la curcumina, un polifenol

bioactivo derivado de Curcuma longa sp.,
¢jerce una potente actividad antimalarica
tanto in vitro como in vivo. En cultivos
de Plasmodium falciparum resistente
a la cloroquina, la curcumina inhibe
el crecimiento parasitario de manera
dependiente de la dosis, 1o que sugiere
la capacidad de interferir con procesos
celulares esenciales del parasito. De
forma concordante, la administracion oral
de curcumina en ratones infectados con
Plasmodium bergheireduce la parasitemia
entre un 80 % y un 90 % y prolonga
significativamente la sobrevivencia (Corréa
Carvalho y col., 2024). Estos resultados
guardan una estrecha similitud con los
hallazgos del presente estudio, en el
que las combinaciones CQ20+ECL200
y CQ20+ECL400 lograron una supresion
casi completa de la parasitemia y una
recuperacion sostenida durante el periodo
de observacion.

Estudios morfologicos mediante
microscopia electronica de barrido han
aportado evidencia adicional sobre los
mecanismos de accion de Curcuma
longa sp. Rangel-Castanieda y col. (2018)
describieron alteraciones estructurales
profundas en P. falciparum expuesto a
extractos de curcuma, incluyendo dano
en la membrana parasitaria, pérdida de
componentes intracelulares, reduccion
del tamano y pérdida de integridad
estructural. Estos cambios sugieren
que los compuestos bioactivos de la
curcuma podrian actuar mediante la
desestabilizacion de las membranas,
la generacion de estrés oxidativo o la
interferencia con rutas metabodlicas
criticas del parasito. La similitud entre
estos efectos y los observados con el ECL
en nuestro estudio refuerza la hipotesis de
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que este extracto comparte mecanismos
antiplasmodiales con la curcumina.

En relacion con los parametros
bioquimicos, la infeccion por P. berghei
indujo un aumento significativo de las
transaminasas hepaticas (ALT y AST), lo
que refleja dano hepatocelular asociado
a la infeccion malarica. Sin embargo, los
animales tratados con las combinaciones
CQ20+ECL200y CQ20+ECL400 mostraron
una tendencia clara a la normalizacion
de estos valores, lo que sugiere un
efecto hepatoprotector o, al menos, una
reduccion del dano hepatico secundario
a la disminucion de la carga parasitaria.
Este comportamiento es coherente con
estudios previos que reportan que los
extractos de Curcuma longa sp. no generan
hepatotoxicidad en modelos murinos,
incluso tras 28 dias de administracion
continua (Arroyo-Acevedo y col., 2016),
lo que respalda la seguridad del uso de
extractos derivados de esta planta.

Otro aspecto relevante evaluado fue
la variacion en la masa corporal de los
animales. La pérdida progresiva de peso
observada en los ratones infectados
es un hallazgo esperado en la malaria
experimental y puede atribuirse a una
combinacion de factores: disminucion
del consumo de alimentos, alteraciones
metabdlicas inducidas por la infeccion,
hipoglucemia y aumento del catabolismo
energético. De manera paralela, se
observaron cambios en la masa de
organos blanco, particularmente higado,
bazo y cerebro. La hepatomegalia y la
esplenomegalia son manifestaciones
clasicas de la malaria, asociadas a la
acumulacion de hemozoina, a la hiperplasia
de células fagociticas y a procesos
inflamatorios. El aumento de la masa
cerebral, aunque menos pronunciado,

puede relacionarse con edema y con
procesos inflamatorios caracteristicos de
la malaria cerebral.

La administracion de las combinaciones
CQ20+ECL200 y CQ20+ECL400
contrarresto tanto la pérdida de masa
corporal como el aumento de la masa de
los 6rganos blanco, siendo este efecto
mas marcado con la dosis mas alta del
extracto. Estos resultados coinciden
con lo reportado por Basir y col. (2012),
quienes describen que los extractos
vegetales con propiedades antioxidantes
e inmunomoduladoras pueden atenuar las
alteraciones sistémicas inducidas por la
infeccion malarica. La capacidad del ECL
para revertir estos cambios sugiere que
su accion no se limita a un efecto directo
sobre el parasito, sino que podria modular
la respuesta inflamatoria, reducir el
estrés oxidativo o mejorar la homeostasis
metabolica del hospedador.

En conjunto, este estudio preliminar
aporta evidencia solida sobre el potencial
terapéutico de las combinaciones
CQ+ECL como estrategia antimalarica.
La combinacion CQ20+ECL200 destaca
como la opcidon mas racional, al ofrecer
una eficacia practicamente maxima con
una dosis reducida del extracto, lo que
optimiza el indice terapéutico y minimiza
el riesgo de toxicidad. Estos hallazgos
abren la posibilidad de desarrollar terapias
combinadas basadas en compuestos
naturales que contribuyan a prolongar la
vida util de los antimalaricos disponibles,
areducir la expansion de la resistenciay a
disminuir los efectos adversos asociados
a los tratamientos convencionales.

Futuros estudios deberan profundizar
en la caracterizacion de los mecanismos
de accion del ECL, evaluar otras vias
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de administracion, explorar diferentes
partes de la planta y determinar su perfil
toxicologico a largo plazo, con miras a
su eventual integracion en programas de
desarrollo farmacolégico antimalarico.

Conclusiones

Las combinaciones CQ20+ECL200 y
CQ20+ECL400 resultaron ser efectivas
para disminuir la parasitemia y aumentar la
sobrevivencia de los animales infectados
con Plasmodium berghei. Por lo tanto,
la combinacion CQ+ECL es eficaz como
antimalarico y como potenciador de la
actividad de la CQ, especialmente la
combinacion CQ20+ECL200, ademas
de prevenir la hepatotoxicidad, la
hepatomegalia, la esplenomegalia y el
edema cerebral generados por la infeccion
malarica.
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Resumen

El articulo desarrolla un analisis riguroso del uso racional de antibi6ticos en odontologia, estableciendo una
distincion conceptual y operativa entre la antibioticoterapia profilactica y la terapéutica. A partir de una revision
critica de la evidencia, se enfatiza que la microbiota humana, y en particular la microbiota oral, constituye un
ecosistema altamente dinamico, diversoy funcional, cuya estabilidad es esencial para la homeostasis inmunolégica
y metabdlica. La exposicion innecesaria o repetida a antimicrobianos altera esta ecologia microbiana mediante
disbiosis, reduccion de la biodiversidad y seleccion de cepas resistentes, lo que subraya la necesidad de una
prescripcion prudente y basada en criterios clinicos estrictos. Se destaca que, en escenarios en los que la
prescripciéon empirica es inevitable, la eleccion farmacologica debe orientarse hacia agentes con espectro de accion
dirigido principalmente a anaerobios, dado su papel predominante en las infecciones odontogénicas. Sin embargo,
se insiste en que la antibioticoterapia no sustituye el tratamiento local de la causa, el drenaje, el desbridamiento
y el control del foco infeccioso, y que su indicacion solo es justificable ante signos de compromiso sistémico,
diseminacion de la infeccién o condiciones clinicas especificas que aumenten el riesgo de complicaciones.
Aborda estrategias de optimizacién, como la rotacién ciclica de antibiéticos, que podrian disminuir la
presion selectiva y favorecer la recuperacion de la susceptibilidad bacteriana en determinados contextos.
No obstante, se advierte que estas intervenciones deben implementarse dentro de programas formales
de vigilancia y stewardship (administracién), o conjunto de estrategias, politicas y practicas institucionales
orientadas a garantizar el uso 6ptimo de los antimicrobianos. Su objetivo es maximizar la eficacia clinica del
tratamiento, minimizar los efectos adversos —incluidos la disbiosis y la toxicidad— y reducir la emergencia y la
diseminacion de la resistencia bacteriana, evitando interpretaciones simplistas o aplicaciones indiscriminadas.

Palabras clave: Microbiota oral, infecciones odontogénicas, profilaxis antibiética, rotacion ciclica de antibiéticos

Abstract

This article presents a rigorous analysis of the rational use of antibiotics in dentistry, establishing a conceptual
and operational distinction between prophylactic and therapeutic antibiotic therapy. Based on a critical review
of the evidence, it emphasizes that the human microbiota, particularly the oral microbiota, constitutes a highly
dynamic, diverse, and functional ecosystem whose stability is essential for immunological and metabolic
homeostasis. Unnecessary or repeated exposure to antimicrobials alters this microbial ecology through dysbiosis,
reduced biodiversity, and the selection of resistant strains, underscoring the need for prudent prescribing based
on strict clinical criteria. It is emphasized that, in scenarios where empirical prescribing is unavoidable, the
choice of pharmacology should be oriented toward agents with a spectrum of action that primarily targets
anaerobes, given their predominant role in odontogenic infections. However, it is emphasized that antibiotic
therapy does not replace local treatment of the underlying cause, drainage, debridement, and control of the
infectious focus, and that its use is only justified in the presence of signs of systemic involvement, dissemination
of the infection, or specific clinical conditions that increase the risk of complications. The article addresses
optimization strategies, such as cyclical antibiotic rotation, that could reduce selective pressure and promote
the restoration of bacterial susceptibility in certain contexts. Nevertheless, it cautions that these interventions
must be implemented within formal surveillance and stewardship programs, or a set of institutional strategies,
policies, and practices aimed at ensuring the optimal use of antimicrobials. Their objective is to maximize
the clinical efficacy of treatment, minimize adverse effects—including dysbiosis and toxicity—and reduce the
emergence and spread of bacterial resistance, avoiding simplistic interpretations or indiscriminate applications.

Keywords: Oral microbiota, odontogenic infections, antibiotic prophylaxis, cyclical rotation of antibiotics
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Introduccion

La microbiota humana, incluida la
microbiota bucal, constituye el conjunto de
microorganismos que habitan de manera
fisiologica en diversas regiones anatomicas
y mantienen relaciones simbiodticas con
el hospedador humano (Tas y col., 2021).
Esta comunidad puede organizarse en una
microbiota central, caracterizada por una
composicion relativamente estable entre
distintas poblaciones independientemente
de factores geograficos, culturales o
étnicos, y una microbiota variable, cuya
estructura se ve modulada por habitos,
dieta, condiciones ambientales y variabilidad
genética. A pesar de la heterogeneidad
taxonomica observada entre individuos y
poblaciones, los estudios metagenomicos
y metaprotedmicos han demostrado que la
expresion funcional microbiana es altamente
conservada, lo que sugiere la existencia de
un nucleo funcional comun que sustenta
procesos metabdlicos esenciales para la
homeostasis del hospedador (Lai y col.,
2019; Baker y col., 2024). El metagenoma
—entendido como la expansion del
genoma humano por la enorme dotacion
genética microbiana— multiplica de forma
exponencial la capacidad metabdlica del
sistema humano microbiano y se expresa
en un metaproteoma que participa en rutas
bioquimicas fundamentales. Sin embargo,
esta biodiversidad, un atributo critico de
una microbiota sana, se ve amenazada por
la exposicion a farmacos antimicrobianos,
los cuales reducen la diversidad, alteran
la estabilidad ecoldgica y favorecen la
seleccion de genes de resistencia.

En la cavidad bucal, la microbiota presenta
una organizacion ecoldgica altamente
estructurada basada en la formacion de
biopeliculas, un sistema complejo de
comunidades microbianas adheridas a

superficies y embebidas en una matriz
extracelular que regula su comunicacion,
metabolismo y resistencia ambiental
(Baker y col., 2024). En condiciones de
salud, estas biopeliculas se caracterizan
por una notable diversidad de especies,
lo que constituye un marcador ecolégico
de estabilidad y resiliencia. Los estudios
de microbiomas orales en individuos
sanos muestran que entre el 50% y el 60%
de los microorganismos presentes son
aerobicos, predominantemente procariotas
—bacilos y cocos, tanto grampositivos
como gramnedativos—, aunque también
se identifica una amplia variedad de
arqueas, protoctistas, virus y hongos, lo
que evidencia la complejidad taxonémica
del ecosistema oral.

Esta biodiversidad, caracteristica de
bocas con baja incidencia de caries y
adecuado estado gingival y periodontal,
disminuye progresivamente cuando el
ambiente bucal se vuelve sacarolitico y
acidogeno. En estas condiciones, se favorece
la proliferacion de un numero reducido
de especies aciduricas y acidogénicas,
fendmeno que constituye el punto de
partida de los procesos patolégicos mas
prevalentes de la cavidad bucal: la caries
dental y la enfermedad periodontal (Zhang
y col., 2018; Yamashita y Takeshita, 2017).

La saliva desempena un papel
determinante en la regulacion de este
ecosistema. Su capacidad buffer se ve
reforzada por el metabolismo de las
especies aerobicas propias de la microbiota
de la boca sana; las glicosidasas y proteasas
producidas por estos microorganismos
contribuyen tanto a la digestion inicial como
al mantenimiento de un pH cercano a la
neutralidad (Liy col., 2023; Madison y col.,
2024). Este pH neutro, a su vez, favorece
la proliferacion de microorganismos
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neutrofilicos, mientras que un ambiente
salival acido inhibe su crecimiento y altera
la composicion ecologica de la biopelicula
(Baker y col., 2024; Zhang y col., 2018; Li
y col., 2023; Madison y col., 2024).

En este contexto, el uso indiscriminado
de agentes antimicrobianos topicos, como
la clorhexidina, resulta contraproducente.
Aunque se trata de un antiséptico de
amplio espectro, no puede considerarse un
enjuague de uso rutinario, sino un farmaco
que debe ser prescrito por el profesional
de la odontologia con una posologia
especifica, aun cuando su adquisicién no
requiera récipe farmacologico (Brookes y
col., 2021; Liu y col., 2023). La alteracion
innecesaria de la microbiota neutrofilica
mediante antimicrobianos sin indicacion
clinica precisa puede generar disbiosis y,
en consecuencia, resultar mas perjudicial
que beneficiosa para la salud oral.

Los antibioticos sistémicos deben
prescribirse con estricta responsabilidad
clinica y pleno conocimiento de sus
implicaciones terapéuticas y epidemiologicas.
La resistencia antimicrobiana constituye
actualmente uno de los mayores desafios
de salud publica a nivel mundial, y cualquier
error diagnostico que conduzca a la
seleccion de un antibi6tico inadecuado no
solo compromete la eficacia del tratamiento,
sino que también contribuye a la expansion
de cepas resistentes y al deterioro del
panorama global de susceptibilidad
(Contaldoy col., 2023). Este riesgo subraya
la necesidad de que la indicacion antibi6tica
en odontologia se base en criterios clinicos
solidos, evitando prescripciones empiricas
innecesarias y priorizando intervenciones
locales cuando sean suficientes para
controlar el proceso infeccioso.

Otro aspecto fundamental a considerar
en la administracion de antimicrobianos
es la posibilidad de efectos adversos. La
evidencia disponible indica que entre
el 4% y el 6% de los antimicrobianos
prescritos generan algun tipo de reaccion
adversa, que incluye desde manifestaciones
gastrointestinales leves hasta eventos de
mayor relevancia clinica (Kyoneny col., 2021;
Rouveix, 2003). Este dato adquiere especial
importancia en el contexto odontolégico,
donde la mayoria de las infecciones pueden
resolverse mediante tratamiento local y la
indicacion sistémica debe reservarse para
situaciones con compromiso sistémico,
riesgo de diseminacién o condiciones
especificas del paciente.

ANTIBIOTICOTERAPIA PROFILACTICA

La antibioticoterapia profilactica tiene
como objetivo prevenir las infecciones
metastasicas derivadas de la bacteriemia
transitoria que se produce durante
procedimientos odontolégicos que
generan sangrado. Esta bacteriemia
inicial, aunque generalmente autolimitada
en individuos sanos, puede representar
un riesgo significativo en pacientes con
condiciones predisponentes y también
interferir con procesos bioldgicos criticos
como la regeneracion y la cicatrizacion
6sea (Rouveix, 2003). Para que la profilaxis
sea eficaz, el antibi6tico debe alcanzar
concentraciones séricas adecuadas antes
de que se produzca la bacteriemia inducida
por el procedimiento, lo que justifica su
administracion previa a la intervencion
(Wilson y col., 2022).

El protocolo actualizado de la American
Heart Association (AHA) de 2021 para la
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prevencion de la endocarditis infecciosa
constituye actualmente la referencia
principal para la practica odontologica. Este
documento ha sido adoptado ampliamente
por diversas especialidades, especialmente
en cirugia bucal, como guia para determinar
cuando y como realizar la profilaxis
antibidtica (Wilson y col., 2022). La Tabla
I resume las recomendaciones de la AHA
para adultos y ninos, diferenciando entre
pacientes con y sin alergia a las penicilinas,
asi como las alternativas segun la via de
administracion.

El protocolo de profilaxis antibi6tica utiliza
amoxicilina como primera elecciéon debido
a su eficacia demostrada para controlar
la bacteriemia transitoria asociada a
procedimientos odontolégicos que generan
sangrado. Una dosis unica de 2 gramos,
administrada entre 30 y 60 minutos antes
de la intervencion, alcanza concentraciones
séricas suficientes para neutralizar la mayoria
de las especies bacterianas de origen
odontogénico implicadas en infecciones

metastasicas (Wilson y col., 2022). Cuando
se opta por ampicilina, la via preferida es
la parenteral, fundamentalmente por sus
propiedades farmacocinéticas, que permiten
una biodisponibilidad mas predecible y
concentraciones plasmaticas adecuadas
en el momento critico de la bacteriemia.
En pacientes alérgicos a las penicilinas, las
alternativas recomendadas en odontologia
incluyen macroélidos como azitromicina y
claritromicina, asi como tetraciclinas como
la doxiciclina, todas administradas en dosis
Unica previa al procedimiento (Wilsony col.,
2022).

¢En qué pacientes esta indicada la
antibioticoterapia profilactica?

En individuos inmunocompetentes, la
exposicion habitual ala microbiota oral genera
una estimulacion antigénica que confiere
una proteccion natural frente a la mayoria
de los microorganismos odontogénicos.
Sin embargo, existen grupos de pacientes

Tabla I.
Propuesta de la Asociacion Cardiaca Americana (AHA, 2021) para prevenir la endocarditis infecciosa
Situacion Agente Adultos Ninos < 27 kg (60 1b)
Via oral Amoxicilina 2dg 50 mg/kg
Otras vias de o
. .. Ampicilina 2g,IMolVv 50 mg/kg, IM o IV
administracion
Cefazolina o
) 1g IMolV 50 mg/kg, IM o IV
Ceftriaxona
Alérgicos a penicilina )
. Cefalexina* 2g 50 mg/kg
(via oral)
Doxiciclina 100 mg
Azitromicina o
. . 500 mg 15 mg/kg
Claritromicina
Alérgicos a penicilina Cefazolina o
) ) 1g, IMo IV 50 mg/kg, IM o IV
(otras vias) ceftriaxona
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en los que la bacteriemia transitoria puede
desencadenar complicaciones graves,
por lo que la profilaxis antibidtica esta
claramente indicada.

En primer lugar, los pacientes con
antecedente de endocarditis infecciosa
presentan un riesgo elevado de recaida
ante episodios de bacteriemia, lo que
justifica la cobertura antibi6tica preventiva.
Este riesgo se extiende a quienes poseen
material protésico valvular, a pacientes
con stent coronario con menos de seis
meses de evolucidn, a personas con
cardiopatias congénitas ciandéticas, asi
como a aquellos con defectos o materiales
protésicos intracardiacos que aun no han
completado su epitelializaciéon (Wilson
y col., 2022; Dammling y col., 2022).
Los pacientes trasplantados de corazéon
también requieren profilaxis debido a la
combinacion de factores estructurales
y farmacolégicos que comprometen su
respuesta inmunitaria.

Asimismo, los pacientes trasplantados de
cualquier 6rgano solido reciben tratamientos
inmunosupresores que disminuyen su
capacidad para controlar bacteriemias
transitorias, por lo que deben considerarse
candidatos a la antibioticoterapia preventiva
(Wilsony col., 2022; Dammlingy col., 2022).
De manera similar, los pacientes diabéticos,
asi como aquellos con inmunosupresion
farmacologica, discrasias sanguineas o
infecciones, como el VIH/SIDA, pueden
beneficiarse de la profilaxis, especialmente
cuando se someten a procedimientos con
alto riesgo de bacteriemia (Dammling y
col., 2022). Finalmente, existe evidencia
cientifica que respalda el uso de profilaxis
antibiotica en implantologia oral,
particularmente en procedimientos que
incluyen regeneracion tisular guiada
O intervenciones que comprometen

la estabilidad inicial del implante. Los
estudios muestran resultados favorables en
términos de osteointegracion y reduccion
de las complicaciones infecciosas cuando
se emplea una dosis tunica preoperatoria de
antibioticos (Esposito y col., 2013).

ANTIBIOTICOTERAPIA CURATIVA

La antibioticoterapia curativa comprende
el uso de antimicrobianos a dosis terapéuticas
para tratar infecciones ya establecidas,
por lo que resulta esencial conocer la
composicion microbiana caracteristica de
las infecciones odontogénicas y seleccionar
el farmaco cuyo espectro antimicrobiano
se ajuste mejor a las particularidades
ecologicas de la infeccion. A medida que la
biopelicula dental se acumulay los habitos
de higiene bucal se deterioran, las dietas
ricas en carbohidratos refinados inducen
cambios profundos en la microbiota oral,
lo que favorece un ambiente disbi6tico. En
este contexto, la biodiversidad propia de
la biopelicula sana disminuye de manera
significativa, lo que reduce la variedad de
especies presentes, pero incrementa la
abundancia relativa de microorganismos
adaptados a condiciones patologicas (Di
Stefano y col., 2022).

Los microorganismos que proliferan
en este ambiente alterado presentan dos
perfiles ecolégicos distintos segun la
enfermedad que causan. Por un lado, se
encuentran los denominados inflamofilos,
microorganismos capaces de activar de
forma persistente la respuesta inmunitaria
del hospedador, lo que promueve inflamacion
cronica y dano tisular periodontal. Estas
especies, tipicamente asociadas a la
enfermedad periodontal, utilizan como
sustrato los metabolitos presentes en el
fluido crevicular y poseen la capacidad de
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invadir en profundidad los tejidos gingivales
y el ligamento periodontal. Por otro lado,
los acidoéfilos son microorganismos cuya
actividad metabdlica degrada los azticares
de la dieta, generando acidos organicos
que disminuyen progresivamente el pH
del medio. Este descenso del pH altera la
homeostasis mineral de la superficie dental
y constituye el mecanismo central de la
patogénesis de la caries dental (Sebastian
y col., 2019; Siqueira y Rocas, 2022).

La distincion entre estos dos perfiles
microbianos no solo es relevante desde
el punto de vista fisiopatolégico, sino
que también orienta la seleccién del
antibi6tico en el contexto terapéutico. Las
infecciones periodontales, dominadas
por microorganismos anaerobios
gramnegativos inflamofilos, requieren
antimicrobianos con actividad especifica
contra anaerobios estrictos y facultativos,
mientras que las infecciones endodoénticas
o0 cariosas complicadas suelen involucrar
comunidades acidoéfilas con patrones
de susceptibilidad distintos. Por ello, la
antibioticoterapia curativa debe integrarse
siempre al tratamiento local del foco
infeccioso, evitando prescripciones
empiricas indiscriminadas y priorizando la
racionalidad microbiolégica.

La mayoria de los microorganismos
implicados en infecciones odontogénicas
comparten una caracteristica fundamental:
son predominantemente anaerobios
estrictos o facultativos, 1o que representa
aproximadamente el 80% de la flora asociada
a estas infecciones (Tanner y Stillman,
1993). Esta condicion ecolodgica tiene dos
implicaciones clinicas esenciales. En primer
lugar, el antibiograma, herramienta basica
en infectologia, no se utiliza de forma
rutinaria en la practica odontologica debido
a las dificultades técnicas y logisticas

que conlleva la recoleccion, el transporte
y el cultivo de muestras anaerobias en
un entorno ambulatorio. La obtencion
de cultivos representativos requiere
técnicas estrictamente anaerdbicas y un
procesamiento inmediato, lo que resulta
poco practico en el consultorio dental
(Tanner y Stillman, 1993). En segundo
lugar, la seleccion del antibidtico debe
orientarse hacia farmacos con un espectro
antimicrobiano eficaz contra los anaerobios,
dado que estos microorganismos
constituyen el nacleo patégeno de la
mayoria de las infecciones odontogénicas
(Tanner y Stillman, 1993; Lockhart y col.,
2019).

Las caracteristicas hemodinamicas del
sistema de conductos radiculares anaden
otra importante limitacién terapéutica. En
pulpas inflamadas o necréticas, la circulacion
apical se encuentra comprometida, lo que
impide el paso de antibi6ticos sistémicos
desde el torrente sanguineo hacia el interior
del diente. Por esta razon, los antibi6ticos
sistémicos no alcanzan concentraciones
terapéuticas en el sistema de conductos,
lo que los hace ineficaces para tratar
infecciones endodoénticas intrapulpares
(Lockharty col., 2019). Su utilidad se reserva
para infecciones del periapice, infecciones
6seas o procesos que se diseminan hacia
espacios profundos y regiones extraorales.
Cuando el foco infeccioso esta localizado
dentro del diente, el tratamiento debe ser
instrumental y quimico-mecanico, con
acceso fisico al sistema de conductos para
su desinfeccion.

Un principio similar se observa en las
infecciones periodontales. Los antibioticos
sistémicos no tienen efecto sobre las
biopeliculas supragingivales, ya que
la matriz extracelular y la arquitectura
tridimensional de la biopelicula actian
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como barreras que impiden la penetracion
adecuada del farmaco (Marsh, 2012). Por
ello, el tratamiento periodontal requiere
la intervencion clinica directa mediante
raspado, alisado radicular y control de los
irritantes locales para restablecer la salud
del periodonto.

El uso de antibi6ticos en infecciones
bucales debe reservarse exclusivamente
para situaciones en las que exista un
compromiso sistémico asociado al proceso
infeccioso, ya que en la mayoria de los casos
el tratamiento local del foco es suficiente
para resolver la infecciobn odontogénica
(Siqueira y Rbcas, 2022; Lockhart y col.,
2019). Esto significa que, en ausencia de
manifestaciones sistémicas, los antibi6ticos
sistémicos no aportan beneficios clinicos y
pueden incluso contribuir a la disbiosis y a
la seleccion de resistencia antimicrobiana.
Ejemplos de situaciones en las que no
se requiere antibioticoterapia incluyen
pulpitis, lesiones radiolticidas apicales
asintomaticas, edemas localizados,
abscesos localizados, fistulas y necrosis
pulpar, todos ellos procesos que deben
manejarse mediante intervenciones locales
dirigidas al foco infeccioso.

Por el contrario, la presencia
de compromiso sistémico justifica el
uso de antimicrobianos como apoyo
terapéutico. Entre los signos que indican
esta necesidad se encuentran fiebre,
malestar general, pérdida del apetito,
linfoadenopatia regional dolorosa, edema
extraoral, celulitis, osteomielitis y episodios
infecciosos recurrentes o reagudizados. En
estos escenarios, la antibioticoterapia actua
como complemento indispensable del
tratamiento local, contribuyendo a controlar
la diseminacion bacteriana y a estabilizar
al paciente.

