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RESUMEN

Los analisis quimicos en general requieren cada vez mas frecuentemente de métodos espectroscépicos
como los detectores de HPLC y distintas formas de espectroscopia y por ello estan subordinados al valor de su
correspondiente absortividad. La importancia que mantiene este concepto, el enfoque desde otras disciplinas
y su aplicacidn al andlisis de farmacos, es justamente el objetivo fundamental de la presente Investigacion, la
cual plantea el tema desde un plano tedrico pero también experimental. De tal modo y a través de su
interpretacion, el trabajo permite una mejor adecuacién funcional a los distintos contextos analiticos y para
distintos campos, segun la variedad de situaciones que hoy se presentan en un laboratorio quimico
farmacéutico.

En su desarrollo, primeramente se evallan sus caracteristicas particulares, su interpretacién y alcance
tanto analitico como quimicofisico; luego se lo relaciona con otras disciplinas, se establece su importancia en
la investigacién de nuevos productos y finalmente, se lo aplica a la separacidn de diversas mezclas.

Durante el curso de toda la Investigacidn, las relaciones utilizadas y las conclusiones halladas en forma
ordenada y secuencial, son confirmadas por los resultados obtenidos en el laboratorio experimental, como
Unica fuente primaria de datos.

Palabras clave: Absortividad; farmacos y absortividad; absortividad en Quimica Farmacéutica; propiedades de