Una vez establecido el diagnostico,
la seleccion del antimicrobiano debe
basarse en criterios racionales que incluyan
el espectro de accion, la experiencia
clinica acumulada, la toxicidad, la eficacia
frente a los microorganismos mas
frecuentes en infecciones odontogénicas
y las caracteristicas farmacocinéticas del
farmaco. También deben considerarse el
mecanismo de acciony el perfil de reacciones
adversas, especialmente en pacientes con
comorbilidades o polifarmacia. Sobre
esta base, las penicilinas de amplio
espectro, en particular las aminopenicilinas,
constituyen la primera linea terapéutica
en infecciones odontogénicas (Piekarczyk,
1993; Crofty col., 2014). Su baja toxicidad,
su eficacia comprobada frente a la mayoria
de los anaerobios implicados en estas
infecciones y la extensa experiencia clinica
acumulada durante casi un siglo de
uso y farmacovigilancia respaldan su
eleccion como tratamiento inicial seguro y
predecible.

Las aminopenicilinas —ampicilina,
amoxicilina y bacampicilina— pueden
emplearse con seguridad y eficacia en
el paciente odontolégico debido a su
adecuada absorcion y a su espectro
antimicrobiano, siendo la ampicilina la mas
eficiente por via parenteral. Entre ellas, la
amoxicilina es, con diferencia, el antibi6tico
mas prescrito en la practica odontologica,
gracias a su excelente biodisponibilidad
oral, su amplia distribucion tisular y su
minima interaccion con las moléculas
del hospedador, caracteristicas que la
convierten en una opcioéon ideal para el
tratamiento de infecciones odontogénicas.
La combinacién de amoxicilina con acido
clavulanico, un inhibidor de betalactamasas,
amplia de manera significativa su espectro
de accion y mejora su eficacia frente a cepas
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resistentes, lo que resulta especialmente
atil en infecciones polimicrobianas o en
escenarios con sospecha de produccion
de betalactamasas (Tolksdorfy col., 2022).

Los inhibidores de betalactamasas
también se emplean en combinacién con
ampicilina, como ocurre con el sulbactam,
que se administra en forma de profarmaco,
la sultamicilina. Esta formulacion mejora
la absorcién de la ampicilina y amplia
su espectro antimicrobiano de manera
comparable a la combinacién amoxicilina—
acido clavulanico. Su presentaciéon
intramuscular constituye una alternativa
terapéutica valiosa para infecciones
odontogénicas graves que requieren una
respuesta rapida por via parenteral. Estas
combinaciones modernas permiten abordar
infecciones complejas con mayor eficacia 'y
seguridad, desplazando el uso de penicilinas
benzatinicas y procainicas, cuyo espectro
mas limitado y farmacocinética menos
favorable las hacen menos adecuadas
para el manejo actual de infecciones
odontogénicas.

Epidemiologicamente, el problema de
la resistencia bacteriana se manifiesta con
mayor intensidad en aquellos antibi6ticos
que han sido utilizados con mayor frecuencia
y durante mas tiempo. Por ello, desde
una perspectiva de salud publica y con
base en el balance riesgo-beneficio, las
penicilinas deben emplearse antes que
otros antimicrobianos con mejores perfiles
de susceptibilidad comunitaria, con el fin
de preservar la presion selectiva sobre los
antibidticos mas nuevos y mantener su
eficacia frente a poblaciones bacterianas
susceptibles (Tolksdorfy col., 2022; Holmes
y col., 2016). Este principio se integra con el
concepto de rotacion ciclica de antibioticos,
que se fundamenta en la capacidad de los
procariotas para modular la expresion de

genes no esenciales, incluidos los genes
de resistencia. Plasmidos, transposones e
integrones que codifican resistencia pueden
dejar de transcribirse en ausencia del
antibiético correspondiente y reactivarse
cuando el ambiente vuelve a ejercer presion
selectiva. Aunque el tiempo exacto varia
seqgun la especie y el tipo de gen, se ha
propuesto un promedio de 90 dias como
criterio para considerar que una poblacion
bacteriana previamente resistente puede
recuperar la susceptibilidad mediante este
mecanismo (Llor y Bjerrum, 2014; Askariy
Sawyer, 2005; Sandiumenge y Rello, 2003).

Este marco conceptual conduce a dos
consideraciones clinicas fundamentales:
reducir la cantidad total de antibi6ticos
sistémicos prescritos a lo largo del ano
y evitar, siempre que el balance riesgo-
beneficio lo permita, la indicacién del
mismo antibidético que el paciente haya
utilizado en los ultimos tres meses. Estas
estrategias buscan disminuir la presion
selectiva y favorecer la recuperacion de la
susceptibilidad bacteriana.

En este contexto, los macrélidos
—especialmente azitromicina y
claritromicina— representan una alternativa
adecuada cuando las penicilinas no pueden
utilizarse. Su espectro antimicrobiano
cubre la mayoria de los microorganismos
implicados en infecciones odontogénicas,
y su excelente actividad frente a bacilos
gramnegdativos anaerobios, junto con
su efecto antiinflamatorio, los convierte
en opciones particularmente utiles en
infecciones periodontales. Sin embargo,
no deben emplearse como sustitutos
cuando la terapia con penicilinas fracasa,
ya que no son superiores a estas,
especialmente frente a microorganismos
productores de betalactamasas. Su uso
empirico sin antibiograma debe reservarse
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exclusivamente para situaciones en las
que las penicilinas estén contraindicadas,
manteniéndose como parte de la primera
linea unicamente en ese contexto (Cobos
Trigueros y col., 2009) (Figura 1).

El uso de macrdlidos exige especial
precaucion debido a su capacidad para
inhibir el citocromo P 450, un efecto
particularmente marcado en los macrélidos
de generaciones anteriores como la
eritromicina. Esta inhibicién genera
multiples interacciones farmacologicas que
pueden resultar peligrosas en pacientes
polimedicados o con compromiso hepatico.
Ademas, es pertinente advertir al paciente
sobre el aumento de la motilidad intestinal
que estos farmacos pueden producir como
efecto adverso, aunque este sintoma no
constituye motivo para suspender la terapia.
La diarrea, en cambio, si representa una
razon valida para interrumpir el tratamiento
y reevaluar la conducta terapéutica (Cobos
Trigueros y col., 2009).

Cuando la primera linea de tratamiento
empirico —sin antibiograma— no resulta
eficaz, deben considerarse alternativas
terapéuticas. Si el antimicrobiano
seleccionado es adecuado para el espectro
microbiano de la infeccién, el paciente
deberia mostrar mejoria clinica en las

Macrilidos

Quiinclonas de 4" peneracién

primeras 48 a 72 horas de evolucion
(Arancibia, 2019). Esta rapida respuesta
explica por qué muchos pacientes que se
automedican abandonan prematuramente
la terapia. Sin embargo, la ausencia
de mejoria en ese intervalo sugiere
con alta probabilidad la presencia de
microorganismos resistentes.

En este escenario, se debe avanzar
hacia una segunda linea terapéutica
encabezada por la clindamicina, vigilando
estrechamente la evolucion clinica tanto por
razones de farmacovigilancia como para
detectar cualquier deterioro subito, que
suele ser mas agresivo cuando intervienen
microorganismos resistentes (Arancibia,
2019). La clindamicina es un antimicrobiano
especialmente util en odontologia, ya que
su espectro se ajusta de manera 6ptima a
los microorganismos responsables de la
mayoria de las infecciones odontogénicas:
bacilos gramnegativos, cocos grampositivos,
anaerobios estrictos y facultativos, e incluso
cepas productoras de betalactamasas
(Murphy y col., 2025). Su capacidad para
depositarse en tejido 6seo la convierte en
una opcion ideal para infecciones que se
extienden a los maxilares y para casos de
osteomielitis (Murphy y col., 2025; Segura-
Egeay col., 2017).

‘i‘i

Figura 1. Primera linea terapéutica: penicilinas y macrélidos. Sequnda
linea: clindamicina y quinolonas de cuarta generacion
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No obstante, su perfil de toxicidad —
incluyendo hepatotoxicidad, riesgo de
sobreinfecciones y una relativamente alta
susceptibilidad a la resistencia bacteriana—
ha llevado a considerarla una segunda
opcion, por detras de las penicilinas y los
macrolidos (Segura-Egea y col., 2017;
Perry, 2024). Esta toxicidad también
motivo a la American Heart Association a
retirarla de los protocolos de profilaxis de
la endocarditis infecciosa y sustituirla por
doxiciclina (Wilson y col., 2022). Entre sus
efectos adversos mas graves destaca la
colitis pseudomembranosa, que, aunque
puede presentarse con otros antibioticos,
es significativamente mas frecuente con la
clindamicina y constituye una emergencia
médica que requiere atencion inmediata
(Wilson y col., 2022).

Desde el punto de vista del espectro
antimicrobiano, es razonable afirmar que,
si la clindamicina no resulta eficaz en una
infeccion odontogénica, lo mas adecuado
es realizar un antibiograma para orientar la
terapia. En los casos en que la clindamicina
esté contraindicada, puede recurrirse a
una quinolona de cuarta generacién, como
moxifloxacino o levofloxacino, cuyo espectro
es potencialmente util para infecciones
odontogénicas complejas. Sin embargo,
no todas las infecciones resistentes a la
primera linea responden favorablemente a
esta familia, y las quinolonas mas antiguas
se asocian con un mayor numero de
fracasos terapéuticos, por lo que su uso se
reserva principalmente para infecciones
urinarias y respiratorias (Toala Tapia y col.,
2024; Ardila Medina, 2009).

El principal problema de esta segunda
linea terapéutica no es su eficacia —que
suele ser adecuada—, sino su toxicidad y
su perfil de efectos adversos. En el caso de
las quinolonas, pueden ser particularmente

graves e incluir rabdomidlisis, ruptura de
tejido cartilaginoso y tendinoso, asi como
falla renal, lo que limita su uso en odontologia
a situaciones muy especificas y bajo
estricta supervision clinica (Ardila Medina,
2009). Otros efectos adversos asociados a
esta familia de antimicrobianos incluyen
insomnio, pesadillas, fotosensibilidad,
fotofobia y neuropatias periféricas, lo que
refuerza la necesidad de reservarlas para
pacientes en quienes no existan alternativas
mas seguras (Ardila Medina, 2009).

Existen, por supuesto, otros antibi6ticos
utilizados en odontologia. Las tetraciclinas
destacan por su efecto inmunomodulador
y se emplean como coadyuvantes en
la terapia periodontal, especialmente
en combinacién con el raspado y el
alisado radicular. El metronidazol, por su
parte, posee actividad exclusiva contra
anaerobios estrictos y puede utilizarse
como complemento en infecciones mixtas o
en combinacién con otros antimicrobianos
cuando se requiere ampliar el espectro a
anaerobios facultativos.

Por su parte, las cefalosporinas constituyen
una familia de antibi6ticos 3 lactamicos de
amplio espectro cuyo uso en odontologia
ha sido tradicionalmente secundario frente
a las penicilinas y aminopenicilinas. Aunque
poseen actividad eficaz contra numerosos
cocos grampositivos y algunos bacilos
gramnegdativos, su utilidad en infecciones
odontogénicas es limitada, ya que no
ofrecen ventajas significativas frente a las
penicilinas, especialmente en infecciones
dominadas por anaerobios estrictos y
facultativos, que representan la mayoria
de los patogenos bucales (Brook, 2017;
Kuriyama y col., 2005). En este sentido,
las penicilinas contintdan siendo las mas
adecuadas para el espectro microbiano
propio de la cavidad oral.
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En la practica clinica, las cefalosporinas
se emplean principalmente como alternativa
en pacientes con alergia no anafilactica
a las penicilinas, ya que la reactividad
cruzada entre ambas familias es baja en
las generaciones mas recientes (Campagna
y col., 2012). Las cefalosporinas de primera
generacion, como la cefalexina, muestran
buena actividad frente a cocos grampositivos,
pero su eficacia frente a anaerobios es
limitada, lo que reduce su utilidad en
infecciones odontogénicas profundas
(Brook, 2017). Las de segunda generacion
amplian ligeramente su espectro hacia
bacilos gramnegativos, aunque siguen sin
superar a las aminopenicilinas en cobertura
frente a los anaerobios predominantes en
la biopelicula patologica (Kuriyama y col.,
2005).

Las cefalosporinas de tercera generacion,
como la ceftriaxona, poseen una
farmacocinética favorable y una excelente
actividad frente a bacilos gramnegativos,
lo que las convierte en una opcién util
para infecciones odontogénicas graves
con compromiso sistémico o diseminacion
hacia espacios profundos, especialmente
en contextos hospitalarios (Brook, 2017;
Poveda Roda y col., 2007). Sin embargo,
incluso en estos escenarios, su uso suele
integrarse en un manejo multidisciplinario
y no constituye la primera opcion en la
consulta odontolégica ambulatoria.

En el ambito de la profilaxis, las
cefalosporinas tienen un papel bien definido
en los protocolos de la American Heart
Association, donde se recomiendan como
alternativa en pacientes alérgicos a las
penicilinas sin antecedentes de anafilaxia.
En estos casos, la cefalexina por via oral
y la cefazolina o la ceftriaxona por via
parenteral constituyen opciones seguras y

eficaces, siempre dentro de las indicaciones
especificas del protocolo (Wilson y col.,
2022).

En sintesis, aunque las cefalosporinas
son antibi6ticos seguros y eficaces, su papel
en la odontologia es complementario y no
sustitutivo de las penicilinas. Su uso debe
reservarse para situaciones en las que las
penicilinas estén contraindicadas o cuando
Se requiera una alternativa parenteral de
amplio espectro para infecciones graves.
La seleccion racional del antibi6tico sigue
siendo esencial para evitar la presion selectiva
innecesaria y preservar la eficacia de esta
familia de antimicrobianos (Holmes y col.,
2016).

En términos generales, cualquier
antibiético puede emplearse en una infeccion
odontogénica siempre que su indicacion
esté respaldada por un antibiograma, lo que
darantiza una seleccion racional y dirigida
del farmaco mas eficaz para la especie
involucrada.

Conclusiones

Los antibi6ticos deben emplearse
Unicamente cuando exista un compromiso
sistémico asociado a la evolucion de la
infeccion odontogénica, ya que, en la mayoria
de los casos, el tratamiento local del foco
infeccioso constituye la intervencion mas
eficaz y segura. La prescripcion empirica
debe fundamentarse en el conocimiento
del espectro antimicrobiano de cada
familia farmacologica, con énfasis en los
microorganismos anaerobios estrictos
y facultativos que predominan en la
etiologia de estas infecciones. La seleccion
racional del antibiotico, basada en criterios
microbiolégicos, farmacocinéticos y de
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seguridad, es esencial para garantizar la
eficacia terapéutica y minimizar los riesgos
asociados a la terapia antimicrobiana.

En este contexto, la estrategia de rotacion
ciclica de antibi6éticos cobra relevancia
como herramienta para optimizar la
respuesta terapéutica y reducir la presion
selectiva sobre los plasmidos de resistencia.
La capacidad de los microorganismos
para modular la expresion de genes de
resistencia en funcién de la presencia o
ausencia del antibi6tico permite que, tras
un periodo adecuado sin exposiciéon al
antibiodtico, las poblaciones bacterianas
recuperen su susceptibilidad. Este enfoque
contribuye a preservar la utilidad clinica de
los antimicrobianos disponibles y a mitigar
el avance de la resistencia bacteriana, un
desafio creciente en la practica odontolégica
y en la salud publica a nivel global.

El uso prudente, informado y
estratégicamente planificado de los
antibioticos no solo mejora los resultados
clinicos inmediatos, sino que también
preserva la eficacia futura de estos farmacos
esenciales. La odontologia contemporanea
debe asumir este compromiso como parte
integral de una practica responsable,
basada en evidencia y orientada al bienestar
del paciente y de la comunidad.
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Resumen

La dopamina (DA) es un neurotransmisor presente en las vias nigroestriatales, mesolimbicas, mesocorticales
y tuberoinfundibulares, y su desbalance esta implicado en las enfermedades neurodegenerativas,
neuropsiquiatricas y neurohipofisarias. Con el propdsito de contribuir a la bliisqueda de nuevos farmacos
capaces de restablecer la homeostasis de la transmisiéon dopaminérgica central, se sintetizé el compuesto
2 (JOGE) y se realizaron evaluaciones farmacolégicas, como el efecto diurético y natriurético inducido por
la administracién central del compuesto, el comportamiento conductual estereotipado y el estudio tedrico-
computacional de la densidad funcional. Los resultados farmacolégicos preliminares respaldan la hip6tesis de
que JOGE activa de manera significativa el sistema dopaminérgico y, posiblemente, el sistema serotoninérgico
del sistema nervioso central, lo que abre lineas de investigacion sobre su perfil de receptores y su potencial
aplicacion en modelos de disfunciéon dopaminérgica.

Palabras clave: Profarmaco, agonista dopaminérgico, agonista serotoninérgico, calculos (DFT), momento dipolar

Abstract

Dopamine (DA) is a neurotransmitter present in the nigrostriatal, mesolimbic, mesocortical, and
tuberoinfundibular pathways, and its imbalance is implicated in neurodegenerative, neuropsychiatric, and
neurohypophyseal diseases. To contribute to the search for new drugs capable of restoring homeostasis in
central dopaminergic transmission, compound 2 (JOGE) was synthesized, and pharmacological evaluations
were performed, including the study of the diuretic and natriuretic effects induced by central administration of
the compound, stereotyped behavioral responses, and a theoretical-computational study of functional density.
Preliminary pharmacological results support the hypothesis that JOGE significantly activates the dopaminergic
system and, possibly, the serotonergic system of the central nervous system, opening avenues for research
into its receptor profile and potential applications in models of dopaminergic dysfunction.

Keywords: Prodrug, dopamine agonist, serotonergic agonist, calculi (FTD), dipole moment
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Introduccion

La dopamina (DA) 1 (Figura 1) es
un neurotransmisor presente en las
vias nigroestriatales, mesolimbicas,
mesocorticales y tuberoinfundibulares,
y su desbalance esta implicado en
las enfermedades neurodegenerativas,
neuropsiquiatricas y neurohipofisarias. La
dopamina se encuentra en dos rotameros,
oy B, y su accion esta mediada por su
interaccion con receptores especificos,
que se clasifican en cinco subtipos (D1,
D2, D3, D4 y D5) (Beaulieu y Gainetdinov,
2011).

La regulacion central dopaminérgica de
la excrecion renal de sodio y agua constituye
un gje neuro-renal altamente especializado
que participa de manera decisiva en la
homeostasis hidroelectrolitica y en el
control del volumen extracelular. La
evidencia acumulada desde los estudios
clasicos (Lokhandwala y col., 1990;
Mo y Lokhandwala, 1994; Hussain y
Lokhandwala, 1997) ha sido ampliada
por investigaciones contemporaneas
que demuestran que los receptores
dopaminérgicos centrales de las familias
D1-like y D2-like ejercen efectos opuestos
pero complementarios sobre la natriuresis
y la diuresis, integrando mecanismos
neuroendocrinos, autondémicos y
humorales. En efecto, la activacion
central de los receptores DI1-like (D1 y
D5) promueve una respuesta natriurética
y diurética, mientras que los receptores

D2-like reducen la senalizacion mediada por
AMPc y ejercen un efecto modulador opuesto
sobre la actividad neuronal (Beaulieu y
Gainetdinoy, 2011).

Los estudios de clonaje molecular y
farmacologia confirman que los receptores
dopaminérgicos se agrupan en dos familias:
Dl-like (D1 y D5) y D2-like (D2, D3 y D4),
acopladas principalmente a las proteinas
Gs/olf'y Gi/o, respectivamente (Civelliy col.,
1993; Richtand y col., 1995; Zhuang y col.,
2021). Los receptores DI1-like estimulan la
adenilil ciclasa, que aumenta los niveles de
AMPc, la cual activa la proteina quinasa A
(PKA) y las cascadas de fosforilacion, lo que
favorece la fosforilacion de muiltiples dianas
intracelulares, potenciando la excitabilidad
neuronal y aumentando la fosforilacion
de multiples dianas intracelulares. El
aumento de la actividad de la quinasa
dependiente de AMPc modula la actividad
neuronal en nucleos hipotalamicos como
el paraventricular (PVN) y el supraoptico
(SON), asi como en areas del tallo cerebral
involucradas en la integracion autonémica
(Beaulieu y Gainetdinov, 2011). Como
consecuencia, se potencia la liberacion
de hormonas natriuréticas, entre ellas
la oxitocina y el péptido natriurético
auricular (PNA), que actuan sobre el
tabulo renal, inhibiendo la reabsorcion
de sodio, particularmente mediante
la reduccion de la actividad de NHE3
(intercambiador sodio-hidrogeno tipo 3
(Na*/H* Exchanger 3), una proteina de
membrana esencial para la regulacion

Figura 1. Rotdmeros de la dopamina (DA)
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del pH intracelular, la absorcion de
sodio y el equilibrio acido-base en varios
tejido) y de la Na'/K*-ATPasa en el tubulo
proximal (Olivares-Hernandez y col.,
2021). Ademas, la activacion central
D1-like reduce el tono simpatico renal,
lo que incrementa el flujo sanguineo
renal y facilita la excrecion de sodio.
Estudios recientes han demostrado que los
receptores D5 desempenan un papel mas
relevante de lo previamente reconocido,
especialmente en la modulacion del
estrés oxidativo central y en la inhibicion
del eje renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA), lo que contribuye a una respuesta
natriurética mas robusta en condiciones
de sobrecarga de volumen o de ingesta
elevada de sal (Zengy Jose, 2011-2018).

En contraste, la activacion central de
los receptores D2-like (D2, D3 y D4) ejerce
un efecto antinatriurético y antidiurético.
Estos receptores, acoplados a proteinas
Gi, inhiben la adenilil ciclasa y reducen
los niveles intracelulares de AMPc, lo
que atenua la liberacion de hormonas
natriuréticas y disminuye la actividad
de las vias eferentes que promueven
la excrecion renal de sodio (Luo y
Lokhandwala, 1999). La estimulacion de
los receptores D2-like en regiones como
el hipotalamo lateral y el nucleo del tracto
solitario incrementa el tono simpatico
renal, lo que favorece la reabsorcion
tubular de sodio y la retencion de agua
(Van den Buuse, 1997). Investigaciones
recientes han mostrado que la activacion
central D2-like modula la sensibilidad del
barorreflejo y participa en la requlacion del
estrés oxidativo y de la neuroinflamacion,
procesos que contribuyen al desarrollo de
la hipertension neurogénica (Beaulieu y
Gainetdinov, 2023). Asimismo, modelos
experimentales de hipertension sensible

a la sal han demostrado que la inhibicion
selectiva de los receptores D2-like puede
restaurar la natriuresis y mejorar la
respuesta renal ante la expansion de
volumen (Zeng y Jose, 2011-2018).

Adicionalmente, a nivel central, los
receptores D2-like en el hipotalamo, el
tronco encefalico y los nucleos del sistema
nervioso autonomo modulan el tono
simpatico y la liberacion de vasopresina,
influyendo tanto en la resistencia vascular
periférica como en el volumen intravascular
(Sony col., 2013; Bourque y Oliet, 1997). La
activacion de D2 puede reducir la descarga
simpatica y la liberacion de vasopresina,
favoreciendo la vasodilatacion y la diuresis;
su bloqueo crénico, como ocurre con los
antipsicoticos tipicos, se ha asociado con
aumento de peso, retencion de liquidos y
elevacion de la presion arterial en algunos
pacientes (De Hert y col., 2012). En este
contexto, la inhibicion por haloperidol de
la respuesta diurética y natriurética a la
DA-IVT es consistente con la interrupcion de
un circuito dopaminérgico dependiente de
D2 que normalmente contribuiria a limitar
la presion arterial mediante la reduccion
del tono simpatico y la facilitacion de la
excrecion renal de sodio y agua (Torres y col.,
1989). La evidencia indica que la dopamina
y la vasopresina se integran en un circuito
de osmorregulacion en el que los receptores
D1-like tienden a favorecer natriuresis y
diuresis, reduciendo la respuesta tubular
a vasopresina y atenuando la insercion de
acuaporina-2 en el tubulo colector (Jose
y col., 2016; Pravikova y Ivanova, 2022),
mientras que los receptores D2-like pueden
ejercer un efecto dual; por un lado, inhiben
la liberacion de vasopresina desde neuronas
magnocelulares, y por otro, modulan la
reabsorcion tubular y el tono vascular renal,
con resultados que dependen del estado de
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volumen, la presion arterial y la actividad
del RAAS (Cuevas y col., 2013; Zeng y col.,
2018).

En conjunto, la activacion coordinada
de receptores Dl-like y D2-like contribuye
a limitar la retencion de sodio y agua en
situaciones de sobrecarga salina o de
volumen expandido, actuando como un
“freno dopaminérgico” sobre los mecanismos
antidiuréticos y presores. La interaccion
entre los sistemas DIl-like y D2-like
constituye un mecanismo de control fino
que permite ajustar la excrecion renal
de sodio en funcion de las demandas
fisiologicas. La senializacion dopaminérgica
central influye no solo en la liberacion de
péptidos natriuréticos y en la modulacion
autondmica, sino también en la actividad
de sistemas neurohormonales como el
SRAA y la vasopresina (UpToDate, 2024).
La integracion de estos mecanismos ha
permitido comprender que la dopamina
central actua como un regulador maestro
de la homeostasis hidrosalina, con
implicaciones directas en la fisiopatologia
de la hipertension arterial, la insuficiencia
renal y los trastornos del manejo de sodio.

La literatura reciente ha ampliado
este marco conceptual al demostrar
que la disfuncion de los receptores
dopaminérgicos centrales, ya sea por
alteraciones genéticas, estrés oxidativo,
inflamacion neurogénica o cambios
inducidos por la dieta, contribuye a un
fenotipo de retencion de sodio y aumento
del tono simpatico caracteristico de
diversas formas de hipertension resistente.
Estos hallazgos han reavivado el interés
en los receptores dopaminérgicos como
dianas terapéuticas potenciales para el
tratamiento de trastornos cardiovasculares
y renales.

Por otra parte, en los ganglios basales,
los receptores D1 y D2 se expresan
predominantemente en neuronas
espinosas medias de la via directa (D1) y
de la via indirecta (D2), respectivamente
(Gerfen y Surmeier, 2011). La activacion
de D1 en la via directa facilita la iniciacion
y la ejecucion de programas motores,
mientras que la activacion de D2 en la
via indirecta reduce la inhibicion del
movimiento. El equilibrio entre ambas vias
es crucial para la seleccion de acciones y
la supresion de movimientos repetitivos.

La administracion de agonistas
dopaminérgicos potentes o
psicoestimulantes (anfetamina, cocaina)
produce conductas estereotipadas (lamido,
masticacion vacia, giros repetitivos)
que dependen de la coactivacion de los
receptores D1 y D2 en el estriado dorsal
(Canales y Graybiel, 2000; Bateup y
col., 2010). El bloqueo selectivo de D1
reduce de manera marcada la estereotipia
inducida por anfetamina, mientras que el
bloqueo de D2 la modula de manera mas
compleja, afectando tanto la intensidad
como la organizacion temporal de los
patrones repetitivos (Canales y Graybiel,
2000).

Los antagonistas D2 tipicos, como
haloperidol, reducen la estereotipia
inducida por agonistas dopaminérgicos,
pero a dosis altas pueden generar patrones
motores anomalos (acinesia, catalepsia,
discinesias tardias) que también reflejan
una desregulacion del equilibrio D1/
D2 en los circuitos estriatales (Gerfen y
Surmeier, 2011; Bateup y col., 2010).
En modelos animales, la manipulacion
genética del receptor D2 en neuronas de
la via indirecta altera la susceptibilidad
a conductas repetitivas y compulsivas,
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lo que vincula al receptor D2 con la
estereotipia motora y con fenotipos
de tipo trastorno obsesivo-compulsivo
(Bateup y col., 2010).

Con el proposito de contribuir a
la busqueda de nuevos farmacos que
restablezcan la homeostasis de la
transmision dopaminérgica, se han disenado
y sintetizado numerosos compuestos,
a los cuales se les han incorporado
aproximaciones farmacoforicas necesarias
para interactuar con los receptores
involucrados en el sistema dopaminérgico
central.

Los compuestos 3 y 4 (Figura 2)
fueron disenados, sintetizados y
evaluados farmacoldégicamente como
agonistas dopaminérgicos centrales.
El compuesto 3 mostré6 una respuesta
conductual estereotipada como
agonista, asi como actividad diurética y
natriurética al ser administrado por via
IVT (intracerebroventricular) mediada por
mecanismos dopaminérgicos centrales,
ademas de ser un inhibidor de la enzima
MAO. El compuesto 4 indujo un efecto
antidiurético y una reduccion gradual de
las concentraciones de sodio y potasio
excretados en la orina (Angel y col.,
2000a,b; Angel y col., 2020).

A la luz de esta evidencia, se sintetizo
el compuesto 2 y se realizaron estudios
farmacologicos para evaluar el efecto
diurético y natriurético, asi como el

NH,
2 3

comportamiento conductual estereotipado
mediado centralmente. Igqualmente, se
realizo el estudio tedrico computacional y
funcional de la densidad del compuesto 2.

PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiales y Métodos

Todos los reactivos y solventes utilizados
en la sintesis fueron de grado analitico;
cuando fue necesario, los solventes se
sometieron a procesos previos de secado
segun métodos estandar. Los espectros
de resonancia magnética nuclear de 1H y
13C se obtuvieron en un espectrometro
Jeol Eclipse 270 (270 MHz/67,9 MHz)
ubicado en la Facultad de Farmacia de
la UCV. Los desplazamientos quimicos
se reportan en partes por millon (ppm).
Los puntos de fusion se determinaron en
un aparato Stuart Scientific y estan sin
corregir. Los procesos de hidrogenacion
catalitica se realizaron con un aparato Parr
de baja presion y utilizando Pd/C al 10%
como catalizador. El analisis elemental se
realizé en un equipo Perkin Elmer 2400
CHN elemental analyzer; los resultados
estan dentro del rango de + 0,4% del valor
teorico.

2.2 Seccion Sintesis Organica

2.2.1 Procedimiento general para la
sintesis del compuesto clorhidrato 4-amino-
2a,3,4,5-tetrahidroacenaftenona (2).

NH
NH,

Figura 2. Compuestos 2 - 4
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Sintesis del B-(1-indenil)-propionato de
metilo (6)

En un balén de 100 mL se disolvieron
1,495 g (65,0 mmol) de sodio metalico en
10 mL de metanol libre de agua; a esto
se le anadio, por medio de un embudo
de adicion, una solucion de 5,8 mL (5,61
g - 65,0 mmol) de acrilato de metilo y
10,08 mL (10 g - 86,0 mmol) de indano
(5) en 15 mL de metanol, sometiendo
la mezcla a agitacion y reflujo durante
2 horas. Finalizada la reaccion y tras el
enfriamiento, se adiciono acido acético
concentrado a la mezcla hasta alcanzar
un pH de 6. La fase organica se extrajo
con cloroformo. El extracto organico se
lavo sucesivamente con solucion saturada
de cloruro de sodio y con agua, y se seco
sobre sulfato de magnesio anhidro. Los
volatiles se evaporaron bajo presion
reducida para obtener un aceite amarillo
de 7,9 g (60,41%).

0

CO,Me

Sintesis del B-(1-indenil)-propionato de
metilo (7)

Se tomaron 2,0 g (9,90 mmol) del
compuesto (6) y se hidrogeno sobre
Pd/C al 5% (0,2 g) al 10 % de etanol.
Una vez consumida la cantidad calculada
de hidrogeno, el catalizador se removio
por filtracion y el solvente se evaporo a
presion reducida, para obtener 1,98 g
(98 %) de un aceite amarillo p.e. 145 'C
a mm de Hg.

C0,Me

Sintesis del acido pB—(1-indanil)-propionico
(8)

En un balén de 100 mL con 5,15 g
(25 mmol) del compuesto (7) disueltos
en 60 mL de una solucion de NaOH al
20% y 10 mL de etanol. La mezcla se
calento6 en reflujoa 110 °C durante 1 hora
y posteriormente se mantuvo a 90-110 'C
durante 5 horas. El solvente se evaporo a
presion reducida y el residuo, diluido en
agua, se ajusto a pH 5 con acido sulfurico
concentrado y se extrajo con cloroformo.
Los volatiles se evaporaron y se obtuvo
un aceite marron que, al ser destilado al
vacio, produjo 4,20 g (87 g %), p.e. 145°C.

CO,H

Sintesis del 2a, 3, 4, 5-tetrahidro-5-
acenaftenona (9)

A 15 g de acido polifosfoérico,
previamente calentado a 60 'C en un
balon de 100 mL, se le anadio 1,0
g (5,2 mmol) del compuesto (8); se
agito manualmente durante 30 minutos,
manteniendo la temperatura entre 80 y
120 °C. Luego, se anadio hielo triturado
y Se agito vigorosamente, lo que provoco
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la solidificacion del producto de la
reaccion, que se extrajo con éter etilico.
Los extractos organicos se lavaron con
agua y bicarbonato de sodio y se secaron
sobre sulfato de magnesio anhidro. Los
volatiles fueron evaporados bajo presion
reducida, obteniéndose un solido amarillo
que, al ser recristalizado con etanol-agua,
dio 0,65 g (67%) de un solido blanco, p.f.
85-86°C.

9

Sintesis del 2a, 3, 4, 5-tetrahidro-4-
oximino-5-acenaftenona (10)

Una solucion de 2,1 g (12,2 mmol) del
compuesto (9), 2,12 g (20,6 mmol) de
nitrito de n-butilo y 20 mL de terbutanol
fueron anadidos a 0,47 g (20,6 mmol) de
sodio metalico y 20 mL de terbutanol. La
mezcla resultante se agité durante 2 horas
a 5°C, posteriormente, a temperatura
ambiente durante 18 horas. El solvente
se evaporo a presion reducida y el solido
resultante se disolvio en 20 mL de agua.
Posteriormente, esta solucion acuosa fue
lavada con benceno y la fase acuosa se
ajustoé a pH 6 con una solucion de acido
clorhidrico al 10%, lo que provoco la
formacion de un soélido marrén que, al ser
recristalizado en acetona-agua, produjo
1,45 g (59%) de un solido verde oliva, p.f.
179-180°C.

NOH
10

Sintesis de la mezcla diasteroisomérica
del clorhidrato del 4-amino-2a,3,4,5-
tetrahidro-5-acenafteno (2)

Se tomo 1 g (4,97 mmol) del compuesto
(10), se hidrogeno sobre Pd/Cal 10 % (0,3
g) en 1 mL de acido sulfurico y 9 mL de
acético. Una vez consumida la cantidad
de hidrogeno, el catalizador se retird
mediante filtracion y el solvente se evaporo
a presion reducida. El residuo fue diluido
en agua, neutralizado con una solucion
saturada de hidroxido de sodio y ajustado
a pH 10. Se extrajo con diclorometano, se
lavo con agua, se seco el extracto organico
sobre sulfato de magnesio y se filtro. El
filtrado se evapor6 a presion reducida y
se obtuvo un aceite verde oscuro, que se
disolvio en cloroformo y se traté con una
mezcla de éter clorhidrico, obteniéndose
un solido amorfo que se recristalizé en
isopropanol-éter etilico. El solido se paso
posteriormente por una microcolumna
de silica gel G y se eluyo con cloroformo
y metanol. El solido resultante, amarillo,
0,79 g (77%) p.f. 235 °C.

NH,.HClI
2

'"H-RMN (MeOH-d,) 5 ppm: 1,5 (m, 1H,
CH,C, ,.J=6,42H,); 1,62 (m, 1H, CH,C,
o J=16,47H2); 2,4 (m, 2H, CH,C,yC, .
J,=6,93Hz J,=6,68 Hz); 2,79 (m, 1H, CH,
C,, ae J= 16,.47H2).; 2,9 (m, 2H, CH2C3p
ec y C5p ax, J=7,42 Hz y J=); 3,09 (m,
1H, CH C2a, J=); 3,2 (dd, 1H, CH2, C5p
ec, J=), C4, J=); 6,92 (m, 1H,HC7, J=);
7,06 (m, 1H, HC,, J=); 7,11 (m, 1H, HC,

J=8,16 H,).

'3C-RMN (MeOH-d,) 6 ppm: 31,29
(CH,, C,); 31,67 (CH,, C,); 33,77 (CH,,
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C,): 34,49(CH,, C,); 40,69 (CH, C,);
48,68 (CH, C,); 121,98 (CH, C.); 124,60
(CH, Cy); 127,13 (CH, C)). Las senales de
los carbonos aromaticos cuaternarios se
observan a 129,30; 142,17; 142,82.

RMN-HETCOR: Las senales a 1,5ppm
y 2,4 (m, 2H, CH,) se correlacionan
con la senal a 33,77ppm (CH,, C), a
1,62ppm y 2,4ppm (m, 2H, CH,) con la
senal a 34,49ppm (CH,, C,), se observa
la correlacion de la senal a 31,29 (CH,,
C,) con las senales a 2,79 y 2,9 (m, 2H,
CH,), la senial de '°C a 31,67 (CH,, C,) fue
correlacionado con las senales a 2,9 (m,
1H, CH,) y 3,2 (dd, 1H, CH,), a 3,09 (m,
1H, CH) y 3.67 (m, 1H, CH) dos senales
correlacionados con las que se observan
a 40.69 (CH, C,) y 48,68 (CH, C)),
respectivamente. Los metinos aromaticos
se aprecian en la correlacion entre las
senales 6,92 (m, 1H, HC) ,7,06 (m, 1H,
HC)y 7,11 (im, 1H, HC) con 127,13 (CH,
C,). 121,98 (CH, C.)) y 124,60 (CH, C)).

Analisis calculado para C ,H, CIN:

C,68,73;H, 7,69; N, 6,68. Encontrado:
C,68,81;H, 7,73; N, 6,92.

SeccioN FARMACOLOGICA

Evaluacion del efecto sobre el control
hidromineral

Se usaron ratas albinas, Sprague-Dawley,
machos (220-280 g), N=24, con agua
y alimento ad libitum, en condiciones
controladas de temperatura y fotoperiodo
(luz desde las 06:00 a.m. hastalas 18:00). Se
implanto una canula en el ventriculo lateral
izquierdo bajo anestesia con pentobarbital
sodico (40 mg/kg, i.p.), a 1 mm caudal
a la sutura coronal y a 1,5 mm lateral a

la sutura sagital del craneo, con ayuda
de un aparato estereotaxico (David Kopf
Instruments). La canula fue sellada al craneo
con silicon adhesivo. Se permitio un periodo
postoperatorio no inferior a 72 horas,
durante el cual los animales tuvieron libre
acceso al agua y al alimento (Ratarina®),
hasta la realizacion del experimento. La
inyeccion intracerebroventricular (IVT)
se realizd con una inyectadora Hamilton,
acondicionada con un tope para asegurar
unicamente la penetracion necesaria de
la aguja en la canula. La canulacion IVT
fue confirmada post mortem mediante la
inyeccion, previa a la decapitacion, de una
solucion de colorante (Fast Green, 5 pL).
Solo se utilizaron los datos experimentales
de aquellos animales en los que el colorante
se habia distribuido en los ventriculos
laterales, tercero y cuarto. Tres dias después
de la canulacion, los animales fueron
pesados y colocados en jaulas metabdlicas.
A las 9:00 h, fueron inyectadas IVT, como
un bolo en 10 s, con solucion salina (10 pL)
o con JOGE (en dosis de 50, 100 y 200
pg/10 pL); preparada en solucion salina.
Inmediatamente se les suministro a los
animales una carga oral de agua a 20 mL/
kg de peso corporal.

Otro grupo de ratas (N=24), con canulaIVT
se empleo para evaluar el efecto central de
la dopamina sobre la diuresis y la natriuresis
(Control y DA). Para ello, un grupo de ratas
recibio una dosis subcutanea de haloperidol
(H) (2,5y 1,25 mg/g, n = 30) o de vehiculo
(V) (acido tartarico al 0,3 %, n = 24)alas 18
hy 2 horas antes de la IVT-DA. A las ratas que
recibieron cada pretratamiento se les inyecto
por via IVT, en bolo durante 10 segundos,
solucion salina (S) (5 pL) o dopamina (100
pa/5 pL). La orina fue recolectada a las 3
y 6 h; la vejiga fue vaciada suavemente
mediante masaje suprapubiano. La cantidad
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de sodio y potasio en las muestras de
orina recolectadas se determin® mediante
fotometria de llama.

Todos los resultados se expresaron como
la media mas o menos el error estandar
de la media (X + E.E.M.). Las diferencias
significativas entre los distintos tratamientos
se evaluaron mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias y el rango estadistico
de Student-Newman-Keuls. Se consideraron
estadisticamente significativos los valores
de p < 0,05.

Evaluacién de la conducta estereotipada

Se utilizaron 80 ratas macho Sprague-
Dawley de 150-300 g, p.c. Los animales
se mantuvieron en jaulas metalicas,
con suministro de agua potable, una
dieta de Ratarina® (Protinal) a libre
acceso y ciclos controlados de luz y
oscuridad. El modelo animal experimental
ha mostrado respuestas intensas a
los agentes farmacoloégicos y ha sido
ampliamente utilizado para evaluar
compuestos dopaminérgicos, lo que
permite determinar si un compuesto actua
como agonista o antagonista.

Se organizaron 5 grupos experimentales:

Grupo 1I: Administracion del compuesto
organico (2, JOGE) por via IVT en tres dosis
individuales de 50 pg/5 pL, 5 pg/5 pLy 0,5
pa/5 pL (4 ratas por dosis).

drupo 2: Administracion de los
antagonistas de receptores dopaminérgicos
(haloperidol, ziprasidona, clozapina y
sulpiride) en dosis individuales de 0,25
mg/Kg (PC), por via i.p. Transcurridos 15
minutos, se administro (IVT) el compuesto
organico evaluado (2) como agonista en las
dosis individuales de 50 pg/5 pLy 5 pa/5 pL,

que presentaron mayor actividad en analisis
previos del Grupo 1 (4 ratas por dosis).

drupo 3: Administracion de los agonistas
de receptores dopaminérgicos (Apomorfina
y Bromocriptina), en dosis individuales de
0,25 mg/Kg (PC), por viai.p. En este caso, las
dosis individuales (50 pg/5 pLy 5 pg/5 pL)
del compuesto organico evaluado (2) como
antagonista se administraron por via IVT 15
minutos antes de los agonistas (4 ratas por
agonista).

Grupo 4: Administracion de antagonistas
(haloperidol, ziprasidona, clozapina y
sulpiride), previa administracion individual
(15 minutos antes) de apomorfina y
bromocriptina, para evaluar los patrones
de agonista (4 ratas por agonista).

Grupo 5: Administracion de solucion
salina como grupo control negativo (4 ratas).

SeccioN MoDELAJE MOLECULAR

Para establecer una aproximacion
quimico-medicinal al diserio y la evaluacion
farmacologica del profarmaco 2 y del
posible compuesto activo 2a fue necesario
realizar un estudio conformacional y
electronico a nivel computacional. Se
realizaron los calculos mecanocuanticos
con el programa GAUSSIAN-09 (G-09)
(Frisch y col., 2016), un paquete de
quimica computacional que ofrece varios
métodos para calcular propiedades
de sistemas moleculares y periodicos,
utilizando descripciones mecanocuanticas
estandar de las funciones de onda o de
la densidad electréonica. Para optimizar
las estructuras, se combin6 la Teoria
del Funcional de la Densidad (DFT)
(Silva-dunior y col., 2017), empleando
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el funcional hibrido de rango separado
oB97XD con el conjunto base 6-31+G**.
A las estructuras optimizadas se les
calcularon los potenciales electrostaticos
moleculares (PEM) en las formas neutra
(2a) y cationica (2a-H*) (North, 1989;
Polilzer y Truhlar, 1991; Carrupt y col.,
1991; Murray y Sen, 1996; Sarai, 1989).

Resultados y Discusion

La sintesis del producto final 2
(JOGE) se inici6 mediante la reaccion
del compuesto 5 con acrilato de metilo en
presencia de metoxido de sodio, bajo las
condiciones de una reaccion de Michael,
para obtener el compuesto 6. A partir de
este, de forma sucesiva se realizaron las
reacciones de hidrogenacion catalitica,
hidrdlisis, La acilacion intramolecular
del tipo Friedel-Kraft, cetoximacion y
finalmente la posterior hidrogenacion
catalitica en presencia de una mezcla de
acido sulfurico/acido acético empleando
Pd-C al 10%, lo que dio como resultado el
producto final 2 y se confirmo de acuerdo
a sus datos espectroscopicos de RMN 1Hy
13C, punto de fusion y analisis elemental,
como mezcla diasteroisomérica (Rapoport
y Pasky, 1956; Koo, 1953; Cannon y
col., 1983; Cannon y col., 1985: Pérez y
col.,1995; Angel y col., 2000a,b; Angel y
col., 2020). El compuesto 2 es soluble en
agua y solo el centro quiral del carbono
que contiene el grupo amino es valido
para la respuesta farmacologica, mientras
que el otro centro quiral en la posicion
2a no interviene en la interaccion con el
sitio de accion. Es decir, este novedoso
profarmaco (JOGE) se comportara como
una mezcla racémica.

Efectivamente, el compuesto 2
(JOGE) fue concebido como una
2-aminotetralina rigida derivada del
nucleo 2a,3,4,5-tetrahidro-5-acenaftenona,
incorporando en su arquitectura el
farmacoforo feniletilaminico, elemento
estructural clave en los agonistas
dopaminérgicos centrales. Esta estrategia
de diseno se fundamenta en la optimizacion
conformacional previamente aplicada a
los compuestos 3 y 4 desarrollados por
nuestro grupo (Angel y col., 2000a,b; Angel
y col., 2020; Rodriguez y col., 2003), que
demostraron que la restriccion espacial del
esqueleto tetralinico favorece la interaccion
con receptores dopaminérgicos del sistema
nervioso central (SNC). En este contexto,
JOGE, una vez sintetizado, fue evaluado
farmacologicamente para caracterizar su
perfil dopaminérgico central.

Los antecedentes farmacologicos de
los analogos estructurales sustentan la
racionalidad del diseno. EI compuesto
3 exhibio una respuesta conductual
estereotipada tipica de los agonistas
dopaminérgicos, asi como actividad diurética
y natriurética tras su administracion IVT
(Orfila y col., 1994; Pérez y col., 1995).
Ademas, se identifico como inhibidor de la
monoaminooxidasa (MAO), lo que sugiere
un doble mecanismo de potenciacion
dopaminérgica: accion directa sobre los
receptores y aumento de la disponibilidad
sinaptica de dopamina. Por su parte, el
compuesto 4 indujo un efecto antidiurético,
acompanado de una disminucion progresiva
de la excrecion urinaria de sodio y potasio,
lo que evidencia un perfil funcional
diferenciado pese a compartir el mismo
nucleo estructural (Angel y col., 2000a,a,b;
Angel y col., 2020).
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La comparacion integrada de
estos compuestos revela un aspecto
fisiologicamente relevante: la modulacion
del equilibrio hidroelectrolitico a través de
vias dopaminérgicas centrales. La dopamina
cerebral regula la actividad simpatica, la
liberacion de vasopresina y la modulacion
de circuitos hipotalamicos que influyen
en la funcion renal. En consecuencia,
los efectos diuréticos y natriuréticos
observados para el compuesto 3, asi como
el efecto antidiurético del compuesto 4,
son coherentes con la participacion de
mecanismos dopaminérgicos centrales,
tal como se ha demostrado en estudios
previos (Angel y col., 2000a,b). Estas
respuestas divergentes sugieren que
pequenas variaciones estructurales dentro
de la familia de aminotetralinas rigidas
pueden modificar la selectividad o eficacia
relativa sobre subtipos de receptores
dopaminérgicos (D1-like vs. D2-like), o
bien modular vias serotoninérgicas o
adrenérgicas accesorias.

En este marco, el compuesto 2 (JOGE)
se posiciona como un candidato relevante
para explorar la relacion entre la rigidez
estructural, la afinidad por receptores
dopaminérgicos y los efectos integrados
sobre la conducta estereotipada y la
homeostasis hidroelectrolitica. Su diserio
racional, sustentado en farmacoforos
validados y en la experiencia previa con
los compuestos 3 y 4, permite anticipar
un perfil agonista central cuyo estudio
detallado contribuira a esclarecer los
mecanismos neurofarmacolégicos que
vinculan la dopamina del SNC con la
regulacion renal y cardiovascular.

La realizacion de ensayos
farmacologicos preliminares in vivo del
compuesto 2 (JOGE) constituye un paso
esencial para dilucidar su posible accion

central y su integracion funcional en
los circuitos dopaminérgicos del SNC.
La pertinencia de esta aproximacion se
sustenta en la evidencia acumulada que
situa a los receptores dopaminérgicos
D2 como nodos criticos en la regulacion
neuroendocrina, autondmica y conductual.

En los ganglios basales, los receptores
D1 y D2 organizan la seleccion de
acciones y la expresion de conductas
estereotipadas, de modo que el equilibrio
funcional entre ambas vias determina la
aparicion de patrones motores repetitivos
0, en el extremo opuesto, de estados
hipocinéticos (Gerfen y Surmeier, 2011;
Canales y Graybiel, 2000). Este marco
conceptual es particularmente relevante
para el estudio de JOGE, dado que los
agonistas dopaminérgicos que actuan a
nivel central suelen inducir estereotipias
especificas cuya intensidad y cualidad
permiten inferir la participacion relativa
de subtipos de receptores.

La convergencia de estos tres dominios
—neuroendocrino, autonémico y motor—
permite plantear que los receptores D2
centrales constituyen un eje integrador
que vincula la regulacion de la conducta, el
control simpatico y la homeostasis renal.
Bajo esta perspectiva, la hipotesis de que
JOGE gjerzasu accion mediante la activacion
de receptores D2 es coherente con su
diseno estructural y con los antecedentes
farmacologicos de compuestos analogos
desarrollados por nuestro grupo. Ademas,
abre la posibilidad de evaluar, en un
mismo modelo experimental, correlatos
conductuales (como la estereotipia),
parametros cardiovasculares y variables
hidrominerales, 1o que permite una
caracterizacion multidimensional de
su perfil farmacologico. Por ello, fue
pertinente evaluar la posible accion
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farmacologica central del compuesto
4-amino-2a,3,4,5-tetrahidrocenafteno (2,
JOGE), integrando medidas conductuales,
autonomicas y renales para determinar
su contribucion al circuito dopaminérgico
central y su potencial relevancia fisiologica.

La hipotesis central de este estudio
plantea que el compuesto novel 2 (JOGE)
ejerce acciones directas sobre el sistema
dopaminérgico central, donde actuaria
como un agonista dopaminérgico con
preferencia funcional por los receptores
D2. Por ello, es razonable anticipar que
sus efectos no se limiten a la modulacion
hidromineral, sino que también impacten
la organizacion de la conducta motora,
en particular la expresion de patrones
estereotipados dependientes de circuitos
estriatales y mesolimbicos.

En el hipotalamo y en la neurohipdfisis,
los receptores D2 regulan la liberacion
de prolactina, oxitocina y vasopresina,
actuando como moduladores de senales
osmoticas y volumétricas que ajustan
la respuesta neuroendocrina a las
demandas homeostaticas (Ben-Jonathan
y Hnasko, 2001; Bourque y Oliet, 2022).
Paralelamente, en los ganglios basales,
los receptores D1 y D2 organizan la
seleccion de acciones y la expresion de
estereotipias, de modo que su activacion
diferencial puede generar patrones
motores repetitivos o, en su defecto,
estados hipocinéticos (Gerfen y Surmeier,
2011; Canales y Graybiel, 2000). Estos
elementos sustentan la idea de que los
receptores D2 centrales conforman un
eje funcional que vincula la conducta, el
sistema nervioso autéonomo y la funcion
renal.

Con base en este marco conceptual, se
seleccionaron dos modelos experimentales

para evaluar la accion central de JOGE.
En primer lugar, se emplearon ratas de la
cepa Sprague-Dawley con canula IVT para
caracterizar preliminarmente su efecto
sobre el equilibrio hidromineral (diuresis y
natriuresis) y compararlo con la respuesta
inducida por dopamina administrada por
la misma via. Este modelo permite aislar
la accion central del compuesto y evaluar
su capacidad para modular variables
renales dependientes de los circuitos
dopaminérgicos hipotalamicos.

En segundo lugar, se utilizaron ratas
macho Sprague-Dawley para analizar
el perfil conductual estereotipado
inducido por JOGE mediante un
diseno farmacolégico que incorpora
agonistas dopaminérgicos (Apomorfina y
Bromocriptina) y antagonistas que actuan
en diferentes receptores (Haloperidol,
Ziprasidona, Clozapina y Sulpiride). Este
enfoque permite determinar si la conducta
inducida por JOGE comparte caracteristicas
con la activacion dopaminérgica clasica
y, en especial, si su efecto es sensible
al bloqueo de los receptores D2, lo cual
constituiria evidencia funcional directa de
su mecanismo de accion central.

Los resultados mostraron que la
administracion IVT de JOGE (2) incremento
significativamente el volumen urinario a
las 3 horas con la dosis de 50 pg/10 pLy a
las 6 horas con las tres dosis evaluadas (F
=3,69; p < 0,05). La excrecion urinaria de
sodio también aumento significativamente
alas 3y 6 horas con la dosis de 50 pg/10
pPL (F=3,35; p <0,03) y alas 6 horas con la
dosis de 100 pg/10 pL (F = 3,07; p < 0,04).
En contraste, la excrecion de potasio solo
mostré un incremento significativo a las
3 horas con la dosis de 50 pg/10 pL, sin
alteraciones relevantes en la relacion
sodio/potasio (Figura 3). Este patron es
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Figura 3. Efecto del compuesto JOGE-IVT sobre el
metabolismo hidromineral en ratas. Un grupo de ratas (N=24)
fue tratado IVT con vehiculo (V) (10 pL de NaCl al 0,9%) o con
el compuesto 2 (JOGE) a las dosis de 50, 100 y 200 ¢.g/10 pL.
*p < 0,05 comparado con vehiculo

consistente con una modulacion central
dopaminérgica, particularmente a través
de mecanismos dependientes de D2 que
regulan la liberacion de vasopresina y el
tono simpatico renal.

Efectos del pretratamiento con
haloperidol sobre la respuesta
urinaria ante la administracion
intracerebroventricular de dopamina

La respuesta urinaria a la IVT-DA en ratas
pretratadas con haloperidol se ilustra en la
Figura 4. El analisis de varianza de dos vias
y la prueba de Newman-Keuls revelaron

que el volumen urinario aumento a las 3
y 6 horas después de la administracion
de dopamina; este aumento fue inhibido
por el pretratamiento con haloperidol
(V-S<V-DA;H-S=H-DA;P<0,01y
0,05, respectivamente). La evaluacion de
la excrecion de sodio reveld un aumento
significativoalas 3y 6 horas (P < 0,01 y <
0,05) en ratas DA-IVT, el cual fue prevenido
por el tratamiento con haloperidol (V - S <
V-DA>H-S=H-DA; Y-S =H-DA). Se
observo una interaccion significativa entre
DAYy el pretratamiento (FI=9,4, P<0,01).

Los resultados obtenidos indican que la
administracion IVT de JOGE (2) incrementa
el volumen urinario y la excrecion de
sodio, un patron compatible con la
activacion de mecanismos dopaminérgicos
centrales. Aunque en este estudio no se
emplearon antagonistas selectivos para
confirmar directamente la participacion
de los receptores dopaminérgicos en
la respuesta inducida por JOGE, varios
elementos convergen para sustentar
esta interpretacion. En primer lugar, la
dopamina administrada por via IVT produjo
efectos renales cualitativamente similares,
aunque con un curso temporal distinto,
lo que sugiere que la via dopaminérgica
central es capaz de modular la diuresis
y la natriuresis en este modelo. En
segundo lugar, la administracion de
haloperidol, un antagonista dopaminérgico
de amplio espectro con alta afinidad por
los receptores D2, redujo el volumen
urinario y la excrecion de sodio y aumento
significativamente la excrecion basal de
sodio. Este comportamiento farmacologico
es coherente con la inhibicion del
tono dopaminérgico central, lo que
facilita la excrecion renal de agua y de
electrolitos. Esto sugiere que la diuresis
y la natriuresis inducidas por JOGE
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Figura 4. Efectos del tratamiento con haloperidol (HAL) sobre la respuesta urinaria a la
inyeccién IVT-DA. Se administraron inyecciones subcutdneas de V (n = 24) o HAL (n = 30),
en dos dosis de 2,5 y 1,25 mg/kg, 18 y 2 horas antes de la inyeccién IVT-DA (100 pg/5 pL)
0 de solucion salina (5 pL), sequidas de agua por via oral. (N=24). **P<0,01: *P<0,05 (Datos
experimentales con permiso de Torres y col., 1989)

podrian depender de la modulacion
central de circuitos dopaminérgicos,
posiblemente mediante la activacion
de neuronas tuberoinfundibulares
y/o tuberohipofisarias, que regulan la
liberacion de vasopresina y la integracion
de senales osmaoticas y volumétricas. La
dopamina central, a través de receptores
D2, ejerce un efecto inhibidor sobre la
secrecion de vasopresina y modula la
actividad simpatica renal, mecanismos
que, en conjunto, favorecen la excrecion
de agua y sodio. Por tanto, la respuesta
renal observada tras la administracion de
JOGE es congruente con la participacion
de estos circuitos neuroendocrinos y
autonomicos.

Asimismo, el hecho de que haloperidol
inhiba la diuresis y la natriuresis inducidas
por dopamina IVT refuerza la nocion de que
los receptores D2 centrales desempenan

un papel facilitador en la respuesta renal
a la dopamina.

Aunque se requieren estudios
adicionales con antagonistas selectivos
para confirmar la participacion directa de
subtipos de receptores dopaminérgicos,
el conjunto de la evidencia funcional —
efectos paralelos a los de la dopamina IVT,
sensibilidad al bloqueo dopaminérgico y
coherencia con la fisiologia central de los
receptores D2— respalda la hipotesis de
que JOGE ejerce una accion dopaminérgica
central que contribuye a la requlacion de
la homeostasis hidroelectrolitica.

Efecto del compuesto organico JOGE
(2) administrado IVT sobre la conducta
estereotipada

En el sequndo modelo farmacologico,
la administracion IVT de JOGE (0,5 pg/5
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pL, 5 pg/5 pL y 50 pg/5 pL) produjo
modificaciones significativas en las
conductas estereotipadas, particularmente
lamidas, olfateos y acicalamientos,
mientras que la conducta de mordeduras
no mostré cambios relevantes (Figuras 5,
6y7).

En la Figura 5 se presentan las
curvas dosis-respuesta de la conducta
estereotipada de lamidas, mordidas,
olfateos y acicalamientos inducidos por la
administracion de JOGE (2). Se observo
un efecto, dependiente de la dosis,
del compuesto 2 sobre las conductas
estereotipadas de lamidas, olfateos
y acicalamientos. El pretratamiento
con clozapina (C) bloque6 de manera
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significativa las lamidas, el olfateo y el
acicalamiento. El pretatamiento con
ziprasidona (Z) y sulpiride (S), por su
parte, no afectd las lamidas y redujo
parcialmente el olfateo y el acicalamiento.

Las dosis de 50 pg/5 pL y 5 pg/5 pL
de JOGE (2) indujeron un incremento
marcado en la conducta de lamidas,
superando incluso la respuesta observada
con los agonistas dopaminérgicos de
referencia (Figuras 6Ay 7A). Esta actividad
agonista fue bloqueada por la clozapina, 1o
que sugiere la participacion de receptores
sensibles a la clozapina. En contraste,
ziprasidona y sulpiride —antagonistas con
perfiles mas selectivos de los receptores
D2/D3— no bloquearon la conducta
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Figura 5. Curvas dosis-respuesta sobre la conducta estereotipada observada en ratas Sprague-Dawliey
por administracién (IVT) del compuesto orgdnico JOGE (2), a 50ug, 5ugy 05 pg/5 pL. (A): Lamidas. (B):
Mordidas. (C): olfateos y (D): acicalamientos. Ordenadas: la sumatoria de las conductas medidas. Abscisas: dosis
probadas del compuesto individual + bloqueo con clozapina (C), ziprasidona (Z) y sulpiride (S). Observaciones
realizadas durante 1 hora. Resultados expresados como el promedio de cuatro mediciones independientes
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Figura 6. Efecto de JOGE (2) administrado (IVT) a dosis de 50ug, 5ugy 0,5 pg/5 pL, sobre
la conducta estereotipada en ratas Sprague-Dawley. (A) Lamidas, (B) Mordidas. Ordenadas:
la sumatoria de las conductas medidas. Abscisas: compuestos evaluados. Observaciones
realizadas durante 1 hora. Resultados expresados como promedio + EEP de cuatro mediciones
independientes. Analisis estadistico: varianza (ANOVA) de unay de dos vias y prueba de Newman-
Keuls.Keuler. *: diferencia significativa (ds) vs solucién salina (SAL); **: ds vs Apomorfina (APO); *:
ds vs Clozapina (CLO); **: ds vs Ziprasidona (ZIP); %.t: ds vs Bromocriptina (BRO); C: ds vs Sulpiride
(SUL); 2: ds vs Haloperidol (HAL); °: ds vs JOGE50 mg; °°: ds vs JOGE5 ug

inducida por JOGE, 1o que indica un patron
farmacologico no tipico de los agonistas
dopaminérgicos clasicos estrictamente
dependientes de D2.

En relacion con la conducta de
mordidas (Figuras 6B y 7B), JOGE mostro
una disminucion en comparacion con el
grupo control tratado con solucion salina.
Esta reduccion no fue modificada por el
pretratamiento con clozapina, ziprasidona
ni sulpiride, lo que sugiere que esta
conducta no esta directamente modulada
por los mecanismos dopaminérgicos
centrales sensibles a estos antagonistas,
0 que JOGQE no activa los circuitos

estriatales especificos que generan este
patron motor.

La conducta de olfateo inducida
por JOGE no difirié significativamente
respecto del grupo control, excepto a la
dosis de 5 pg/5 pL, donde se observo un
incremento significativo (Figura 7C). Este
aumento fue bloqueado por clozapina y
ziprasidona, pero no por sulpiride, lo que
sugiere la participacion de receptores
dopaminérgicos con sensibilidad diferencial
a antagonistas D2-like, posiblemente
implicando subpoblaciones receptoras
o circuitos estriatales/mesolimbicos con
una farmacodinamica particular.
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Figura 7. Efecto del compuesto JOGE (dosis de 50 ug, 5 ugy 0,5 pg/5 ulL) y del antagonista haloperidol,
administrados por via IVT, sobre la conducta estereotipada en ratas Sprague-Dawley. (A): Mordidas. (B):
Lamidas. (C): Olfateos y (D): Acicalamientos. Ordenadas: la sumatoria de las conductas medidas. Abscisas:
compuestos y dosis probadas. Observaciones realizadas durante 1 hora. Resultados expresados como
promedio + E.E.M. de cuatro mediciones independientes. Analisis estadistico: varianza (ANOVA) de una
y de dos vias y prueba de Newman-Keuls. *: diferencia significativa (p<0,05) vs solucién salina (SAL); **:
p<0,05 vs Apomorfina (APQ); *: p<0,05 vs Clozapina (CLO); *: p<0,05 vs Ziprasidona (ZIP); %.t: p<0,05
vs Bromocriptina (BRO); C: p<0,05 vs Sulpiride (SUL); 2: p<0,05 vs Haloperidol (HAL); °: p<0,05 vs JOGE

50 g; °°: p<0,05 vs JOGE 5 pg

En cuanto al acicalamiento, JOGE
presentdé un patron complejo (Figura
7D). Las dosis de 50 pg/5 pL y 0,5 pg/5
pL generaron respuestas comparables a
las inducidas por ziprasidona y sulpiride,
respectivamente. Sin embargo, la dosis de
5 pg/5 pL provoco un aumento significativo
de dicha conducta. En todas las dosis,
el acicalamiento inducido por JOGE fue
bloqueado por clozapina, mientras que
ziprasidona y sulpiride no modificaron la
respuesta, con la excepcion de la dosis de 50

pga/5 pL, en la que ziprasidona incremento
la conducta respecto de la inducida por
JOGE solo. Este hallazgo sugiere una
interaccion compleja entre JOGE y los
circuitos dopaminérgicos reguladores del
acicalamiento, posiblemente modulada
por mecanismos no estrictamente
D2-selectivos.

El antagonista haloperidol bloqueo las
conductas estereotipadas inducidas por
JOGE (Figura 7).
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Conclusiones de la evaluacion de la
conducta estereotipada

Los estudios farmacologicos
conductuales demostraron que
el compuesto 4-amino-2a,3,4,5-
tetrahidrocenafteno (JOGE, 2) actua
como un agonista dopaminérgico
funcional cuando se administra por
via IVT. La caracterizacion conductual
obtenida revela un perfil farmacodinamico
consistente con la activacion de circuitos
dopaminérgicos centrales, con posibles
contribuciones serotoninérgicas. La
conducta estereotipada de lamidas
inducida por JOGE muestra una alta
resistencia al bloqueo con antagonistas
dopaminérgicos selectivos, como la
ziprasidona y la sulpiride, incluso a dosis
elevadas. Esto sugiere que JOGE podria
estar actuando sobre subpoblaciones de
receptores dopaminérgicos distintas de
los D2 clasicos, o bien que su afinidad o
eficacia intrinseca es lo suficientemente
alta como para superar el antagonismo
competitivo. El bloqueo completo con
haloperidol, un antagonista de alta
potencia de los receptores D2/D3, confirma
que la conducta depende de la activacion
dopaminérgica. La inhibicion parcial por
clozapina (=90%) sugiere la participacion
de receptores dopaminérgicos no clasicos
0 una modulacidon serotoninérgica
complementaria.

La conducta de olfateo inducida
por JOGE tampoco se ve afectada por
sulpiride, lo que refuerza la idea de que
la accion del compuesto no se limita
a los receptores D2 postsinapticos. El
bloqueo completo con haloperidol y la
inhibicion progresiva por ziprasidona
y clozapina sugieren un mecanismo
dopaminérgico dependiente de receptores
D2/D3 presinapticos y postsinapticos,

con posible participacion de receptores
serotoninérgicos 5-HT,A/5-HT,C
moduladores de la conducta exploratoria.
En el caso del acicalamiento, la ausencia
de antagonismo por ziprasidona a dosis
altas de JOGE indica nuevamente una alta
eficacia agonista. El patron de bloqueo
(Haloperidol > Clozapina > Sulpiride) es
caracteristico de compuestos que activan
las vias dopaminérgicas mesolimbicas, en
las que la sensibilidad a los antagonistas
varia segun la densidad y el subtipo de
receptor.

Los resultados convergen en una
conclusion solida: JOGE actiia como un
potente agonista dopaminérgico, capaz
de inducir estereotipias tipicas mediante
la activacion de los receptores D2/D3.
Sin embargo, la resistencia parcial a
antagonistas selectivos y la modulacion
diferencial por antipsicoéticos atipicos
sugieren que su mecanismo no es
puramente dopaminérgico.

La sensibilidad parcial a la clozapina
y a la ziprasidona —ambas con
afinidad significativa por los receptores
serotoninérgicos 5-HT,A/5-HT,C— indica
que JOGE podria modular la liberacion
dopaminérgica a través de receptores
serotoninérgicos, o poseer afinidad
directa por receptores 5-HT, lo que
potenciaria o estabilizaria la respuesta
dopaminérgica. Este patron es tipico de
agonistas mixtos dopamina/serotonina,
que generan estereotipias resistentes
a antagonistas selectivos de D2, pero
sensibles a antipsicoticos atipicos.

El perfil observado sugiere que JOGE
activa vias nigroestriatales, responsables
de las estereotipias motoras; modula
las vias mesolimbicas, asociadas a
conductas exploratorias y motivacionales;
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y podria interactuar con receptores
serotoninérgicos que regulan la actividad
dopaminérgica. Este conjunto de acciones
lo posiciona como un compuesto con
potencial relevancia para el estudio de
trastornos dopaminérgicos, como la
enfermedad de Parkinson, la esquizofrenia
o las adicciones, dependiendo de su
selectividad y afinidad especificas.

Para establecer una aproximacion
quimico-medicinal acerca del diseno y la
evaluacion farmacologica del profarmaco
2 y de su posible compuesto bioactivado
2a (Figura 8), se calcularon los potenciales
electrostaticos moleculares (PEM) en las
formas neutras (N) y cationicas (N-H+) de
cada estereoisoOmero de 2a, mediante
estudios conformacionales y electronicos
a nivel computacional.

El reconocimiento molecular y el
concepto de especificidad pueden, en
algunos casos, interpretarse desde una
perspectiva mecanicista y reduccionista
como unarelacion de “complementariedad”
entre ligando y receptor (Carrupt y col.,

1991; Murray y Sen, 1996; Sarai, 1989).
En este contexto, la comparacion de las
caracteristicas estereoconformacionales
de los estereoisomeros 2a-((R,NH2),(R,CH)),
2a-((S,NH2),(S,CH)), 2a-((R,NH2),(S,CH))
y 2a-((S,NH2),(R,CH)) (Figura 8) puede
resultar util para identificar un posible
patron farmacologico y contribuir a una
mejor comprension de los resultados
farmascoldgicos experimentales
obtenidos.

EnlaFigura 9 se muestrala superposicion
estructural de los estereoisomeros de 2a,
junto con sus energias relativas, y se
demuestra que el par de enantiomeros
2a-((R,NH2),(S,CH)) y 2a-((S,NH2),(R,CH))
presenta una mayor estabilidad que
los enantiomeros 2a-((R,NH2),(R,CH)]) y
2a-((S,NH2),(S,CH)), con una diferencia
de 3,9 kd-mol!.

En este punto, es necesario precisar
como afecta la orientacion estereoquimica
del sustituyente amino respecto al resto
del patron farmacofdrico (feniletilamino)
inserto en el nucleo acenafteno del

' H

2a  (R,NH;), (R, CH)

HO NH,

2a (5, NH3), (S, CH)

(R, NH3y), (S, CH)

HO ”’N'Hz

(S, NH3), (R, CH)

Figura 8. Estereoisdmeros del compuesto 2a
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AE= 3.9 kJ mol!

(a)

AE= 0.0 kJ mol"!
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Figura 9. Superposicion estructural de los estereoisémeros:
(a) 2a-((R,NH2).(R,CH)), (b) 2a-((R.NH2),(S,CH)), (c)
2a-((SNH2),(S,CH)) y (d) 2a-((SNH2),(R,CH))

compuesto 2. Para ello, el sustituyente
amino en la posicion C2 del anillo
de tetralina adopta preferentemente
una orientacion pseudoecuatorial en
los enantiomeros mas estables. Esta
disposicion minimiza las interacciones
estéricas y favorece una geometria
compatible con el reconocimiento
farmacoforico en el sitio activo del
receptor, emulando la conformacion
extendida de la dopamina, en particular
la del (S)-7-hidroxi-2-aminotetralina (7-OH-
DPAT). La configuracion S en el centro
quiral asociado al grupo amino es la
que presenta la mayor afinidad y una
actividad intrinseca significativamente
superior a la del isbmero R como agonista

de los receptores dopaminérgicos,
especialmente de los subtipos D2 y D3
(Figura 10). Aunque ambos isOmeros
pueden adoptar una conformacién en
la que el grupo amino esta en posicion
ecuatorial (minimizando la tension
estérica y permitiendo la interaccion con
el residuo de aspartato conservado en el
receptor), la disposicion espacial relativa
del grupo hidroxilo en la posicion 7 y del
par electronico del nitréogeno es crucial.
La configuracion S orienta el vector del
grupo amino y el fragmento feniletil, de
modo que mimetiza con mayor precision
la conformacion activa de la dopamina
en su receptor. Por otro lado, el receptor
requiere una orientacion especifica del
grupo -OH en posicion meta respecto al
fragmento feniletilamina para establecer
los sitios de union mediante puentes de
hidréogeno (McDermed y col., 1975; 1976).

Al respecto, McDermed y col. (1975 y
1976), establecieron la primera relacion
estructura-actividad de los agonistas
dopaminérgicos, al estudiar los patrones
de afinidad hacia los receptores en los
analogos hidroxilados en las posiciones 5 o
7 de la 2-aminotetralina. El enantiomero (S)
de la 7-hidroxi-2-aminotetralina mostro la
mayor potencia dopaminérgica (McDermed
ycol., 1975;1976). Mientras que el grupo
de Hacksell y col. (1981) estudiaron la
selectividad de los estereoisomeros,
especialmente del enantiomero (S), y
profundizaron en el volumen estérico del
grupo amino y en como este afectaba la
selectividad entre los autorreceptores y
los receptores postsinapticos. En este
sentido, los enantiomeros 2a-((R, NH2),
(S, CH)) y 2a-((S, NH2), (R, CH), son los
activos como agonistas dopaminérgicos
ya que el grupo amino se orienta en
una posicion pseudoecuatorial mientras
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HO” : : “NH,

11 (R)

HO “/NH,

11 (S)

Figura 10. Enantiémeros (R) y (S) de la 7-hidroxi-2-aminotetralina

que, los isomeros 2a-((R,NH2),(S,CH)) y
2a-((S,NH2),(R,CH)) son inactivos, por
adoptar la disposicion pseudoaxial, al
ejercer interacciones estéricas que impide
la 6ptima union sobre su receptor.

El compuesto 2 fue disenado como
un profarmaco que sufre una reaccion de
hidroxilacion aromatica mediada por una
monoxigenasa en el SNC para obtener el
compuesto 2a, la especie activa (Figura 8).
Estas especies ionicas y/o pares ionicos
presentan una capacidad limitada para
atravesar la barrera hematoencefalica,
aunque son altamente solubles en medios
acuosos; es razonable proponer que
dichas especies pueden experimentar
procesos de disociacion que conduzcan
a la liberacion de las formas neutras de
los estereoisomeros activos de 2a. Las
formas neutras, de caracter altamente
lipofilico, podrian difundirse hacia el

interior del sistema nervioso central. Esta
hipotesis se respalda con los resultados
de la Tabla I, donde se muestra que
el proceso de protonacion de la forma
neutra en el entorno intracelular es
exotérmico y termodinamicamente
favorable para los enantiomeros activos de
2a, especificamente 2a-((R,NH2),(S,CH))
y 2a-((S,NH2),(R,CH)). Por ejemplo, el
precursor 2a-((S,NH2),(R,CH))-H*---CI’, en
medios hidrofilicos como el plasma, puede
dar lugar a la formacion de la especie neutra
2a-((S,NH2),(R,CH)) mediante procesos de
disociacion. Esta especie, al presentar
un caracter mas lipofilico, seria capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica.
Una vez intracelularmente, se reprotona
y genera nuevamente la especie cationica
2a-((S,NH2),(R,CH))-H*, mediante la
captacion de un proton desde el medio
acuoso intracelular (por ejemplo, a
partir de H,O" generado en procesos

Tabla 1.
Funciones termodinamicas y reacfionaes de protonacioén a 37,0 'Cy 1 atm
AHP AGp

Reaccion (kJ mol!) (kJ mol)
2a-((RK,NH,),(R,CH))+H ,O"—2a-((K,NH,),(K,CH))-H"+ H,O -257,1 -255,5
2a-((S,NH,),(R,CH))+H,0"—2a-((S,NH,),(R,CH))}-H" + H,0 -244,2 -243,5
2a-((R,NH,),(S,CH))+H,0"—2a-((K,NH,),(S,CH))-H" + H,0 -244,2 -243,5
2a-((S,NH,),(S,CH))+H 0" —2a-((S,NH,),(S,CH)}-H* + H,O -257,1 -255,5
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metabolicos locales), que se disocia en
la especie neutra e interactua con su
receptor.

Por otro lado, el potencial electrostatico
molecular (PEM) se ha consolidado como
una herramienta fundamental para el
desarrollo de modelos quimicos orientados
a explicar la reactividad molecular (North,
1989; Polilzer y Truhlar, 1991; Carrupt
y col.,1991; Murray y Sen, 1996; Sarai,
1989). En este contexto, los calculos de
PEM realizados para los estereoisomeros
de 2a revelan caracteristicas globalmente
Similares, como se observa en la Figura
I11. En los cuatro estereoisomeros se
identifican dos regiones claramente
negativas, localizadas en torno a los
grupos funcionales hidroxilo y amino,
respectivamente. Estas zonas de alta
densidad electronica favorecen procesos
de protonacion, en concordancia con los
resultados presentados en la Tabla I.

Desde una perspectiva clasica, basada
en la interaccion electrostatica, en la
que cargas de igual signo se repelen y
cargas de signo opuesto se atraen, el
analisis comparativo de los PEM permite
racionalizar la reactividad quimica y las
posibles interacciones intermoleculares.
En particular, los mapas de PEM resultan
especialmente utiles, ya que proporcionan
una representacion visual de la capacidad
de una molécula para interactuar con
un sitio de union especifico. En este
sentido, pueden interpretarse como una
aproximacion al patron farmacofaorico, al
condensar informacion clave sobre las
interacciones electrostaticas implicadas en
la formacion del complejo ligando-receptor
(North, 1989; Carrupt y col., 1991). De
manera mas especifica, el estereoisobmero
2a-((K,NH,),(S,CH)) (Figura 11b) presenta
una region de potencial negativo mas

Figura 1 1. Estructuras optimizadas y mapas de potencial
electrostatico molecular (PEM) de los estereoisémeros de
2a y sus formas catiénicas correspondientes, generadas
mediante protonacién reversible: (a) 2a-((R,NH2),(R,CH))
y 2a-((R,NH2),(R,CH))-H*: (b) 2a-((R,NH2),(S,CH))
y 2a-((R.NH2),(S,CH))-H*; (c) 2a-((S.NH2).(R,CH))
y 2a-((S.NH2),(R,CH))-H*; (d) 2a-((S,NH2),(R,CH)) y
2a-((SNH2),(R,CH))-H*

definida y espacialmente accesible en
el grupo amino dispuesto en orientacion
pseudoecuatorial. Esta disposicion
geométrica resulta particularmente
favorable para la interaccion con los
receptores dopaminérgicos D2 y D3,
ya que optimiza tanto el acoplamiento
electrostatico como el ajuste estérico
en el sitio activo. Adicionalmente, al
comparar los distintos estereoisomeros,
se observa que aquellos con el grupo
amino en posicion pseudoecuatorial
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presentan una distribucion del potencial
electrostatico mas compatible con un
reconocimiento molecular eficiente.
Por el contrario, en los estereoisbmeros
en los que dicho grupo adopta una
orientacion pseudoaxial, la accesibilidad
del sitio donador de electrones se ve
limitada por restricciones estéricas, lo
que podria disminuir su afinidad por el
receptor. Estos resultados refuerzan la
hipotesis de que no solo la naturaleza
electronica, sino también la disposicion
tridimensional de los grupos funcionales
desempena un papel determinante en la
actividad farmacologica observada. En
conjunto, el analisis de los PEM respalda
la propuesta de que los estereoisbmeros
2a-((K,NH,),(S,CH)) y 2a-((S,NH,),(RK,CH))
presentan un perfil electrostatico y
conformacional mas adecuado para
el reconocimiento farmacofoérico, en
concordancia con su mayor estabilidad
relativa y su posible mayor actividad
biologica.

El hecho que los estereoisdomeros
2a (((K.NH,),(S,CH)) y ((S,NH,),(R,CH)))
presenten el grupo amino en posicion
pseudoecuatorial demuestra que es el
unico centro quiral responsable de la
respuesta farmacologica. Mientras que el
otro centro quiral en la posicion 2a del
nucleo del acenafteno no interviene en la
interaccion directamente sobre el sitio de
union primaria del receptor, por lo tanto,
2a (JOGE) se comporta como una mezcla
racémica.

Es bien conocido que el isbmero (S)
de la 7-hidroxi-2-aminotetralina, mas alla
de su perfil clasico como agonista de
los receptores de dopamina, presenta
una afinidad notable y selectiva por el
receptor D3 frente al D2 y actua como
agonista moderado de los receptores

5-HT1A. En cambio, el isomero (R) se
caracteriza por ser significativamente
menos potente que el (S) en los receptores
dopaminérgicos, pero presenta una
actividad relevante sobre los receptores
5HT1A y los receptores Sigma 1 y 2
(Levesque y col., 1992; McDermed y col.,
1976).

Para realizar un acercamiento quimico-
medicinal sobre la actividad del compuesto
2 (JOGE) administrado por via IVT en ratas,
es indispensable considerar el sustrato
neuroanatomico del sistema ventricular,
ya que la difusion inicial del farmaco
ocurre en estrecha relacion con las
estructuras limbicas y, en menor medida,
con los nucleos basales. Los ventriculos
laterales, con su morfologia en “C”, se
encuentran rodeados por componentes
del sistema limbico (talamo, foérnix,
cuerpo calloso) y por el nucleo caudado,
mientras que el tercer ventriculo se situa
entre ambos talamos y se conecta con el
cuarto ventriculo a través del acueducto
de Silvio. Esta organizacion implica que la
mayor parte del espacio ventricular esta
anatomicamente vinculada a circuitos
limbicos, responsables de conductas
motivacionales, afectivas y exploratorias.

En este contexto, las conductas
inducidas por JOGE —lamidas y
acicalamientos— pueden interpretarse
como manifestaciones limbicas,
coherentes con la proximidad del
compuesto a las estructuras mesolimbicas
tras la administracion IVT. Sin embargo,
la aparicion de conductas tipicamente
estriatales, como roidas y olfateos,
indica que JOGE no se limita a un efecto
limbico: el compuesto alcanza y activa
las vias nigroestriatales, responsables
de las estereotipias motoras, y modula
las vias mesolimbicas, asociadas a la
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exploracion y la motivacion. Ademas,
su perfil farmacoldégico sugiere una
posible interaccion con receptores
serotoninérgicos que regulan la actividad
dopaminérgica, lo cual explicaria la
resistencia parcial a los antagonistas
dopaminérgicos selectivos. En conjunto, la
distribucion ventricular y la neuroanatomia
circundante permiten sostener que
JOGE ejerce un efecto mixto limbico-
estriatal, coherente con su capacidad para
inducir estereotipias motoras, conductas
exploratorias y patrones de acicalamiento,
integrando la activacion dopaminérgica
con una modulacion serotoninérgica
complementaria.

En este punto es posible proponer una
aproximacion al mecanismo de accion
del compuesto 2 (JOGE) al considerar
simultaneamente su transito por el sistema
ventricular y el patron farmacologico
observado en estructuras limbicas y en los
ganglios basales en ratas normales. Tras
su administracion en el ventriculo lateral
derecho, JOGE se difunde ampliamente
hacia el parénquima adyacente, entrando
en contacto directo con los nucleos
limbicos y estriatales que delimitan la
cavidad ventricular. En este entorno
neuroanatomico, pueden plantearse tres
eventos farmacodinamicos plausibles: (a)
JOGE podria incrementar la vida media
de la dopamina endogena mediante
la inhibicion de la monoaminooxidasa
(MAO), dado que su estructura contiene el
farmacoforo isopropilfenilamino, analogo
al presente en el compuesto 3 (Jal 16a)
descrito por Angel y col. (2000); (b) su
farmacoforo parcial feniletilamino sugiere
un mecanismo presinaptico indirecto,
capaz de favorecer la liberacion de
dopamina endogena; y (c) el compuesto
podria activarse metabodlicamente

mediante hidroxilacion en la posicion
meta del anillo bencénico, adquiriendo
asi el farmacoforo caracteristico de los
agonistas del receptor D2, lo que ampliaria
su afinidad y eficacia dopaminérgica
(Figura 12).

El compuesto 2 (JOGE) es
un profarmaco que presenta en su
estructura los fragmentos farmacoforicos
fenilisopropilamino (responsable de
la actividad IMAO) y feniletilamino (de
accion indirecta), y, al ser metabolizado,
se incorpora a su estructura el fragmento
m-hidroxifeniletilamina (Figura 12). Este
farmacoforo es responsable de la accion
postsinaptica de D2 como agonista. Es
bien conocido que los receptores DI
requieren la presencia de dos grupos —OH
(en posiciones meta y para), mientras que
los D2 son menos especificos y requieren
unicamente el —OH en posicion meta
(Nichols y col., 1983). Con base en estos
argumentos, es importante destacar la
pertinencia de la aproximacion quimico-
medicinal en el diserio de este compuesto,
ya que los resultados convergen en una
conclusion solida: JOGE actua como
un potente agonista dopaminérgico,
capaz de inducir estereotipias tipicas
de la activacion de los receptores D2/
D3. Sin embargo, la resistencia parcial a
antagonistas selectivos y la modulacion
diferencial por antipsicéticos atipicos
sugieren que su mecanismo no es
puramente dopaminérgico. La sensibilidad
parcial a la clozapina y a la ziprasidona
—ambas con afinidad significativa por
los receptores serotoninérgicos 5-HT,A/5-
HT,C— indica que JOGE podria modular
la liberacion dopaminérgica a través de
receptores serotoninérgicos, o poseer
afinidad directa por receptores 5-HT, lo
que potenciaria o estabilizaria la respuesta
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NH;

2 (JOGE)

"fenilisopropilamino”

HO

"m-hidroxi-feniletilamino"
actividad sobre el
receptor dopaminérgico D,

NH;

2 (JOGE)
"feniletilamino"
accion indirecta (presinaptica)

NH;

2a

Figura 12. Farmacéforos insertos en los compuestos 2 y 2a

dopaminérgica. Este patron es tipico de
agonistas mixtos dopamina/serotonina,
que generan estereotipias resistentes
a antagonistas selectivos de D2 pero
sensibles a antipsicoticos atipicos.

El perfil observado sugiere que JOGE
activa vias nigroestriatales, responsables
de las estereotipias motoras; modula
las vias mesolimbicas, asociadas a
conductas exploratorias y motivacionales;
y podria interactuar con receptores
serotoninérgicos que regulan la actividad
dopaminérgica. Este conjunto de acciones
lo posiciona como un compuesto con
potencial relevancia para el estudio de
trastornos dopaminérgicos, como la
enfermedad de Parkinson, la esquizofrenia
o las adicciones, dependiendo de su
selectividad y afinidad especificas.

Conclusion

El compuesto JOGE demuestra un
claro agonismo dopaminérgico funcional,

evidenciado por la induccion de
estereotipias resistentes a antagonistas
selectivos y sensibles a antagonistas de
amplio espectro, como el haloperidol.
La modulacion parcial por antipsicoticos
atipicos sugiere que su accion podria
implicar mecanismos serotoninérgicos
complementarios, 1o que amplia su
relevancia farmacologica. En conjunto,
los resultados preliminares respaldan la
hipotesis de que JOGE activa de manera
significativa los sistemas dopaminérgicos
y, posiblemente, los serotoninérgicos
del sistema nervioso central, lo que abre
lineas de investigacion sobre su perfil de
receptores y su potencial aplicacion en
modelos de disfuncion dopaminérgica.
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QSAR in Toxicology: toxicity prediction based on
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Resumen

Ante la creciente demanda de nuevos farmacos y la busqueda de estudios mas eficientes, las herramientas
informaticas han experimentado un auge en el campo de la toxicologia. La generaciéon de amplias bases de
datos de indole clinica, bioloégica y quimica ha dado lugar al desarrollo de herramientas computacionales para
el estudio toxicolégico de diversos compuestos. Las relaciones cuantitativas de estructura y actividad (QSAR)
permiten estudiar, mediante modelos matematicos, la relaciéon entre las caracteristicas fisicoquimicas y la
actividad bioldgica de diversos xenobiéticos. En el presente trabajo se contemplan los principios fundamentales
de estos analisis, los descriptores moleculares mas utilizados y su dimensionalidad, asi como la aplicabilidad
de los modelos QSAR y de metodologias estadisticas para su uso como mecanismo de extrapolacién a
modelos in vivo.
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Abstract

With the growing demand for new drugs and the need for more efficient studies of them, computational tools
have seen a boom in toxicology. The generation of extensive clinical, biological, and chemical databases has
led to the formulation of computational tools for the toxicological study of various compounds. Quantitative
structure-activity relationships (QSAR) allow, through mathematical models, the study of the relationship
between the physicochemical characteristics and the biological activity of various xenobiotics. The present
work considers the fundamental principles of these analyses, the most commonly used molecular descriptors
and their dimensionality, the applicability of QSAR models, and statistical methodologies for their extrapolation
to in vivo models.
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Introduccion

La demanda global de farmacos ha
aumentado de forma sostenida en los
ultimos anos, consolidando al mercado
farmacéutico como uno de los mas
grandes del mundo. En 2021, la industria
invirti6 276.000 millones de dodlares en
investigacion y desarrollo (I4+D), equivalente
al 27% de sus ingresos mundiales, con
el fin de desarrollar nuevos farmacos
eficaces y sequros (Garthwaite, 2025). El
estudio toxicologico constituye una etapa
esencial en la evaluaciéon de compuestos
con potencial terapéutico, ya que todo
nuevo farmaco debe cumplir criterios
toxicolégicos que garanticen la seguridad
del consumidor.

La toxicidad de un compuesto depende
de multiples factores, entre ellos la via
de exposicion, la dosis, la duracion de
la exposicion y diversas caracteristicas
fisicas, bioquimicas y estructurales propias
de cada molécula o familia quimica.
Actualmente se emplean numerosos
marcadores toxicolégicos —como la
carcinogenicidad, la genotoxicidad y la
teratogenicidad— que pueden clasificarse
cuantitativamente (LD50, NOAEL, LOAEL,
entre otros) o cualitativamente (téxico/no
toxico; toxicidad alta, media o baja). Muchos
de estos parametros se obtienen mediante
ensayos en animales. Sin embargo, aunque
los estudios in vivo siguen siendo un
requisito regulatorio, implican un elevado
consumo de tiempo y recursos y requieren
un numero significativo de animales, lo
que plantea consideraciones bioéticas
relevantes (Raies y Bajic, 2016; Forest y
col., 2018).

En este contexto, los modelos
computacionales se han convertido en
herramientas valiosas para reducir la carga

experimental y mejorar la eficiencia en la
prediccion de efectos toxicos, lo que se
traduce en alternativas costo-efectivas (Raies
y Bajic, 2016; Myatt y col., 2018; Li y col.,
2022). Organismos internacionales como
la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémico (OECD) recomiendan
integrar herramientas bioinformaticas y
computacionales como complemento de
las evaluaciones toxicologicas in vitro e in
vivo, con el fin de disminuir costos, reducir
el uso de animales, optimizar las pruebas
biologicas y acelerar el desarrollo de nuevos
farmacos (OECD, 2013; Dey col., 2022a,b).

Durante el ultimo siglo, el uso de
técnicas computacionales predictivas
ha crecido exponencialmente (De y col.,
2022a,b; Lu y col., 2023). Su adopcion se
ha visto favorecida por la disponibilidad de
extensas bases de datos clinicas, biolégicas
y toxicolégicas, que incluyen informaciéon
sobre dianas moleculares, mecanismos
de accion, rutas metabdlicas y otros
aspectos relevantes (Raies y Bajic, 2016;
Lu y col., 2023). Estas aproximaciones
se fundamentan en la relacion entre las
propiedades fisicas, quimicas y estructurales
de las moléculas y la actividad biologica que
ejercen.

Los primeros antecedentes se remontan
a Richet (1893), quien correlacioné los
efectos citotoxicos de compuestos organicos
con su solubilidad en agua. Posteriormente,
se reconocio la existencia de una relacion
entre la estructura molecular y la actividad
biolégica (SAR). Meyer (1899) describio
una relacion lineal entre la lipofilicidad de
los anestésicos y su potencia narcética,
basada en los coeficientes de particion.
Mas adelante, Hansch y Fujita (1964%)
desarrollaron el primer modelo lineal
multivariado que correlacionaba parametros
fisicoquimicos con la actividad biologica,
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introduciendo formalmente el concepto de
relacion cuantitativa estructura-actividad
(QSAR). En la actualidad, la toxicologia
requlatoria busca transitar de un enfoque
empirico, basado en ensayo y error, a uno
predictivo, sustentado en mecanismos y
estructuras (Danishuddin y Khan, 2016; De
y col., 2022a,b).

QSAR se define como un método
para construir modelos matematicos
o0 computacionales que establecen
correlaciones estadisticas entre
caracteristicas fisicoquimicas de las
moléculas y su actividad, generalmente
expresada mediante marcadores
toxicologicos o bioldgicos cuantitativos
(Verma y col., 2010). Esta metodologia
permite predecir la actividad bioldgica y
la toxicidad de farmacos y xenobioticos
no evaluados experimentalmente. La
presente revision sintetiza los principios
fundamentales del QSAR y examina
sus aplicaciones en la prediccion de
diversos efectos toxicoldgicos, asi como
las metodologias empleadas para su
estimacion.

Materiales y métodos

Se realiz6 una busqueda exhaustiva
y sistematica de estudios en inglés con
acceso a texto completo y de acceso
abierto en la plataforma PubMed, de
evidencia cientifica de 2008 a 2025,
representativos del contexto QSAR en
toxicologia, utilizando la herramienta de
almacenamiento de articulos cientificos
como Rayyan. Se utilizaron términos como
“Quantitative Structure-Activity Relationship
(QSAR)”, “Toxicity QSAR”, “In silico
toxicology”, “Machine learning” y “Toxicity
prediction”. Bioinformatics”; “Toxicity with

Computational”; "Environmental toxicology
and QSAR”; "Predictive -QSAR”, “Prediction
of biological activity”, entre otros. La
investigacion, redaccion y revision del
contenido se realizaron entre mayo de 2025
y mayo de 2026.

DESCRIPTORES MOLECULARES

La relacion estructura actividad
constituye el principio central que explica
coOmo las caracteristicas moleculares
determinan la interaccién de un compuesto
con biomoléculas y, en consecuencia, su
efecto biologico o toxico. Este fundamento
sustenta los enfoques computacionales
basados en ligandos, ampliamente
utilizados para identificar caracteristicas
quimicas criticas en el disefio de farmacos y
en la evaluacion toxicolégica. La capacidad
predictiva derivada de esta relaciéon
ha permitido anticipar la bioactividad
quimica, propiedades fisicas (Muratov y
col., 2020), actividad antiproliferativa en
células cancerosas (Gandhi y col., 2021),
actividad antifangica (Andrade-Ochoa y
col., 2023), propiedades farmacéuticas
y toxicologicas de pesticidas potenciales
(Janicka y Sliwinska, 2022) y efectos de
sensibilizacion cutanea (Scheufen y col.,
2024), lo que confirma su relevancia
transversal.

El QSAR se fundamenta en la premisa de
que existe una relacion cuantificable entre la
estructura molecular y la actividad biologica
o toxicoldgica de un compuesto (Muratov
y col., 2020). Bajo esta hipotesis, incluso
modificaciones estructurales minimas
pueden generar cambios significativos en
la funcion bioldgica. Para operacionalizar
esta relacion, se emplean descriptores
moleculares, variables cuantitativas que
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representan propiedades fisicoquimicas,
topoldgicas, termodinamicas,
constitucionales, cuanticas, geométricas
o estructurales (Beltran Pérez y col., 2022;
Shahlaei, 2013). Estos descriptores actiian
como variables predictoras en modelos
matematicos, cuya seleccion depende de
su relevancia para explicar la actividad
dentro de una familia de compuestos. En
consecuencia, los modelos QSAR suelen
construirse con un numero reducido
de descriptores pertinentes para evitar
redundancias y mejorar la interpretabilidad
(Danishuddin y Khan, 2016).

El uso indiscriminado de multiples
descriptores, especialmente en modelos
de aprendizaje automatico, puede conducir
al sobreajuste, lo que reduce la capacidad
predictiva y diluye la relacién causal entre
la estructura y la actividad (Shi y col.,
2011). Por ello, la seleccién racional de
descriptores es esencial para generar
modelos robustos, reproducibles y de alto
valor predictivo (Shahlaei, 2013). La literatura
también destaca que los modelos QSAR,
como herramientas in silico, constituyen
alternativas valiosas a la experimentacion
animal y proporcionan principios y recursos
aplicables en diversas areas biomédicas y
toxicoldgicas (Madden y col., 2020).

Los descriptores se clasifican segun
su dimensionalidad, que refleja el nivel
de informacion estructural incorporada.
Tradicionalmente abarcan desde OD hasta
4D, aunque algunos autores proponen
extensiones hacia 5D (ajuste inducido) y
6D (solvatacion), alin no universalmente
aceptadas (Verma y col., 2010). Esta
clasificacion permite estructurar modelos
predictivos con distintos grados de
complejidad, acordes con la naturaleza del
fendmeno bioldgico o toxicoldgico que se
desea modelar.

Las dimensiones de los descriptores
moleculares reflejan el nivel de informacion
estructural necesario para construir modelos
QSARYy permiten capturar distintos aspectos
de la arquitectura quimica de un compuesto.

Los descriptores OD representan
propiedades globales independientes de
la geometria molecular, como el nimero de
atomos, el peso molecular o el nimero de
enlaces. Aunque son simples, constituyen
la base para la caracterizacion inicial de
cualquier sustancia en QSAR (Verma y col.,
2010; Muratov y col., 2020).

Los descriptores 1D se relacionan
con grupos funcionales, fragmentos
estructurales o propiedades fisicoquimicas
basicas. Entre ellos destaca el coeficiente
de particion logP, un parametro clave para
la actividad antifingica y la absorcion
y distribucién de farmacos (Andrade
Ochoa y col., 2023; Muratov y col., 2020).
Propiedades como la constante de acidez
(Ka) también influyen en los procesos
de absorcion (Verma y col., 2010), y los
compuestos nitroaromaticos han sido
modelados con éxito mediante 1D QSAR
(Kuz'min y col., 2008).

Los descriptores 2D describen
la conectividad atomica y la topologia
molecular sin considerar la conformacion
tridimensional. Incluyen indices de
conectividad y fingerprints o farmaco6foros
2D, ampliamente utilizados para evaluar la
similitud estructural y predecir la actividad
en estudios de diseno de farmacos,
incluidas aplicaciones en enfermedades
neurodegenerativas (Verma y col., 2010;
Makhouri y Ghasemi, 2022).

Los descriptores 3D incorporan la
geometria espacial y las propiedades
estéricas y electrostaticas, fundamentales
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para comprender la interaccion con dianas
bioldgicas. Enfoques como el mapeo de
farmacoforos 3D y HQSAR han demostrado
su utilidad en la investigacion biomédica,
especialmente cuando la conformacion
molecular determina la afinidad ligando
receptor (Muratov y col., 2020; Makhouri y
Ghasemi, 2022; Verma y col., 2010).

Los descriptores 4D extienden los
descriptores 3D al integrar la variabilidad
conformacional y temporal, 1o que permite
modelar interacciones dinamicas. Aunque
no se describen descriptores especificos,
técnicas como el docking molecular se
emplean para evaluar la nanotoxicidad y
disenar farmacos, lo cual se alinea con el
concepto de descriptores dependientes del
tiempo (Huang y col., 2021; Makhouri y
Ghasemi, 2022; Muratov y col., 2020).

En conjunto, estos descriptores
cuantifican propiedades moleculares
clave para predecir la actividad biologica
y la toxicidad. Entre los mas influyentes
destacan:

* Lipofilicidad (logP), esencial para
los procesos ADME (Absorcion,
Distribucion, Metabolismo y Excrecion)
(Andrade Ochoay col., 2023; Muratov
y col., 2020).

* Efectos estéricos, que determinan
la complementariedad espacial con
receptores, especialmente relevantes
en modelos 4D QSAR (Muratov y col.,
2020).

* Efectos electronicos, que modulan la
reactividad y la formacion de aductos
con biomoléculas (Muratov y col.,
2020).

* Farmacoforos y toxicoforos, que
representan patrones estructurales
asociados a la actividad o la toxicidad
(Makhouri y Ghasemi, 2022; Muratov
y col., 2020).

La integracion de estos descriptores
mediante algoritmos matematicos permite
desarrollar modelos QSAR robustos para
predecir el comportamiento toxicologico y
farmacologico de nuevas sustancias, lo que
consolida su papel en el diseno racional
de farmacos y en la toxicologia predictiva
(Huang y col., 2021; Makhouri y Ghasemi,
2022; Muratov y col., 2020).

El desarrollo de modelos QSAR representa
un pilar fundamental en la toxicologia
y el diseno de farmacos modernos, al
permitir transformar datos quimicos y
biolégicos en predicciones robustas y
confiables sobre el comportamiento de
nuevas moléculas (Ren y col., 2023). Este
enfoque computacional no solo agiliza la
evaluacion de la seguridad, sino que también
contribuye a reducir la experimentacion
animal y a optimizar recursos, elementos
cruciales en la investigacion actual (Mei y
Wu, 2022). La metodologia para construir
modelos QSAR es un proceso estructurado y
riguroso cuyo objetivo es garantizar que las
predicciones sean precisas, interpretables
y aplicables a nuevos compuestos. Aun asi,
una alta prediccion de los modelos puede
lograr una alta precision de interpretacion,
pero la alta capacidad predictiva de los
modelos no garantiza una alta precision
de interpretacion. Es aqui donde radica la
importancia de mejorar las investigaciones,
los métodos y los modelos, ya que este
es el futuro como herramienta necesaria
para la ciencia y la regulacion (Matveieva y
Polishchuk, 2021).
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SELECCION Y EXTRACCION DE DESCRIPTORES

La calidad y el poder predictivo de un
modelo QSAR dependen directamente
de la representacion adecuada de las
moléculas mediante sus descriptores.
La extraccion de estos descriptores es
un proceso que, mediante herramientas
computacionales especializadas, puede
generar miles de posibles caracteristicas
para cada compuesto. No obstante, la
generacion masiva de descriptores a
menudo se traduce en un gran numero
de variables que pueden ser irrelevantes o
altamente correlacionadas, lo que introduce
ruido y redundancia en el conjunto de
datos y podria comprometer la estabilidad
y la interpretabilidad del modelo (Playe
y Stoven, 2020). Por ello, la seleccion de
descriptores constituye una etapa critica y
esencial. Su objetivo principal es identificar
un subconjunto 6ptimo de descriptores
relevante para la actividad o toxicidad
estudiada y que, al mismo tiempo, evite
la redundancia y capture la informaciéon
esencial de la molécula (Dablander y col.,
2023).

Para reducir la dimensionalidad de
los datos, se emplean ampliamente
técnicas como el Analisis de Componentes
Principales (PCA), que transforman
un elevado numero de descriptores
correlacionados en un conjunto menor de
variables no correlacionadas, denominadas
componentes principales (Wang y col.,
2015). Asimismo, métodos iterativos como
la seleccion hacia adelante/atras anaden
o eliminan descriptores en funcién de
su impacto en la capacidad predictiva
del modelo, mientras que los algoritmos
genéticos exploran combinaciones
complejas de descriptores para optimizar
el rendimiento (Nha Tran y col., 2023). Asi,
como ya hemos mencionado, el fin tltimo

de esta fase es maximizar la predictividad y
la interpretabilidad del modelo, previniendo
el sobrefit (Belfield y col., 2023).

METopos DE MODELADO

Una vez definido el conjunto 6ptimo de
descriptores, el siguiente paso consiste
en seleccionar y aplicar un algoritmo de
modelado que establezca una relacion
predictiva entre estos descriptores y
la propiedad bioldégica o molecular de
interés (Cronin y col., 2025). Los métodos
de modelado quimiométrico pueden
clasificarse, a grosso modo, en dos
vertientes: modelos lineales y no lineales.
Algunos de los sistemas de modelado
matematico son mencionados en la Tabla
I; sin embargo, se mencionaran algunos
otros:

* Regresion lineal simple: Este método
predice la probabilidad de que una
instancia pertenezca a una clase
especifica, transformando una
combinacion lineal de los descriptores
en una probabilidad, a menudo
mediante una funcion logistica (Liu y
col., 2024). Es simple y eficiente para
problemas de clasificacion binaria.

* Regresion Lineal Multiple (MLR): Este
es un método sencillo y altamente
interpretable que asume una relacion
lineal directa entre los descriptores
y la propiedad a predecir. Su
simplicidad facilita la identificacion
de los descriptores que ejercen un
impacto directo y proporcional sobre
la respuesta biolégica (Tuenter y col.,
2017).

* Los minimos cuadrados parciales
(PLS): son una técnica de aprendizaje
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Tabla I.
Sistemas de modelado matematico (Lin y Chou, 2022)

Redes neuronales artificiales

Redes neuronales de escapetizacién

Todas las neuronas se dividen en tres capas,

con informacién que fluye de la primera capa de
neuronas de entrada a la sequnda capa de neuronas
ocultas, y luego a la tercera capa de neuronas de
salida

Redes neuronales regularizadas en bayesiano

Aplicar métodos bayesianos para realizar la
regularizacion de manera que la complejidad del
modelo se equilibre con la precisién de reproducir
los datos de entrenamiento

Redes neuronales asociativas

Aplicar ensamblaje aprendiendo a las redes
neuronales de la propaganda

Redes neuronales profundas

Redes neuronales artificiales con muiltiples capas
ocultas (también llamadas aprendizaje profundo)

Métodos no supervisados

Andlisis de componentes de principio

Reducir la dimensionalidad de los datos a sélo los
primeros componentes principales, preservando
al mismo tiempo la mayor cantidad posible de la
variacion de los datos

Mapas de autoorganizacién de Kohonen

Mapea moléculas del espacio original del
descriptor de una rejilla 2D de neuronas. Moléculas
similares seran mapeadas a las mismas neuronas
estrechamente localizadas en la red

ampliamente utilizada; combina las
ventajas de la integracion del analisis
de componentes principales y de la
regresion por minimos cuadrados. Se
utiliza para predecir una tabla de datos
a partir de otra (de Souzay col., 2019).

Redes neuronales artificiales
(ANN): Inspiradas en la estructura
y el funcionamiento del cerebro
humano, las ANN poseen la capacidad
de capturar relaciones no lineales
extremadamente complejas entre los
descriptores y la actividad biologica
(Fattouche y col., 2024). Sin embargo,
Su arquitectura multicapa y compleja
las convierte en “cajas negras”, lo que
dificulta interpretar como llegan a sus

predicciones (Matveieva y Polishchuk,
2021).

Maquinas de vectores de soporte
(SYM): Las SVM son particularmente
eficaces en problemas de alta
dimensionalidad y pueden manejar
relaciones no lineales al proyectar
los datos a un espacio de mayor
dimensioén, donde la separacién entre
clases o la regresion es mas sencilla.
Son notablemente robustas frente al
ruidoy a la presencia de caracteristicas
irrelevantes (Hatmal y col., 2021).

* Algoritmos de Clasificacion

Categorica: Cuando el objetivo del
modelo es predecir si un compuesto
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pertenece a una categoria especifica
(por ejemplo, “toxico” o “no toxico”,
“activo” o “inactivo”), se emplean
algoritmos de clasificacion categorica
(Bishop y col., 2024). Estos modelos
no emplean metodologias avanzadas
de analisis debido a su caracter
categorico; sin embargo, solo pueden
emplearse cuando se tienen bien
definidos los cortes predictivos por
variables y los descriptores necesarios
para ello, por lo que se requiere un
procesamiento estadistico previo.

* Maquinas de Vectores de Soporte para
Clasificacion (SVMs): Es la version
de SVM adaptada para problemas de
clasificacion, que busca el hiperplano
optimo que maximice el margen entre
las diferentes clases de datos, lo que
se traduce en una separacion robusta
(Liu y col., 2024).

« Arboles de Decisién y Bosques
Aleatorios (Random Forests): Los
Arboles de Decisién son métodos no
paramétricos que construyen modelos
basados en reglas de decision simples
y son inherentemente interpretables.
Los Bosques Aleatorios mejoran la
robustez y la precision al combinar
multiples arboles de decision y
promediar sus predicciones, lo que los
hace eficientes para manejar grandes
conjuntos de datos y revelar relaciones
complejas de forma mas interpretable
que las ANN (Liu y col., 2024).

VALIDACION DE MODELOS

La validacion es la fase mas critica en el
ciclo de vida de un modelo QSAR, ya que
es el proceso que garantiza su fiabilidad,
robustez y, crucialmente, su capacidad

para predecir con precision la actividad de
compuestos que no han sido vistos durante
el entrenamiento (De y col., 2022a,b). Se
deben realizar diversos tipos de validacion.

Primero, se realiza una validacion interna
que consiste en evaluar la consistencia y
la estabilidad del modelo con los datos
de entrenamiento; es decir, su capacidad
para reproducir los datos con los que
fue formulado el modelo o con los que
fue construido. El método mas comun
para la validacion interna es la Validacion
Cruzada (Cross-validation), que implica
dividir el conjunto de datos original en
subconjuntos. En el enfoque Leave-One-
Out (LOO), el modelo se entrena con todos
los datos excepto uno, que se utiliza para
la evaluacion; este proceso se repite para
cada punto de datos. Alternativamente, en
la validacion k-fold, los datos se dividen
en “K” subconjuntos (folds); el modelo
se entrena “k” veces, utilizando en cada
iteracion un subconjunto diferente como
conjunto de prueba y los restantes para
el entrenamiento. La premisa de esta
validacion interna consiste en evaluar la
bondad de la aptitud y la robustez (Kiraly
y col., 2022).

El otro tipo de validacion que se realiza
es la validacion externa. Esta se considera
el “estandar de oro” en la evaluacion de
modelos QSAR. La validacion externa es
indispensable para evaluar la capacidad
real de prediccion y la capacidad de
deneralizacion del modelo en compuestos
completamente nuevos que el modelo no
ha “visto” en ninguna etapa previa. Para
llevar a cabo esta validacion, se reserva un
conjunto de pruebas independiente que no
se utiliza en ninguna fase de la construccion
del modelo, incluida la seleccion de
descriptores o el ajuste de parametros.
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Un modelo se considera verdaderamente
robusto y confiable si mantiene un buen
rendimiento no solo en la validacion
interna, sino, de manera crucial, también en
la validacion externa, lo que demuestra su
aplicabilidad a nuevas estructuras quimicas.
Para la validacion externa, tendriamos
que evaluar la capacidad predictiva de
los modelos. La OECD, con respecto a la
implementacion de buenas practicas para
la validez de los modelos, hace énfasis
en 5 principios que deben cumplirse:
1) Endpoints o descriptores con valor
predictivo, 2) algoritmo inequivoco definido,
3) dominio definido de aplicabilidad, 4)
medidas apropiadas de bondad de ajuste,
robustez y predictividad, 5) interpretacion
mecanicista, dentro de la posibilidad (Kiraly
y col., 2022).

METRICAS DE VALIDACION

La validacion de un modelo estadistico es
un requisito indispensable para garantizar
su confiabilidad y aplicabilidad. En QSAR,
esta validacion se fundamenta en métricas
que permiten evaluar tanto el ajuste interno
como la capacidad predictiva externa
del modelo. La regresion constituye una
herramienta central para relacionar la
estructura molecular con la actividad
bioldgica o fisicoquimica, facilitando la
prediccion del comportamiento de nuevos
compuestos y acelerando el desarrollo
de farmacos y la evaluacion de riesgos
quimicos (Wunschy y col., 2021).

Entre los indicadores mas utilizados se
encuentra el coeficiente de determinacion
(R?2), empleado en la validaciéon externa
para evaluar la capacidad predictiva del
modelo. Aunque valores superiores a

0,60 se consideran aceptables, el R? por
si solo no es suficiente; la comparacion
entre los valores predichos y observados
en un conjunto de datos independiente es
esencial para robustecer y generalizar el
modelo (Qin y col., 2017).

Los modelos de clasificacion categorica
también resultan relevantes para priorizar
compuestos segun su actividad biologica, al
establecer correlaciones entre propiedades
moleculares y efectos biologicos. Esta
aproximacion permite evaluar de manera
eficiente grandes volimenes de sustancias
quimicas (Kim y col., 2021).

Asimismo, métricas como la sensibilidad
y la especificidad proporcionan informacion
critica sobre el rendimiento del modelo.
La sensibilidad refleja la capacidad de
identificar correctamente los compuestos
activos (Khany col., 2024), mientras que la
especificidad indica la correcta clasificacion
de los compuestos inactivos. Un equilibrio
adecuado entre ambas es fundamental
para garantizar la precision y la fiabilidad
del modelo QSAR (Shiri y col., 2016). El
valor predictivo positivo (VPP) también se
utiliza, aunque puede mostrar variabilidad
significativa (40-82%) seguin el modelo y
los datos, lo que subraya la importancia de
evaluar cuidadosamente la precision global
(Muto y col., 2024%).

Otros indicadores complementarios
fortalecen la validacién. La exactitud
(accuracy) es esencial para garantizar
la reproducibilidad y la validez de las
predicciones, especialmente en modelos
aplicados a compuestos con potencial
terapéutico. El area bajo la curva (AUC; Area
Under the Curve) de la curva ROC (Receiver
Operating Characteristic) es un indice que

130



BUVAT DE VIRGINI Y COL.

mide qué tan bien un modelo es capaz de
discriminar entre dos clases, por ejemplo:
toxico vs. no toxico, activo vs. inactivo, etc.
En los modelos QSAR, es uno de los criterios
de desempeno mas utilizados porque
resume la capacidad predictiva global del
modelo en un unico valor. Permite evaluar
la capacidad discriminativa del modelo,
con valores entre 0,78 y 0,90 considerados
solidos en QSAR (Wei y col., 2019).

El Dominio de Aplicabilidad (AD)
define el espacio quimico en el que las
predicciones del modelo son confiables.
Su delimitacion es crucial para evitar
extrapolaciones imprecisas y asegurar la
aceptacion regulatoria de los modelos
(Grecoy col., 2025; Gadaleta y col., 2022).
La validacion externa mediante métricas
como el coeficiente de correlacion de
concordancia (CCC), la deteccion de datos
atipicos y el analisis de desviaciones
estandar permite clasificar el desempeno
del modelo como bueno, moderado o
deficiente, garantizando su uso responsable
y cientificamente soélido (Shayanfar y
Shayanfar, 2022).

En sintesis, sin una validacion rigurosa,
incluso los modelos QSAR mas sofisticados
carecerian de credibilidad cientifica y de
aplicabilidad practica.

Aplicaciones del QSAR para la
determinacion de parametros
toxicologicos

Los avances en toxicologia predictiva
han permitido desarrollar modelos QSAR
altamente confiables para evaluar la
toxicidad aguda, tanto en mamiferos como
en anfibios (DL50). Para la DL50 oral,
enfoques innovadores como el sistema de

acceso molecular con redes neuronales
artificiales (MACCS-ANN) combinan huellas
moleculares con redes neuronales, logrando
una excelente capacidad predictiva (Q? =
0,821, AUC > 0,9) e identificando alertas
estructurales clave (nitrilos, cloroalquilos)
mediante la mineria de subestructuras
(MoSS). Estos modelos superan a los
métodos tradicionales, como el modelo
de algoritmo Genético-Regresion Lineal
Multiple (GA-MLR), al integrar parametros
moleculares fundamentales (polarizabilidad,
potencial de ionizacién) y ofrecer una
clasificacion semicuantitativa, lo que reduce
la dependencia de los ensayos en animales.
En paralelo, para anfibios, donde los datos
son escasos, modelos QSAR basados en
regresion y validados mediante Monte Carlo
han demostrado robustez (R2 = 0,96 en
validacion) al predecir la DL50-12 h en Rana
japonica, destacando el papel potenciador
de los grupos nitro y haldégenos en la
toxicidad. Ambos casos subrayan el valor
de los QSAR para priorizar compuestos en
etapas tempranas, con aplicaciones que van
desde el diseno de moléculas mas seguras
hasta la conservacion de especies sensibles
(Fan y col., 2018; Toropov y col., 2022).

ToXICIDAD CRONICA Y SUBCRONICA

Los modelos QSAR basados en técnicas
avanzadas, como el Deep Learning, estan
revolucionando la estimacién de umbrales
toxicologicos clave, como el NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level) y el LOAEL
(Lowest Observed Adverse Effect Level),
al identificar patrones ocultos en las
propiedades estructurales y biolégicas de
los compuestos. Estos enfoques predictivos
permiten determinar dosis seguras (NOAEL)
y los puntos de inicio de toxicidad (LOAEL)
sin depender exclusivamente de ensayos
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in vivo, optimizando asi la evaluacion de
riesgos mediante un enfoque mas rapido
y ético. Al correlacionar caracteristicas
moleculares especificas con respuestas
biologicas, los modelos no solo reducen
la necesidad de experimentacion animal,
sino que también proporcionan insights
mecanisticos sobre qué atributos quimicos
desencadenan efectos adversos, lo que
facilita el diseno de compuestos mas
seguros y la priorizacion de sustancias en
etapas tempranas del desarrollo (Selvestre
y col., 2022).

MUTAGENICIDAD Y CARCINOGENICIDAD

Los modelos in silico, como las
relaciones cuantitativas estructura actividad
(QSAR), permiten predecir la actividad
biolégica de sustancias quimicas a partir
de su estructura molecular. Entre ellos, los
modelos Ames/QSAR, basados en datos
del ensayo de Ames, se han consolidado
como herramientas clave para predecir la
mutagenicidad de impurezas presentes
en productos farmacéuticos, pesticidas y
metabolitos (Furuhama y col., 2023).

La confiabilidad de estos modelos
depende en gran medida de la calidad de
los datos quimicos y biologicos utilizados,
asi como de criterios adicionales de
validacion que aseguren la solidez de
las predicciones (Chung y col., 2023). En
toxicologia regulatoria, la prediccion de
la mutagenicidad y la carcinogenicidad
es fundamental, y los modelos QSAR
han demostrado un valor significativo
al identificar fragmentos estructurales
asociados al dano genético. En este
contexto, los sistemas de prediccion basados
en la prueba de Ames han mostrado una
notable precision, especialmente cuando

se sustentan en bases de datos amplias
y en conocimiento experto (Honma y col.,
2019). Ademas, el uso de baterias de
modelos, que integran multiples QSAR,
mejora la robustez y la confiabilidad de
las predicciones en comparacion con los
modelos individuales.

La aplicabilidad de QSAR se extiende
mas alla de la mutagenicidad y abarca
diversos escenarios toxicolégicos. La
Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (EPA) ha sido pionera en la
adopcion de estos enfoques, desarrollando
modelos QSAR para una amplia gama de
sustancias quimicas y utilizandolos en
procesos regulatorios (Muto y col., 2024).
Esta integracion contribuye a acelerar
la evaluacion de riesgos y a reducir el
uso de animales de experimentacion, en
consonancia con los principios de las 3Rs.
Paralelamente, la investigacion contintia
perfeccionando estos modelos mediante
descriptores moleculares mas sofisticados
que capturan con mayor precision la
relacion entre la estructura quimica y la
actividad biologica (Furuhamay col., 2023).
No obstante, la utilidad de un modelo
QSAR depende de su aplicacion dentro de
un dominio de aplicabilidad claramente
definido, que delimita el espacio quimico en
el que las predicciones son confiables. La
transparencia en la construccion, validacion
y definicion de las limitaciones del modelo
es esencial para su correcta interpretacion y
aceptacion en la evaluacion de la sequridad
quimica (Bossa y col., 2021).

ENFOQUE RELACIONADO A LA TOXICIDAD
REPRODUCTIVA Y DEL DESARROLLO

La capacidad de una sustancia para
interferir con la funciéon reproductiva
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o para danar a un embrion o feto en
desarrollo es una de las preocupaciones
mas serias en toxicologia. Los modelos
QSAR estan emergiendo como herramientas
prometedoras para la identificacion
temprana de estos peligros, lo que permite
una intervencion proactiva para proteger la
salud reproductiva. Por lo tanto, predecir
la toxicidad reproductiva y de desarrollo
es un desafio complejo, ya que implica
una multitud de procesos biolégicos.
Sin embargo, los modelos QSAR pueden
abordar esta complejidad mediante el uso de
descriptores moleculares que capturan las
propiedades fisicoquimicas y estructurales
que se sabe que estan asociadas con estos
efectos adversos (von Hellfeld y col., 2023).

La integracion de datos de diferentes
fuentes, como la biblioteca Tox21 Data
Challenge 2014 y Toxi 21 10K, que
incluyen ensayos in vitro y datos in silico
(computacionales, como algoritmos como
XGBoost), es clave para construir modelos
QSAR robustos que permiten predecir como
estos quimicos interfieren. Este enfoque,
conocido como “Toxicologia del Siglo
XXI”, busca reducir la dependencia de los
ensayos con animales y avanzar hacia una
evaluacion de la seguridad mas eficiente
y basada en los mecanismos de toxicidad
en cuanto a la identificacion de quimicos
que podrian potencialmente dirigirse
a distintas vias u objetivos biolégicos
(Endpoints) y interactuar de modo agonista
o0 antagonista en los distintos receptores
nucleares, receptores endocrinos, proteinas,
citoquinas en la vias de respuestas al estrés
dentro del cuerpo humano y conducir a la
toxicidad (Banerjee y col., 2016; Kurosaki y
col., 2020).

ANALISIS TOXICOCINETICOS MEDIANTE QSAR

Los modelos in silico, como las relaciones
cuantitativas estructura actividad (QSAR),
han adquirido un papel central en la
toxicocinética por su capacidad para acelerar
la evaluacién de nuevos compuestos,
reducir costos y mejorar la seguridad de los
medicamentos y las sustancias quimicas.
Su utilidad radica en la prediccion confiable
de propiedades ADME, lo que permite
identificar perfiles toxicologicos potenciales
desde etapas tempranas del desarrollo
(Siramshetty y col., 2021).

En la fase de absorcion, los QSAR
permiten estimar la biodisponibilidad al
identificar propiedades que favorecen el
paso a través de las membranas biologicas.
Para la distribucién, predicen la unién
a proteinas plasmaticas y la posible
acumulacion en 6rganos especificos,
factores determinantes de la eficacia
y la toxicidad del compuesto. En la
metabolizacion, ayudan a anticipar rutas
metabdlicas y la formacién de metabolitos
activos o toéxicos, mientras que en la
eliminacién permiten estimar la tasa de
excrecion y el riesgo de acumulacion
(Rovida y col., 2020).

La metodologia QSAR integra
algoritmos matematicos que correlacionan
descriptores moleculares —fisico-
quimicos, topologicos y electronicos— con
actividades biolégicas o con parametros
farmacocinéticos. Su aplicacion en estudios
ADME permite predecir el comportamiento
de moléculas candidatas antes de su
sintesis, optimizando recursosy reduciendo
la necesidad de ensayos experimentales.
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Entre las técnicas mas empleadas destacan
el 2D QSAR, basado en descriptores
bidimensionales y métodos estadisticos;
el 3D QSAR, que incorpora estereoquimica
mediante enfoques como CoMFA y COMSIA;
el docking molecular, que simula las
interacciones ligando-receptor; y los
modelos predictivos de ADME, que evaltiian
la absorcion intestinal, el metabolismo
hepatico (CYP450), la excreciéon y la
toxicidad (Abdullahi y col., 2022).

La confiabilidad de estos modelos exige
una validacion rigurosa mediante métricas
como R? > 0,6, Q% > 0,5, un RMSE bajo
y el cumplimiento de los principios de
la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémicos (OCDE): endpoint
definido, algoritmos reproducibles, dominio
de aplicabilidad delimitado y validaciéon
externa. Herramientas como SwissADME
permiten verificar las reglas de filtrado
farmacocinético (Lipinski, Ghose, Veber,
Egan y Muegge), asegurando que los
compuestos candidatos posean propiedades
optimas para la biodisponibilidad oral
(Abdullahi y col., 2022).

En paralelo, se han desarrollado modelos
globales de QSPR basados en aprendizaje
automatico para predecir propiedades
ADME mediante algoritmos de aprendizaje
multitarea. Estos modelos integran muiltiples
ensayos —permeabilidad (Papp, MDCK,
PAMPA, Caco 2), clearance metabdlico
(CLint), unién a proteinas plasmaticas
(PPB), lipofilicidad (logF, logD) e inhibicion
de CYP450— y emplean arquitecturas
como MPNN (Message Passing Neural
Networks) y DNN (Deep Neural Networks)
para capturar patrones complejos. En
efecto, las arquitecturas MPNN y DNN son
modelos de aprendizaje profundo capaces
de aprender patrones complejos: las DNN
mediante representaciones jerarquicas de

datos estructurados o continuos, y las MPNN
mediante el intercambio de informacion
entre los nodos de un grafo, lo que permite
capturar relaciones topologicas, como las
presentes en estructuras moleculares.
Su validacion temporal y su aplicacion a
degradadores dirigidos a proteinas (TPDs)
demuestran su utilidad incluso en contextos
con datos limitados (Peteani y col., 2024).

En conjunto, la integracion estratégica
de QSAR, QSPR, aprendizaje automatico
y validacion prospectiva constituye un
marco robusto para la prediccién de
propiedades ADME y la toma de decisiones
tempranas en el desarrollo farmacéutico,
lo que aumenta la probabilidad de éxito
traslacional y minimiza los riesgos en las
etapas preclinicas.

Uso DE QSAR EN ECOTOXICOLOGIA

En el marco de la evaluacién y
prediccion de la seguridad quimica,
multiples organismos internacionales
—como la EPA, la OECD, la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA),
la Agencia Europea de Sustancias y Mezclas
(ECHA) y la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA) — han impulsado
directrices y herramientas orientadas a
reducir el impacto ambiental y a proteger
los ecosistemas acuaticos y terrestres.
Entre estas herramientas destacan bases
de datos como OpenFoodTox y ChemPortal,
asi como plataformas in silico como
OECD Toolbox y AMBIT 2.0, que integran
informacién toxicoldégica y permiten
aplicar enfoques basados en el umbral
de preocupacion toxicolégica (TTC) a
compuestos relacionados con los alimentos.
Estas iniciativas proporcionan un marco
esencial para la ecotoxicologia, facilitando
el estudio de los efectos de las sustancias
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quimicas en organismos y ecosistemas
completos (Dorne y col., 2021).

En este contexto, los modelos QSAR
han adquirido un papel transformador en
la prediccion de la toxicidad ambiental.
Su capacidad para estimar la toxicidad de
sustancias en organismos como algas,
crustaceos, pecesy otras especies acuaticas
permite anticipar riesgos, establecer
limites de vertido y promover el disenio de
compuestos mas seguros (Chung y col.,
2023). La lipofilia, un descriptor clave, es
particularmente relevante en ecotoxicologia
debido a su relacion con la bioacumulacion
y la persistencia en tejidos bioloégicos,
factores determinantes del potencial toxico
de un compuesto (Bunmahotama y col.,
2022).

La investigacion en ecotoxicologia
contintia expandiéndose, lo que impulsa el
desarrollo de modelos QSAR mas precisos
y mecanisticos. Se estan explorando
enfoques que incorporan mecanismos de
accion especificos, como los asociados a
los insecticidas, lo que mejora la capacidad
predictiva y la relevancia biologica de los
modelos. Asimismo, se estan desarrollando
modelos para predecir la toxicidad de
mezclas quimicas, un avance crucial
dado que los organismos suelen estar
expuestos simultaneamente a multiples
contaminantes en condiciones reales (Xu
y col., 2023).

El uso de QSAR en ecotoxicologia no
solo fortalece la evaluacion de riesgos,
sino que también contribuye al diseno de
sustancias quimicas mas seguras desde su
concepcion, en linea con los principios de
la quimica verde. Al anticipar la toxicidad
antes de la sintesis, es posible evitar el
desarrollo de compuestos con efectos
adversos sobre el medio ambiente, 1o que

promueve practicas mas sostenibles y
responsables (Bueso y col., 2024).

ToXICIDAD DE NANOPARTICULAS Y
BIOMATERIALES

El rapido avance de la nanotecnologia ha
impulsado el desarrollo de nanomateriales,
nanoparticulas y biomateriales con
propiedades fisicoquimicas unicas —
tamano, forma, area superficial, reactividad—
que ofrecen aplicaciones prometedoras
en medicina, energia y electronica. Sin
embargo, estas mismas caracteristicas
plantean desafios significativos para evaluar
su toxicidad y garantizar su seguridad
ambiental y sanitaria. En este contexto, los
modelos QSAR adaptados a nanomateriales,
conocidos como QSAR nano o QNAR, han
emergido como herramientas esenciales en
la informatica de nanoparticulas, apoyados
por algoritmos de inteligencia artificial que
evolucionan rapidamente para abordar esta
complejidad (Muratov y col., 2020; Bossa y
col., 2021).

A diferencia de los compuestos
quimicos tradicionales, la toxicidad de
las nanoparticulas depende no solo
de su composicion, sino también de
propiedades fisicas como el tamano, la
forma, la cristalinidad y las caracteristicas
superficiales. Estas propiedades influyen en
su capacidad de penetrar en las células, de
interactuar con biomoléculas y de causar
dano, lo que exige la incorporacién de
descriptores especificos en los modelos
QNAR (Bossa y col., 2021).

El campo se encuentra en constante
evolucion, con esfuerzos orientados
a desarrollar modelos mas precisos y
mecanisticos. Un ejemplo reciente es
el modelo nano qRASTR, disenado para
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predecir la toxicidad de nanoparticulas de
oxidos metalicos empleadas en aplicaciones
médicas y ambientales. Este enfoque
considera fendmenos cuanticos que
modifican la reactividad superficial de
particulas extremadamente pequenas, lo
cual puede influir en su capacidad para
inducir estrés oxidativo y otros efectos
toxicos (Kar y col., 2024).

La comprension de la nanotopografia
y de las propiedades superficiales de
los nanomateriales es fundamental
para interpretar su comportamiento
biologico. Estas propiedades determinan
su biodistribucién, degradacion,
biocompatibilidad y potencial téxico. Por
ello, el estudio de nanoparticulas requiere
integrar la quimica cuantica, la fisica de
superficies, los ensayos experimentales,
las simulaciones computacionales y la
catalisis. Este enfoque multidisciplinario es
indispensable para avanzar hacia el diseno
seguro de nanomateriales en una era en
la que la nanotecnologia tiene un impacto
creciente en multiples sectores (Gulumian
y col., 2021).

QSAR EN REACH

Los QSAR se utilizan en REACH
(Registration, Evaluation, Authorisation
and Restriction of Chemicals) (Registro,
Evaluacién, Autorizacion y Restriccion
de Sustancias Quimicas) para predecir
diversas propiedades peligrosas de los
compuestos, como la toxicidad aguda, la
carcinogenicidad, la mutagenicidad y los
efectos sobre la reproduccion. Esto permite
a las empresas realizar evaluaciones
de riesgo sin necesidad de ensayos en
animales, lo cual se alinea con las politicas
de proteccion animal y reduce costos y
tiempos (Huang y col., 2021). Ademas,

el uso de QSAR en REACH requiere que
los modelos sean cientificamente validos,
transparentes y bien documentados, lo
que garantiza que las predicciones sean
confiables y aceptadas por las autoridades
regulatorias. Asi, los QSAR constituyen una
herramienta clave para cumplir con los
requisitos regulatorios, facilitar el registro
de sustancias quimicas y promover la
gestion de riesgos en la industria quimica
de manera ética y eficiente (Huang y col.,
2021).

QSAR EN LA FDA

La Food and Drug Administration (FDA)
ha reconocido el valor de los modelos QSAR
como herramientas aceptables para evaluar
la seguridad de los compuestos en ciertos
contextos, especialmente en las industrias
farmacéutica y alimentaria, siempre que
se cumplan requisitos estrictos de validez
y transparencia. Esto esta respaldado por
regulaciones y guias oficiales, como la
Guidance for Industry: Use of Quantitative
Data in Drug Development y las directrices
de Toxicology in the 21st Century (Tox21),
que promueven el uso de métodos salubres
y basados en el conocimiento cientifico
(Wang y col., 2024%).

Para que un modelo QSAR sea aceptado,
debe cumplir con los criterios de las OECD
Principles of Good Laboratory Practice
(GLP) y también debe ser validado
segun los criterios establecidos en el
QMRF (Quantitative Structure-Activity
Relationship Model Reporting Format).
La FDA requiere que los datos predictivos
estén bien justificados y acompanados de
documentacion que explique la solidez
del modelo, incluyendo las limitaciones
y la calidad de los datos de entrada y de
prediccion (Wang y col., 2024).
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QSAR EN EPA

El principal marco legal que respalda el
uso de modelos QSAR en la evaluacion de
sustancias quimicas es la Toxic Substances
Control Act (TSCA), que faculta a la EPA
(Environmental Protection Agency, Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos) para evaluar la toxicidad de
compuestos sin requerir ensayos de
laboratorio en todos los casos. En este
contexto, la agencia promueve el empleo de
metodologias computacionales —incluidos
los QSAR— conforme a sus Guidelines for
Chemical Testing, entre ellas la Guideline
for Data Quality and Predictive Models,
que establece que los modelos predictivos
pueden complementar o sustituir estudios
experimentales cuando son cientificamente
validos, transparentes y reproducibles
(Browne y col., 2022).

El enfoque Read-Across (RAX) permite
extrapolar datos toxicologicos de sustancias
analogas a compuestos con vacios de
informacion, lo que reduce la necesidad de
ensayos in vivo. Su aplicabilidad es objeto
de investigacion por organismos como la
OCDE, mientras que marcos regulatorios
como EU REACH ya contemplan su uso, junto
con acuerdos de cooperacion con la EPA, el
gobierno de Canada y otras jurisdicciones.
Su aceptacion regulatoria depende de
optimizar elementos criticos, como la
definicion de la similitud, la interpretacion
de la toxicidad y las diferencias en los
parametros de ADME. En esta linea, el
proyecto EU ToxRisk desarrolla guias para
fortalecer las Nuevas Metodologias de
Abordaje (NAMs), estandarizar criterios
y validar el procedimiento (Rovida y col.,
2020). Asimismo, la EPA ha adoptado los
Principios de la OCDE para la validacion de
modelos QSAR, que exigen transparencia en

la descripcion del modelo, la justificacion del
dominio de aplicabilidad y la validacion frente
a datos experimentales independientes.
La agencia también mantiene listados
de modelos aceptados, como QSAR
Toolbox, utilizados para predecir toxicidad,
persistencia, bioacumulacién y otros efectos
adversos relevantes (Browne y col., 2022).

Desafios y limitaciones del QSAR en
toxicologia de calidad y disponibilidad
de datos

A pesar de sus avances, el QSAR se
enfrenta a obstaculos que definen las
futuras areas de investigacion y requieren
una aplicacion responsable. La calidad y
disponibilidad de datos persisten como
la principal limitacion, ya que la escasez
de datos toxicologicos de alta calidad
y consistencia, especialmente para
nuevos compuestos o efectos cronicos,
puede conducir a modelos erréneos o no
predictivos (Shkil y col., 2024).

A pesar del gran avance y descubrimientos
y mejoras en los modelos, la complejidad
de los mecanismos de toxicidad representa
otro desafio significativo, la importancia
en la seleccion rigurosa de los conjuntos
de datos y descriptores utilizados para
la formacion y validacion de modelos es
lo que permite garantizar el desarrollo
de modelos QSAR, dado que muchos
efectos toxicos resultan de interacciones
moleculares y multiples vias bioldgicas
que no se ajustan a una simple relacién
estructura-actividad. En este contexto, la
prediccion de la toxicidad de las mezclas
sigue siendo particularmente compleja. El
Dominio de Aplicabilidad (AD) es el mayor
obstaculo para la extrapolacion, lo que
limita la confianza en las predicciones para
compuestos fuera de su rango. Existen
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métodos que determinan el dominio de
aplicabilidad, su validacion se encuentra en
estudio y las recomendaciones son dificiles
de encontrar (Héberger, 2023).

La interpretacion de modelos complejos
("caja negra”), como las redes neuronales
avanzadas, puede resultar limitada, lo que
dificulta la comprension de las relaciones
causales subyacentes. Actualmente, la
investigacion se enfoca en métodos de
interpretabilidad, sobre todo en Shapley
Additive Explanations (SHAP), para “abrir”
estas cajas negras, lo que requiere una
fusion multimodelo para mejorar la
precision y la capacidad predictiva de la
actividad bioldgica (Dong y col., 2025). La
variabilidad interespecifica e interindividual
también afecta la generalizacion de los
modelos debido a las diferencias bioloégicas
y denéticas que pueden introducir
incertidumbre en el estudio. Ademas, la
falta de descriptores adecuados para ciertos
fendmenos complejos o propiedades
emergentes sigue siendo un obstaculo
(von Hellfeld y col., 2023). Finalmente,
el desarrollo de modelos robustos y
predictivos para la toxicidad de mezclas
es un area incipiente y desafiante, dada la
complejidad de las interacciones sinérgicas,
antagonicas o aditivas (Zhan y col., 2023).

Perspectivas Futuras y Direcciones

El futuro del QSAR en toxicologia es
prometedor, impulsado por la innovaciéon
tecnologicay la colaboracion multidisciplinar,
con el fin de superar las limitaciones
actuales y ampliar su impacto. La creacion
y consolidacién de las distintas bases de
datos toxicologicas, como OpenFoodTox,
que se encuentra estructurada segun
plantillas armonizadas de la OCDE que
facilitan el intercambio y la evaluacion de

riesgos quimicos, son cruciales para el
desarrollo de nuevos modelos de relacion
estructura-actividad cuantitativa (QSAR) y
su integracion en herramientas como la
OECD QSAR Toolbox. Su aplicaciéon actual
abarca desde la evaluacion de huellas
ambientales hasta la definicion de umbrales
de preocupacion toxicoldgica (TTC), pero su
futuro, con OpenFoodTox 2.0, promete una
mayor integracion de datos fisicoquimicos,
de exposicion y de toxicocinética. Esta
evolucion es fundamental para el futuro de
la toxicologia predictiva, ya que permitira
consolidar diversas lineas de evidencia (in
vivo, in vitro € in silico) mediante enfoques
de ponderacion de la evidencia, lo que
apoyara las metodologias de nuevo enfoque
(NAM) que buscan reducir significativamente
el uso de ensayos con animales en la
evaluacion de la seguridad quimica (Dorne
y col., 2021).

En el ambito de la evaluacion de la
seguridad y del analisis QSAR, la ontologia
emerge como una tecnologia fundamental
para superar la fragmentacion de los datos
toxicologicos y la falta de un entendimiento
mecanicista profundo. Su importancia
radica en su capacidad para proporcionar un
marco conceptual explicito que sistematiza
el conocimiento toxicolégico a través
de multiples escalas de granularidad,
desde el nivel de organelo hasta el de
6rgano, lo que permite definir con precision
las dianas toxicologicas y las relaciones
causales de los efectos adversos. A futuro, el
enfoque ontologico es indispensable para el
desarrollo de la toxicologia computacional,
ya que no solo estandariza datos dispares,
como los valores de NOAEL, para mejorar la
calidad y la compatibilidad de los analisis,
sino que también facilita la extrapolacion
a humanos al cerrar la brecha entre los
datos clinicos y los de investigacion basica.
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Ademas, potencia la inteligencia artificial y el
aprendizaje automatico al aportar contexto
biolégico y mayor explicabilidad a los
biomarcadores predictivos, convirtiéndose en
un pilar para la integracion de conocimiento
multidisciplinario y la toma de decisiones
criticas sobre la seguridad en el desarrollo
de farmacos (Yamagata y col., 2019).

QSAR basados en mecanismos: modelos
predictivos que incorporan informacion
sobre mecanismos de accion

La integracion de mecanismos de accion
en modelos QSAR ha permitido avanzar
hacia predicciones de toxicidad mas precisas
y biologicamente relevantes. Este enfoque
se basa en incluir informacion detallada
sobre cdémo un compuesto interactiia con
blancos biologicos especificos, lo que facilita
no solo la estimacion del efecto adverso,
sino también la comprension del proceso
molecular que conduce a esa toxicidad
(Chen y col., 2022). Una estrategia comun
es el uso de descriptores derivados de
estudios de docking molecular, que predicen
la afinidad y las interacciones especificas
entre un compuesto y su receptor o enzima
diana. Estos descriptores reflgjan detalles
como la energia de union, las interacciones
hidrofébicas y las fuerzas electrostaticas,
lo que permite al modelo identificar las
caracteristicas estructurales criticas para
activar un mecanismo toxicolégico especifico
(Uesawa y col., 2020).

Desarrollo de nuevos Descriptores

Entre estos, destacan los descriptores
basados en propiedades electronicas y
de interaccion molecular. Los orbitales
HOMO y LUMO son fundamentales, pues
indican la capacidad de un compuesto

para donar o aceptar electrones, aspectos
clave en las reacciones de activacion o de
detoxificacion en sistemas biologicos. La
energia del orbital HOMO se relaciona con
la reactividad nucleofilica, mientras que la
del LUMO predice la afinidad por especies
electrofilicas, aspectos criticos en los
mecanismos de sensibilizacion y de dano
molecular (Clark y col., 2020).

Asimismo, los indices de reactividad
especifica, como los indices de Fukui,
permiten identificar regiones de alta
reactividad nucleofilica o electrofilica dentro
de la molécula, directamente vinculadas
a sitios activos en los mecanismos de
toxicidad. Complementariamente, los
potenciales electrostaticos generados a
partir de mapas de interaccion electrostatica
proporcionan informacién sobre cémo
la molécula se comporta en ambientes
biolégicos, lo cual influye en su afinidad por
blancos especificos (Wold y col., 2021).

Por otro lado, los descriptores
conformacionales y de flexibilidad molecular
cobran cada vez mas importancia. Los
campos electrostaticos y de energia
de interaccion capturan la igualacion
conformacional y la adaptabilidad de la
molécula a diferentes receptores, aspectos
fundamentales en los mecanismos de
union y activacion. Otros descriptores
incluyen medidas de flexibilidad molecular,
como el nimero de rotaciones libres o de
conformaciones estables, que influyen en la
capacidad de un compuesto para interactuar
con blancos dinamicos y activar vias de
toxicidad (Amrein y col., 2022).

Avances en redes neuronales para QSAR

Uno de los enfoques mas destacados es
el uso de redes neuronales convolucionales
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que operan sobre imagenes y mapas de
campos electrostaticos, o que permite al
modelo aprender patrones directamente
a partir de representaciones visuales. Por
su parte, los modelos basados en graficos
(Graph Neural Networks, GNN) aprovechan
la estructura intrinseca de las moléculas,
considerando los atomos como nodos y
los enlaces como aristas, para capturar
relaciones topoldgicas y electronicas de
manera integrada y eficiente (Balabin y
col., 2018).

Ademas, técnicas como los transformers,
aplicadas a modelos moleculares
como MoIBERT, han demostrado una
capacidad sobresaliente para aprender
representaciones contextualizadas
y profundas que pueden relacionarse
directamente con mecanismos de accion
biolégica. Estas arquitecturas permiten
incorporar informacién bioquimica y
farmacologica adicional, lo que enriquece
los modelos predictivos y facilita su
interpretacion (Balabin y col., 2018).

La integracion de IA y Deep Learning
en QSAR también ha permitido superar
limitaciones tradicionales, como la escasez
de datos y la dependencia de descriptores
predefinidos, mediante el aprendizaje
automatico en conjuntos de datos extensos
y diversos. Esto ha abierto caminos para
la prediccion mas rapida y confiable de
perfiles de toxicidad, en particular para
compuestos nuevos o poco estudiados
(Abbod y col., 2024).

Plataformas computacionales y bases
de datos

La evolucion de las tecnologias
de almacenamiento de datos ha sido

fundamental para optimizar la aplicaciony el
desarrollo de modelos QSAR en toxicologia
y en quimica computacional. Las bases
de datos estructuradas y de facil acceso
facilitan la recopilacion, gestion y analisis
de grandes volumenes de informacion
molecular y experimental, constituyendo
un pilar esencial para la construccion y
validacion de modelos predictivos robustos
y confiables (Cozac y col., 2025).

Una de las principales ventajas de
contar con bases de datos bien disenadas
radica en la disponibilidad de datos
de alta calidad y con una granularidad
adecuada. La integracién de conjuntos de
datos provenientes de diversas fuentes—
como publicaciones cientificas, agencias
regulatorias y laboratorios privados—
permite incrementar la diversidad y el
tamano de las muestras, lo que, a su vez,
mejora la precision y la generalizabilidad
de los modelos QSAR. Ademas, el acceso
automatizado y estandarizado a estos datos
reduce errores y acorta los tiempos de
preparacion y depuracion de informacion,
que suelen ser procesos laboriosos y
propensos a errores subjetivos (Cozacy
col., 2025).

Colaboracion Multidisciplinar

La resolucion de problemas complejos
en quimica, toxicologia y bioinformatica
requiere una colaboracién estrecha y
coordinada entre estas disciplinas. La
quimica aporta conocimiento sobre el
diseno, la sintesis y la caracterizacion
de moléculas, proporcionando las bases
estructurales necesarias para comprender
sus posibles efectos. La toxicologia, por
su parte, contribuye a la comprension de
los mecanismos de accion, los efectos
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biologicos y los perfiles de toxicidad, lo
que permite que los modelos predictivos
sean relevantes y contextualizados en la
evaluacion de riesgos (Meyer y col., 2021).
La bioinformatica complementa esta
integracion mediante el analisis y gestion
de datos moleculares y biologicos, asi como
el desarrollo y aplicacion de algoritmos
avanzados, como machine learning y
Deep Learning, que permiten construir
modelos QSAR cada vez mas precisos y
explicables. Ademas, la bioinformatica
facilita la interpretacion mecanistica
y la identificaciobn de biomarcadores,
enriqueciendo los modelos predictivos con
informacion biologica y molecular (Meyer y
col., 2021).

Estandarizacion y armonizacion de
datos y protocolos

La estandarizacion y armonizacion de
protocolos para la elaboracion y validacion
de modelos QSAR son esenciales para
garantizar la confiabilidad, la reproducibilidad
y la aceptacion internacional de estas
herramientas predictivas. La variabilidad
en los procedimientos de generacion de
datos, calculo de descriptores, seleccion
de algoritmos y validacién puede
afectar significativamente la calidad y la
aplicabilidad de los modelos (Gini, 2022).
Al establecer estandares internacionales,
como los de la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémicos
(OCDE), se asegura que los modelos QSAR
sean construidos y evaluados bajo criterios
uniformes y transparentes, lo que facilita
Su uso en procesos regulatorios y en la
toma de decisiones en salud publica y en el
medio ambiente. La OCDE, por ejemplo, ha
desarrollado principios para la validacion y
aceptacion de QSAR que incluyen requisitos

de robustez, precision, aplicabilidad y
claridad (Gini, 2022).
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Composicion quimica y actividad antiviral del aceite esencial de
Pimenta racemosa venezolana y de su componente mayoritario
(Eugenol) contra el virus Oropouche

Kartiuska CHAVEZ!”, HEcTOR RANGEL?"", MARIANGEL DELGADO? ™,
IsABEL ANDUEZA* """, ALIRICA I. SUAREZ®”

Abstract

The chemical composition of the essential oil of Pimenta racemosa from one sample collected in Caracas,
Venezuela, was determined by GC-MS. A high yield of leaf oil (1.5%) was obtained by steam distillation, yielding
a volatile mixture rich in phenylpropanoids, with eugenol as the major compound. Twelve components were
identified, the major ones being eugenol (78.04%), chavicol (10.05%), 3-myrcene (5.67%), and linalool (2.30%).
There is a growing interest in exploring the potential biological activities of essential oils. In this context, the
essential oil (EO) of P. racemosa and its major compound, eugenol, were evaluated for antiviral activity against the
Oropuche (OROV) virus. The results of the antiviral evaluation indicated modest, dose-dependent antiviral activity.

Keywords: Antiviral, Oropuche, Pimenta racemosa, Eugenol, Venezuela

Resumen

La composiciéon quimica del aceite esencial obtenido a partir de una muestra de Pimenta racemosa
colectada en Caracas, Venezuela fue determinada mediante CG-EM. Mediante la técnica de arrastre con
vapor, se obtuvo aceite de hojas frescas con un alto rendimiento (1,5%). Esta mezcla de volatiles fue rica
en fenilpropanoides, con el eugenol como compuesto mas abundante. Un total de doce compuestos
fueron identificados, siendo los compuestos mayoritarios eugenol (78,04%), chavicol (10,05%), B-mirceno
(5,67%) y linalool (2,30%). Existe un creciente interés en explorar las posibles actividades biologicas
de los aceites esenciales. En este contexto, se evalud la actividad antiviral del aceite esencial (AE)
de P. racemosa y, en particular, la del eugenol, su principal componente, frente al virus Oropuche
(ORQV). Los resultados de la actividad antiviral indicaron una accién modesta, dependiente de la dosis.

Palabras clave: Antiviral, Oropuche, Pimenta racemosa, eugenol, Venezuela
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Introduction

The Myrtaceae family comprises a vast
range of aromatic plants with well-established
medicinal properties, encompassing
approximately 150 genera and over 5,900
reported species (Grattapaglia et al.,
2012). This family is primarily distributed
throughout the Southern Hemisphere,
particularly in tropical regions and Australia.
Several species within this family are
widely recognized, including Eucalyptus
camaldulensis, Syzygium aromaticum,
Pimenta dioica, Psidium guajava, and
Myrtus communis (Wilson, 2011). Notably,
the Caribbean islands and northern South
America are exceptionally rich in the
diversity of genera in this family.

The genus Pimenta, a group of flowering
plants within the Myrtaceae, comprises 15
known species, the majority of which are
native to the Caribbean region (Wilson,
2011). Various biological activities have
been reported for this genus, including
antioxidant, antimicrobial, antihypertensive,
hypoglycemic, anticancer, anti-inflammatory,
analgesic, antipyretic, acaricidal, anxiolytic,
and antiviral properties. Among these,
Pimenta dioica and Pimenta racemosa
are the most prominent, particularly in
traditional medicine (El-Nashar et al., 2023).
In general, the Pimenta genus is considered
to possess significant pharmacological
potential (Reis et al., 2010).

Pimenta racemosa var. racemosa (M.
Miller) J.W. Moore is native to Venezuela,
Guyana, and the Caribbean islands
(Aristiguieta, 1973). Various common
names, such as malagueta, bay-rum, and
pimienta, are known. The species has
spread to other countries and continents
(Pragadheesh et al., 2013), where it is valued
for the pleasant aroma of its essential oil

(EO) and its proven medicinal properties,
including antibacterial (Contreras-Moreno
etal., 2017; Ayoub et al., 2022), antifungal
(Junheon et al., 2008), antiviral (Elshaarawy
et al., 2024), and antioxidant activities
(Contreras-Moreno et al., 2017; Eldahsan
et al., 2025). Furthermore, F racemosa is
highly regarded in the perfumery industry
due to the unique fragrance of its EO. While
the chemical composition may vary in
concentration, the primary constituents are
typically derivatives of the phenylpropanoid
eugenol. Beyond its EOs, the antinociceptive
and anti-inflammatory effects of its extracts
and isolated metabolites have been
documented (Fernandez et al., 2001; Garcia
et al., 2004).

Essential oils from medicinal plants
exhibit a broad spectrum of pharmacological
activities. Lately, their evaluation as antiviral
agents has increased significantly. These
activities can be mediated by individual
compounds or through the synergistic
action of various constituents within the
oil's complex chemical matrix. Utilizing
EOs to combat viral infections represents
a promising avenue for developing new
treatments and is a rapidly expanding
field of study (Boukhaten, 2020; Ojah,
2020; Baker et al., 2021; Anjie et al.,
2025; Castellanos-Huerta et al., 2025). For
instance, a recent study demonstrated that
Pimenta racemosa essential oil exhibits
significant activity against HSV-1 and HSV-2
(Elsharaawy et al., 2024).

Eugenol, a key phenylpropanoid found in
the EOs of many plant species, is recognized
for its analgesic, antibacterial, antifungal,
anti-inflammatory, and antioxidant
properties (Anuj and Anjay, 2010; Nissar et
al., 2021; Ulanowska and Olas, 2021). Its
antiviral potential has also been the subject
of numerous investigations (Benencia and
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Courréges, 2000; Lane et al., 2020; Paidi
et al., 2021; Rizutti et al., 2021; Kaushik et
al., 2023; Chen et al., 2025; Wang et al.,
2022, 2024, 2025).

In recent years, viral infections have
garnered global attention as leading causes
of mortality, a reality starkly exemplified by
the COVID-19 pandemic. While SARS-CoV-2
continues to be extensively researched
in the pursuit of alternative treatments,
many other viral pathogens remain poorly
understood. The diseases caused by these
viruses are often classified as neglected
because they primarily affect populations
in localized geographic areas or regions
with limited access to healthcare. A
poignant example is the Oropouche virus
(OROV) (Orthobunyavirus oropoucheense).
Although OROV has been detected in several
Central and South American countries,
its clinical presentation closely resembles
that of common arboviral diseases such as
dengue, Zika, and chikungunya, leading
to substantial underestimation of reported
cases (Tilston-Lunel, 2024; Zhang et al.,
2024; Bai et al., 2025).

In an ongoing project in our laboratory,
we are evaluating the chemical composition
and antiviral activity of essential oils derived
from plants used in Venezuelan traditional
medicine, and, due to its wide distribution
across the country, Pimenta racemosa was
selected to investigate the chemical profile
and antiviral efficacy of its essential oil and
its major component, eugenol, against the
Oropuche virus (OROV).

Material and Methods

Plant material: The leaves of Pimenta
racemosa were collected in Caracas,

Distrito Capital, in June 2025. The Botanist
Giovanina Orsini identified the species, and
a voucher specimen, number MYF-23936,
was deposited in the Victor Manuel Ovalles
Herbarium of the Facultad de Farmacia,
Universidad Central de Venezuela.

Oil isolation: Fresh leaves (186Q) were
steam distilled for 3 h using a Clevenger-type
apparatus. This procedure was repeated 3
times to obtain a yellow oil with an average
yield of 1.5%. The obtained EO was dried
over anhydrous Na,SO, and stored in an
amber vial at -5 °C until used for chemical
and biological analysis.

IDENTIFICATION OF THE CHEMICAL
CONSTITUENTS OF THE EsseNTIAL OIiL

For the qualitative analysis, an Agilent
gas chromatograph model 8860 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) was
used, coupled to a mass spectrometer
(quadrupole) detector (MS) model Agilent
5977 (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). The GC-MS analyses were
performed using an Agilent HP-5MS fused
silica capillary column (30 m x 0.25 um
film thickness x 0.250 mm i.d.) for the
separation. The samples (1uL) were injected
with a split ratio of 20:1. Hydrogen was used
as the carrier gas at a constant flow rate of
1.2 mL/min (average speed of 34 cm/s). The
injector temperature was set at 250 °C. The
oven temperature program was initiated at
40 °C (held for 2 min), increased to 140 °C
(held for 5 min) at 10 °C/min, and finally
raised to 240 °C (held for 5 min) at 5 °C/min.

The operating conditions for the MSD
were as follows: an electron ionization
energy of 70 eV, a mass range of 40-550 m/z,
and a scan rate of 2 scans/s. The essential
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oil was diluted to 1% in chloroform, and a
1 ul volume was injected. Data for n-alkane
standards (C, to C,)) were also collected
under the same method for linear retention
index (LRI) determinations.

Identification of oil components was
achieved based on LRIs (determined
with reference to the homologous series
of n-alkanes) and by comparing their
fragmentation patterns in the mass spectrum
with those reported in the literature (Adams,
2007) and stored in the NIST 23 and
Wiley 1998 mass spectral libraries. Data
analysis was conducted using MassHunter
Workstation Software Version 10.0 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA).

LRIs were determined using the series of
C,-C,, n-alkanes, processed under the same
chromatographic conditions as the sample,
according to the following equation:

t —triw
LRI — lm,,(HM)

triz) — triy)

where:

t., = Retention time of the target

compound.

t., = Retention time of the n-alkane eluting

immediately before the target compound.

t., = Retention time of the n-alkane eluting

immediately after the target compound.

y = Carbon number of the n-alkane eluting
immediately before the target compound.

Compound concentrations were
calculated from their peak areas in the
chromatogram.

BioLoGICAL ACTIVITY
Cytotoxicity Assays

To evaluate the cytotoxic effect of the
EO, Vero E6 cells (20,000 cells/well) were
plated overnight and then exposed to
two concentrations of the compound.
All essential oils and compounds were
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at
a concentration of 50 mg/mL, and dilutions
were prepared in culture medium. The tested
concentrations (5 and 10 ug/mL per well)
were assessed 24 hours post-exposure using
the MTT method (Mossman, 1983). The assay
is based on the reduction of MTT, a yellow
tetrazolium salt (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide),
into formazan, an insoluble purple crystal.
Compounds exhibiting cytotoxicity >20%
were discarded.

ANTIVIRAL ACTIVITY ASSAY

Quantification of Oropouche viral
particles under treatment with Pr EO
and eugenol

For viral particle quantification
using plaque-forming unit (PFU) assay,
approximately 200,000 Vero E6 cells were
incubated in each well of 24 plates in a
final volume of 500 uL of RPMI medium
supplemented with the virus, yielding
approximately 50 plates per well. Each oil
was added at concentrations ranging from
0.5 ug/mL to 5 ug/mL for 1 h. Subsequently,
each well was washed twice with RPMI
medium, and the oils were reintroduced
at the same initial concentration in their
respective wells, along with RPMI medium
and 1.50% carboxymethylcellulose. As a
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negative control for infection, Vero E6 cells
were treated with RPMI medium alone; as a
positive control, cells exposed to the virus
were treated with RPMI medium without
oil. After 72 h, 500 uL of 4% formaldehyde
was added to each well, and the following
day, each well was washed three times with
distilled water. Subsequently, 100 uL of 1%
crystal violet was added to each well for 15
minutes, the excess was washed off, and
the next day, the plaque-forming units were
counted using a stereomicroscope (Nikon,
SMZ745T) and a halogen lamp (Nikon, NI-
150). The number of plaques obtained was
compared with those from the positive and
negative infection controls, and the assays
were performed in triplicate.

Results

Qualitative and Quantitative
Chemical Composition of the Essential
Qil of Pimenta racemosa

The leaves of Pimenta racemosa gave,
after three distillations, an average yield
of 1.5% by weight of fresh material. An
intense and pleasant aroma characterized
the yellow oil.

The qualitative and quantitative
composition of the EO was established by
gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS). The chemical profile of the volatile
compounds was determined by comparing
their electron mass spectra with those
stored in the mass spectrometer libraries
(NIST 23, Wiley 98), as well as by comparing
their linear retention indices with reported
values in the literature.

Atotal of twelve compounds were detected,
identified, and quantified. The essential oil
composition was dominated by the presence

of phenylpropanoid compounds (88.89%),
followed by monoterpene hydrocarbons
(6.95%) and oxygenated monoterpenes
(2.68%). The presence of saturated alcohols
and ketones in minor amounts, together
with unsaturated alcohols, comprises the
compounds detected in the EO, which
achieved 99.9% identification. The total
number of components is presented in
Table I, and the chromatogram showing the
chemical structures of the main compounds
is shown in Figure 1.

Antiviral activity

The EO and eugenol were evaluated at
subcytotoxic concentrations ranging from
0.5 pwg/mL to 5.0 ug/mL to elucidate the
dose-response. Controls were untreated
cells. As shown in Figures 2 and 3, the
results indicate a dose-dependent decrease
in the production of OROV particles with
increasing concentrations of P racemosa
essential oil and eugenol. These similar
results for the EO and the compound
suggested that the activity is due to the
major compound.

Discussion

The composition of Pimenta racemosa
essential oil has been reported from various
regions worldwide, including India, Benin,
Ecuador, Cuba, the Dominican Republic,
Egypt, Jamaica, and Venezuela. The
literature on this research shows that the
chemical composition of the essential oil
of this renowned species, as with other
plant species, depends on geographic and
climatic conditions. The composition in
different places is sometimes richest in the
number of compounds, but in general, the
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Table 1.
Chemical components of Pimenta racemosa essential oil

Peak Rt(min) Compound % RI RI Ref Type MF

1 9.849 1-octen-3-ol 0.45 987 o974 UAA C,H, O
2 10.105 3-octanone 0.75 994 979 SAK C,H, O
3 10.245 B-Myrcene 5.67 998 988 MH C,H
4 10.472 3-octanol 0.27 1004 988 SAA C,H O
5 11.411 pCymene 0.24 1021 1020 MH CH,
6 11.551 DLimonene 0.85 1024 1024 MH C,oHi
7 12.471 (E)-B-Ocimene 0.19 1048 1044 MH CoHie
8 14.430 Linalool 2.30 1099 1095 oM C,,H,0
9 17.146 Terpinen-4-ol 0.38 1173 1174 oM C,,H,0
10 20.060 Chavicol 10.05 1255 1247 PP C,H, O
11 23.517 Eugenol 78.04 1359 1356 PP C,H,,0,
12 24.997 Methyl Eugenol 0.80 1405 1403 PP C, H,O,

Monoterpenes hydrocarbons (MH) 6.95

Oxigenated monoterpenes (OM) 2.68

Phenylpropanoids (PP) 88.89

Unsaturated aliphatic alcohols (UAA) 0.45

Saturated aliphatic ketone (SAK) 0.75

Saturated aliphatic alcohol (SAA) 0.27

Total identification 99.99

Rt: Retention time; RI: Retention index; RI Ref.: retention index reference; MF: Molecular formula
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Figure 1.

GC-MS profile of Pimenta racemosa, showing the structures of the major compounds
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Viral particle production under eugenol treatment
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major compounds, with some exceptions,
are the same; differences in the composition
and contents of natural essential oils
are common. Many factors influence
the differences, such as environmental
conditions, plant organ, climate, vegetative
stage, and also the procedure used to
obtain the oil. It is interesting to consider
these differences because, in terms of
bioactivity, the major components of the
essential oils are considered responsible for
the activity; however, minor compounds can
produce synergistic or antagonistic effects
that could influence the overall outcome.

Phenylpropanoids are the most common
compounds found in Pimenta racemosa.
Studies from Egypt (Ayoub et al., 2022;
Eldashan et al., 2025), India (Pragadesh
et al., 2013), Benin (Alitonou et al., 2012),
and Venezuela (Contreras-Moreno et al.,
2014, 2017) have identified eugenol as
the predominant constituent. However,
concentration and secondary chemical
profiles vary. The oil compositions
reported from other places, such as
Ecuador (Bustamante et al., 2017) and
Cuba (Bello et al., 1995, 1998), differ,
with other compounds reported at higher
concentrations. Other components, such as
B-myrcene, chavicol, limonene, and linalool,
are common in all these oils. In the present
study, we report an eugenol concentration
of 78.04%, which, to the best of our
knowledge, is the highest recorded for the
species. This sample collected in Caracas
significantly exceeds the eugenol levels
previously reported for the Venezuela Andes
region (Contreras-Moreno et al., 2014,
2017). This exceptionally high concentration
suggests that eugenol plays a defining role
in any biological activity attributed to this
oil.

Regarding the results on the inhibition
of Oropuche virus, we initially presume that
this oil is a good candidate for evaluation
due to its high eugenol content. This small
compound has been reported to have good
results in assays against viruses such as
Ebola, SARS-CoV-2, influenza A virus, and
hepatitis (Chen et al., 2025), as well as
Largemouth bass ranavirus (LMBV) (Wang
etal., 2025), but in our assays on Oropuche
(OROV), it is low. Each microorganism is
distinct, and we demonstrate that neither
the oil mixture nor the pure compound is
active against OROV.

Conclusions

In conclusion, the steam distillation
of fresh £ Racemosa leaves yielded an
essential oil (1.5% w/w), representing
the highest yield reported to date for this
species. Characterized by a pale yellow
color and a pleasant odor, the oil’s chemical
profile is dominated by phenylpropanoids,
chiefly eugenol (78.04%), along with
chavicol (10.05%), B-myrcene (5.67%),
and linalool (2.30%). This study represents
the first evaluation of the antiviral activity
of F racemosa essential oil and its major
constituent, eugenol, against OROYV,
demonstrating that eugenol is responsible
for the moderate viral inhibition observed.
Ultimately, these findings expand our
understanding of the biological potential of
Pimenta racemosa essential oil.

Acknowledgements

This research was supported by the
Minister for Science and Technology
(Mincyt) through FONACIT grant (CFP N°
2024000255).

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 89 - Y° 1 - 2026

153



CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIVIRAL ACTIVITY OF VENEZUELAN Pimenta racemosa ESSENTIAL OIL

Conflicts of interest

The authors declare that they have no
known competing financial or personal
relations that could influence the research
reported in this work.

Bibliographic References

Adams RP. 2007. Identification of essential oil
components by gas chromatography/mass
spectrometry. 4th ed. Allured Publishing
Corporation, Carol Stream, IL, USA.

Alitonou GA, Noudogbessi J-P, Sessou P, Tonouhewa
A, Avlessi F, Menut C, Sohounhloue DCK. 2012.
Chemical composition and biological activities
of essential oils of Pimenta racemosa (Mill.)
J.W. Moore from Benin. International Journal
of Biosciences 2(9):1-12.

Alrashidi AA, Noumi E, Snoussi M, De Feo V. 2022.
Chemical composition, antibacterial and anti-
quorum sensing activities of Pimenta dioica L.
essential oil and its major compound (eugenol)
against foodborne pathogenic bacteria. Plants
11:540.

Anjie F, Si T, Du B, Sung Q. 2024. Antiviral potential
of essential oils and their plant sources, delivery
methods, and drug development strategies
with special focus on their mechanisms:
a comprehensive review. Phytochem Rev
24(2):1667-1689.

Anuj G, Sanjay S. 2010. Eugenol: a potential
phytochemical with multifaceted therapeutic
activities. Pharmacologyonline 2:108-120.

Aristiguieta L. 1973. Familias y géneros de los
arboles de Venezuela. Edicion especial del
Instituto Botanico, Direccion de Recursos
Naturales Renovables, del Ministerio de
Agricultura y Cria, Caracas, Venezuela.

Ayoub IM, Abdel-Aziz MM, Elhady SS, Bagalagel AA,
Malatani RT, Elkady WM. 2022. Valorization of
Pimenta racemosa essential oils and extracts:
GC-MS and LC-MS phytochemical profiling
and evaluation of Helicobacter pyloriinhibitory
activity. Molecules 27:7965.

Bai F, Denyoh PMD, Urquhart C, Shrestha S, Yee
DA. 2025. A comprehensive review of the
neglected and emerging Oropouche virus.
Viruses 17:439.

Baker DHA, Amarowicz R, Kandeil A, Mohamed
A, Ali EA, Ibrahim A. 2021. Antiviral activity
of Lavandula angustifolia L. and Salvia
officinalis L. essential oils against avian
influenza H5N1 virus. J Agricult Food Res
4:100135.

Bello A, Rodriguez ML, Castineira N, Urquiola
A, Rosado A, Pino JA. 1995. Chemical
composition of the leaf oil of Pimenta racemosa
(Mill.) J. Moore from Western Cuba. J Essent
Oil Res 7: 423-424.

Benencia F, Courréges MC. 2000. In vitro and in
vivo activity of eugenol on human herpes virus.
Phytotherapy Research 14:495-500.

Boukhatem MN. Effective antiviral activity of
essential oils and their characteristic terpenes
against Coronavirus: An Update. 2020. Med
Environment Science Chem 2(1):110.

Bustamante KE, Guadalupe E, Mancheno A,
Miranda M. 2017. Chemical study of essential
oil leaves from Pimenta racemosa (Mill.) J.W.
Moore. Revista CUMBRES 3(1):63-68.

Castellanos-Huerta I, Angel-Isaza JA, Bacab-Cab
L, Yam-Trujillo K, Aranda A, Velandia-Cruz SA,
Méndez L, Petrone-Garcia VM, Ayora-Talavera
G, Uribe AJ. 2025. Antiviral activity of essential
oils against avian influenza virus H7N3 in vitro
and in ovo models. Viruses 17:1464.

Chen M, Nie Y-K, Liu X-Y, Liu Y, Guo D-Y. 2025.
Antiviral properties of the natural product
eugenol: a review. Fitoterapia 185:106674.

Contreras-Moreno B, Diaz L, Celis MT, Rojas J,
Méndez L, Rosenzweig-Levy P, Ontiveros
J. 2017. Actividad antioxidante del aceite
esencial de las hojas de Pimenta racemosa
var. racemosa (Mill.) J.W. Moore (Myrtaceae)
de Tachira, Venezuela. Ciencia e Ingenieria
38(3):222-232.

Contreras-Moreno B, Rojas J, Celis M, Rojas
L, Méndez L, Landrum L. 2014. Volatile
compounds of Pimenta racemosavar. racemosa
(Mill.) J.W. Moore (Myrtaceae) leaves from
Tachira, Venezuela. BLACPMA 13(3):305-310.

Eldahshan OA, Nilofar N, Zengin G, El-Nashar HAS.
2025. (Titulo del articulo no suministrado).
Scientific Reports 15:30705.

El-Nashar HAS, Abd-Allah MA, Ali A-AS, Salem
YH. 2023. Genus Pimenta: an updated
comprehensive review on botany, distribution,
ethnopharmacology, phytochemistry and
biological approaches. Chemistry and
Biodiversity 20(12):e202300855.

154



CHAVEZ Y COL.

Elshaarawy FS, Abdelhady MIS, Hamdy W, Ibrahim
HA. 2024. Investigation of the essential oil
constituents of Pimenta racemosa aerial parts
and evaluation of its antiviral activity against
HSV1 and HSV2. Trends in Advanced Sciences
and Technology 1(1): Article 2.

Fernandez A, Alvarez A, Garcia MD, Saenz MT.
2001. Anti-inflammatory effect of Pimenta
racemosa var. ozua and isolation of the
triterpene lupeol. Farmaco 56(4):335-338.

Garcia MD, Fernandez MA, Alvarez A, Saez MT.
2004. Antinociceptive and anti-inflammatory
effect of the aqueous extract from leaves
of Pimenta racemosa var. ozua (Myrtaceae).
Journal of Ethnopharmacology 91:69-73.

Gogoi A, Jayaprakash P, Tamang R, Begum T,
Sarma N, Saikia S, Lal M. 2025. Multifaceted
in vitro and in silico evaluation of Pimenta
racemosa essential oil: a potential alternative
source of eugenol. Industrial Crops and
Products 223:120246.

Grattapaglia D, Vaillancourt RE, Shepherd M,
Thumma BR, Foley W, Kilheim C, Potts BM,
Myburg AA. 2012. Prodgress in Myrtaceae
dgenetics and genomics: Eucalyptus as the
pivotal genus. Tree Genetics & Genomes
8:463-508.

Huelvas P, Mora F. 2009. Analisis y determinacion
de la actividad antibacteriana del aceite esencial
de Pimenta racemosaP. Miller (J.W. Moore) var.
racemosa. Tesis de grado, Universidad de los
Andes, Facultad de Farmacia y Bioanalisis.

Junheon K, Yeon-Suk L, Sang-Gil L, Sang-Chul S,
[IKkwon P. 2008. Fumigant antifungal activity
of plant essential oils and components from
West Indian Bay (Pimenta racemosa) and
thyme (Thymus vulgaris) oils against two
phytopathogenic fungi. Flavour and Fragrance
Journal 23:272-277.

Kaushik S, Dar L, Yadav JP. 2023. Eugenol isolated
from supercritical fluid extract of Ocimum
sanctum: a potent inhibitor of DENV-2. AMB
Express 2:13(1):105.

Kiki MJ. 2023. In vitro antiviral potential, antioxidant,
and chemical composition of clove (Syzygium
aromaticum) essential oil. Molecules 28:2421.

Lane T, Anantpadma JS, Freundlich RA. Davey PB,
Madrid S. 2019. The natural product eugenol is
an inhibitor of the Ebola virus in vitro. Pharm
Res 36 (7):104.

Mak K-K, Kamal MB, Ayuba SB, Sakirolla R, Kang
Y-B, Mohandas K, Balijepalli MK, Ahmad SH,

Pichika MR. 2019. A comprehensive review
on eugenol’s antimicrobial properties and
industry applications: a transformation from
ethnomedicine to industry. Pharmacognosy
Reviews 13:1-9.

Mosmann T. 1983. Rapid colorimetric assay for
cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxic assays. Journal of
Immunological Methods 65(1-2):55-63.

Nadjib BM. 2020. Effective antiviral activity of
essential oils and their characteristic terpenes
against coronaviruses: an update. Journal
of Pharmacology and Clinical Toxicology
8(1):1138.

Nisar MF, Khadim M, Rafiq M, Chen J, Yang Y, Wang
CC. 2021. Pharmacological properties and
health benefits of eugenol: a comprehensive
review. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity 2021:2497354.

Ojah EO. 2020. Exploring essential oils as
prospective therapy against the ravaging
Coronavirus (SARS-CoV-2). Iberoam J Med
2(4):322-330.

Paidi RK, Jana M, Raha S, McKay M, Sheinin M, Mishra
RK, Pahan K. 2021. Eugenol, a component
of holy basil (Tulsi) and clove, inhibits the
interaction between SARS-CoV-2 spike S1 and
ACEZ2 to induce therapeutic responses. Journal
of Neuroimmune Pharmacology 16:743-755.

Pragadheesh VS, Yadav A, Singh SC, Gupta N,
Chanotiya CS. 2013. Leaf essential oil of
cultivated Pimenta racemosa (Mill.) J.W.
Moore from North India: distribution of
phenylpropanoids and chiral terpenoids.
Medicinal and Aromatic Plants 2:1.

Reis PJ, Ferreira L, Menezes A, Paula J. 2010.
Pimenta genus: botanical aspects, chemical
composition and pharmacological potential.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais
12:363-379.

Rizzuti B, Ceballos-Laita L, Ortega-Alarcon D,
Jiménez-Alesanco A, Vega S, Grande F, Conforti
F, Abian O, Velazquez-Campoy A. 2021. Sub-
micromolar inhibition of SARS-CoV-2 3CLpro by
natural compounds. Pharmaceuticals 14:892.

Tilston-Lunel NL. 2024. Oropouche Virus: An
Emerging Orthobunyavirus. J Gen Virol
(9):002027.

Ulanowska M, Olas B. 2021. Biological properties
and prospects for the application of eugenol:
a review. International Journal of Molecular
Sciences 22:3671.

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 89 - Y° 1 - 2026

155



CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIVIRAL ACTIVITY OF VENEZUELAN Pimenta racemosa ESSENTIAL OIL

Wang K, Tang Y, Wu X, Liang H, Chen D, Yu B, He

J, Mao X, Huang Z, Yan H, et al. 2022. Eugenol
attenuates transmissible gastroenteritis virus-
induced oxidative stress and apoptosis
via ROS-NRF2-ARE signaling. Antioxidants
11:1838.

Wang Y, Cao L, Ruan L, Chen X, Song C, Wei S, Xie

Y. 2025. Antiviral activity of eugenol against
largemouth bass ranavirus through regulation
of autophagy and apoptosis in vitro and in vivo.
Microorganisms 13:2281.

Wang Y, Jiang Y, Chen J, Gong H, Qin Q, Wei S. In
vitro antiviral activity of eugenol on Singapore
grouper iridovirus. 2024. Fish Shellfish Immunol.
151:109748.

Wilson PG. 2011. Myrtaceae. In: Kubitzki K (ed.). The
families and genera of vascular plants. Vol. 10.
Springer, Berlin. p. 212.

Zhang Y, Liu X, Wu Z, Feng S, Lu K, Zhu W, Sun H,
Niu G. 2024. Oropouche virus: a neglected global
arboviral threat. Virus Research 341:199318.

156



Normas de publicacion

La Revista de la Facultad de Farmaciade
la Universidad Central de Venezuela, publica
trabajos originales, dirigidos a profesionales
de Farmacia, Medicina o especialidades
conexas. Al ser una publicacion arbitrada
y semestral, garantiza el rigor académico
y la calidad de los articulos publicados, lo
que la convierte en una valiosa referencia
para profesionales de la salud. La Revista
esta adscrita al Instituto de Investigaciones
Farmacéuticas de la Facultad de Farmacia y
se publica bajo el auspicio del Consejo de
Desarrollo Cientifico y Humanistico (CDCH)
de la UCV.

La Revista de la Facultad de Farmacia
es una de las publicaciones pioneras en
Venezuela en el campo farmacéutico, siendo
editada de manera ininterrumpida por la
Facultad de Farmacia de la Universidad de
Venezuela desde el ano 1959.

Todos los numeros de la Revista de la
Facultad de Farmacia estan disponibles en
el portal Saber UCV, en el sistema Open
Journal Systems (OJS), y son accesibles
en linea inmediatamente después de su
publicacién, sin cargos ni barreras de
registro. A cada articulo se le asigna un
namero de DOI (Digital Object Identifier)
mediante su registro en CrossRef, lo
que garantiza una identificaciéon unica
y permanente, facilita su localizacion
y citacion en investigaciones futuras y
fortalece la interoperabilidad con bases
de datos internacionales. Esta asignacion
contribuye a mejorar la visibilidad y
accesibilidad de los trabajos publicados,
aspecto clave para su difusion académica.
La Revista esta indizada en REVENCYT y
LATINDEX, e incluida en el Registro de
Publicaciones Cientificas y Tecnologicas del
FONACIT y de ASEREME.

Los manuscritos enviados a la Revista de
la Facultad de Farmacia —escritos en espanol
0 en inglés— son revisados inicialmente

por el Comité Editorial, que verifica su
calidad cientifica y el cumplimiento de
las normas de presentacién. Aquellos
trabajos que satisfacen estos criterios son
sometidos a un proceso de arbitraje externo,
doble ciego, realizado por especialistas
con competencias equivalentes a las de
los autores (pares), quienes evaluan la
relevancia, la originalidad y la claridad
del documento. Con base en esta
evaluacion, los arbitros pueden recomendar
la aceptacion del manuscrito, solicitar
revisiones o rechazarlo si no cumple con
los estandares cientificos establecidos.
Una vez concluido el proceso de arbitraje,
la decision final sobre la aceptacion o
el rechazo del manuscrito corresponde
exclusivamente al Comité Editorial, que la
adopta considerando las recomendaciones
de los arbitros y equilibrando criterios
cientificos y editoriales. Asimismo, queda
entendido que el Comité Editorial puede
rechazar un manuscrito sin necesidad de
someterlo a arbitraje cuando este incumpla
los requisitos fundamentales de calidad,
pertinencia o presentacion. Ademas, los
autores conservan los derechos sobre su
trabajo, incluidos la atribucion y el uso
del contenido bajo la licencia Creative
Commons Atribucién NoComercial 4.0
Internacional (CC BY NC 4.0), disponible
en https://creativecommons.org/licenses/
by-nc/4.0/deed.es (creativecommons.org
in Bing). Esta licencia permite a los autores
compartir y distribuir su investigacion
siempre que se reconozca la autoria original
y no se utilice con fines comerciales.

FORMA Y PREPARACION DE LOS MANUSCRITOS

Para la publicacion de trabajos cientificos
en la Revista de la Facultad de Farmacia,
los mismos estaran de acuerdo con los
requisitos originales para su publicacion
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en revistas biomédicas, segun el Comité
Internacional de Editores de Revistas
Médicas (2012, 2013!'). Ademas, los
editores asumen que los autores de los
articulos conocen y han aplicado en sus
estudios la ética de experimentacion
(Declaracion de Helsinki, y el Codigo de
Bioética y Bioseguridad, 2da. edicion,
2002, del Ministerio de Ciencia y Tecnologia
y el Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia.

Asimismo, la revista adopta los
lineamientos de la Declaraciéon de Heredia,
en tanto refuerza la responsabilidad social
de la investigacion, la proteccion de los
participantes, la transparencia en los
procesos de revision ética y la obligacion
de garantizar que los estudios respondan
a necesidades reales de salud publica
y respeten irrestrictamente la dignidad
humana. Su incorporacién complementa
y actualiza el marco ético nacional e
internacional que rige la produccién
cientifica publicada en esta revista.

PRESENTACION Y CONSIGNACION DEL
MANUSCRITO

El autor principal debe remitir la carta de
presentacion, la primera hoja y el corpus
del manuscrito en documentos separados,
pero en un mismo archivo.

En carta dirigida al Editor de la Revista
de la Facultad de Farmacia, los autores
solicitan la evaluacion de los méritos
cientificos del trabajo para su eventual
publicacion y declaran expresamente que
la obra no ha sido publicada previamente
ni se encuentra bajo consideracion en otra
revista o medio editorial, peridédico o no.

! http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html;

http://bvs.sld.cu/revistas/recursos/vancouver_2012.pdf

2https://orcid.org/

Esta comunicacion debe incluir el titulo
completo del estudio y la identificacion de
los autores responsables. Todo manuscrito
que reporte investigaciones realizadas
en seres humanos o en animales de
experimentacion debe acompanarse de
la carta de aprobacion correspondiente
emitida por el comité de ética de la
institucion donde se llevé a cabo el estudio,
dgarantizando asi el cumplimiento de los
principios éticos y normativos aplicables a
la investigacion cientifica.

Los manuscritos deben ser enviados
a los correos de contacto indicados en
http://saber.ucv.ve/ojs/index.php/rev_ff/
about/contact o directamente al correo del
editor: astern88@gmail.com. Deben estar
en formato Word, en hoja tamano carta a
doble espacio, con letra Arial 12. Asegurese
de que no haya dobles espacios en blanco
a lo largo del texto.

Todas las paginas deben numerarse de
forma correlativa, comenzando por el titulo.
El namero de pagina debera colocarse en
el angulo superior derecho de cada pagina.
Su longitud no debe exceder las veinticinco
paginas, excluyendo el espacio destinado a
figuras, tablas y leyendas. Cada uno de los
componentes del original debera comenzar
en pagina aparte, en la secuencia siguiente:

a. Pagina del titulo, nombre completo de(l)
(los)autor(es), su filiacion institucional y
su email. Todo autor debe declarar su
numero ORCID?.

b. Resumen y palabras clave.

c. Texto (Introduccién, materiales
y métodos, resultados, discusion,
conclusiones y recomendaciones).

d. Agradecimientos. Se describiran
los agradecimientos a personas
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e instituciones, asi como los

financiamientos.

Conflicto de interés. Debe declararse la
existencia o no de conflicto de interés
por el autor o los autores del estudio.

Referencias bibliograficas.

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

Figuras: cada una en pagina aparte con
su titulo en la parte inferior.

Leyenda de las figuras.

1. La pagina del titulo debera contener:

Titulo del articulo en espanol e inglés,
conciso e informativo, no mayor
de veinte palabras. Primer nombre
e inicial del segundo nombre y
apellido(s) de los autores (con una
llamada para identificar al pie de
pagina al autor responsable de
la correspondencia, indicando su
direccion electrdénica). Afiliacién
institucional y nimero de ORCID de
cada uno de los autores.

. La segunda pagina debe contener un
resumen en espanol e inglés, con un
maximo de 250 palabras. El texto debe
dar una vision general del trabajo,
senalar meramente el propdsito,
los métodos y los hallazgos. No se
deben citar referencias. El resumen
debe hacer énfasis en los aspectos
nuevos e importantes del estudio o
de las observaciones. Inmediatamente
después del resumen, proporcionar o
identificar como tales 3 a 10 palabras
clave que ayuden a los indexadores en
la construccion de indices cruzados de
su articulo y que puedan publicarse
con el resumen; utilice los términos

del encabezamiento tematico [Medical
SubjectHeading (Mesh)] del Index
Medicus.

En cuanto al texto, debe dividirse en:
Introduccién, materiales y métodos,
resultados, discusion, conclusiones
y recomendaciones. La introduccion
debe contener lo esencial para situar
el problema y la justificacion del
trabajo utilizando las referencias mas
relevantes. Los materiales y métodos
deben contener la descripcién breve
y clara que permita la comprension
y la reproducibilidad del trabajo. En
caso de técnicas y métodos clasicos
ya publicados, se debe indicar sélo
la referencia. Los resultados deben
ser presentados en forma clara y
precisa, con un minimo de discusion
o interpretacion personal. Todas las
figquras y tablas deben ser citadas
en el texto. La discusion debe
limitarse a la interpretacion de los
resultados y, eventualmente, a su
comparacion con los de otros autores.
Las conclusiones pueden ser incluidas
dentro de la discusién; sin embargo,
se puede hacer una seccion aparte,
indicando de forma clara y concisa
los nuevos hallazgos. Se pueden
incluir recomendaciones de aplicacion
practica. Los agradecimientos deben
hacerse a las personas o instituciones
que han hecho contribuciones al
estudio.

Referencias bibliograficas: Seran
citadas de acuerdo con el sistema de
citacion correspondiente al estilo APA
(American Psychological Association).

Las referencias mencionadas en el texto
deben citarse de la siguiente manera:
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Un autor: «...fueron publicadas por
Gonzalez (1968)» o bien, «Se han publicado
las caracteristicas de... (Gonzalez, 1968)».

Qos autores: ...Alvarez y Martinez (1986),...
(Alvarez y Martinez, 1987)

Tres 0 mas autores: ...Martinez y col.
(1986), ...(Martinez y col., 1986)

Use las letras para distinguir entre varios
trabajos del mismo autor o autores y ano:
...(Gonzalez y Pérez, 1990a,b).

Utilice punto y coma para separar a los
autores de diversos trabajos y coléquelos
en orden cronolégico: (Mijares, 1975;
Brenes y Rodriguez, 1961; Zimermann y
col., 2003).

La lista de referencias bibliograficas llevara
por titulo «<Referencias bibliograficas»
y se ordenara alfabéticamente por el
apellido del primer autor, manteniendo las
estructuras mostradas en los siguientes
ejemplos, segun el tipo de bibliografia.
Deberan citarse todos los autores de cada
referencia.

Articulo en revista:

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

Avila JL, Avila A, Mufioz E. 1981. Effect
of allopurinol on different strains of
Trypanosomacrusi. Am J TropMed Hyg
39(3): 769-774.

Libros:

Hermanson G. Bioconjugate Techniques.
2da ed. Elsevier: San Diego, Ca, USA,
2008.

Capitulos en libros:

Peters W, Robinson B. Parasitic infection
models. In: Handbook of antimalarial
models of infection. Eds: Zak O, Sande
M. Academic Press: London, 1999. pp.
757-773.

Berry EF. Croton. In: Flora of the Venezuelan
Guayana. Vol. 5: Eriocaulaceae-
Lentibulariaceae. Eds: Berry F, Yatskievich
K, Holst B. Missouri Botanical Garden
Press: USA, 1999. pp. 111-133.

Tesis o trabajos de ascenso:

Rodriguez Caballero RL. Contribucion al
estudio de targua (Croton gossypiifolius
Vahl). Tesis de Licenciatura. Universidad
de Costa Rica, Facultad de Ciencias, San
José, Costa Rica,1946.

Resumenes en congresos:

Muelli M. Cosméticos ecologicosy naturales
égarantia para los consumidores?. XVIII
Congreso Latinoamericano e Ibérico
de Quimicos Cosméticos. COLAMIQC,
Quatemala, 2007.

5. Tablas: todas deben estar citadas en
el texto, en mayuscula y sin abreviar
(Ejemplo: Tabla I) deben presentarse
en paginas separadas, a espacio
sencillo, y numeradas correlativamente
en numeros romanos con el titulo en
la parte superior. No se debe duplicar
material del texto o de las figuras.
En caso necesario coloque material
explicativo en notas al pie de la
tabla y no en el encabezamiento;
explique en notas al pie de la tabla
las abreviaturas no estandarizadas
o utilizadas; identifique claramente
las variables tales como desviacion
estandar y error estandar de la media;
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cite cada tabla en orden correlativo
dentro del texto; cite la fuente de
informacioén al pie de la tabla si ésta
no es original.

Figuras: todas deben estar citadas
en el texto, en mayuscula y sin
abreviar (Ejemplo: Figura 1, Figuras
2 y 3). Estas deben ser de buena
calidad, incrustadas en el texto con
su leyenda, o bien en archivos aparte
en formato .jpg a una resolucion de
300 ppp, en cuyo caso deberan estar
identificadas con el nimero de la
figura y el apellido del autor principal
(Ejemplo: Figura 1-Matos.jpg). En
este ultimo caso las leyendas de las
figuras deberan presentarse en pagina
aparte a espacio sencillo colocando
el numero que corresponde a cada
figura. Las fotografias de especimenes
anatomicos, de lesiones o de personas,
deberan tener suficiente nitidez como
para identificar claramente los detalles
importantes. En caso de fotografias
de personas evite que el sujeto sea
identificable, o acompane de la
autorizacion escrita de la misma.
Cuando se usen simbolos y fechas,
numeros o letras para identificar
partes en las figuras, identifiquelas y
explique cada una en la leyenda. Si
se trata de fotomicrografia, indique
la escala e identifique el método de
coloracion.

Formulas y ecuaciones: deben
presentarse claramente para su
reproduccion.

Lista de comprobaciéon de preparacion
de envios:

Como parte del proceso de envio, se
requiere que los autores confirmen que

su manuscrito cumple con los elementos
establecidos en las normas de la revista
y acepten que aquellos envios que no
se ajusten a estas indicaciones podran
ser devueltos al autor para su correccion
antes de iniciar la evaluaciéon editorial.
Esta verificacion inicial constituye un paso
indispensable para garantizar la calidad,
coherencia y completitud de los materiales
sometidos a consideracion.

1. La peticién no ha sido publicada
previamente ni presentada a otra revista
(o se ha proporcionado una explicacién
en Comentarios al editor).

El fichero enviado esta en formato
Microsoft Word.

Se han anadido direcciones web para las
referencias donde ha sido posible.

El texto tiene interlineado doble; el
tamano de la fuente es 12 puntos;
se usa cursiva en vez de subrayado
(exceptuando las direcciones URL).

El texto cumple con los requisitos
bibliograficos y de estilo indicados en
las Normas para autoras/es.

IDECLARACION DE PRIVACIDAD

Los nombres y direcciones de correo-e
introducidos en esta revista se usaran
exclusivamente para los fines declarados
por esta revista y no estaran disponibles
para ningun otro proposito u otra persona.
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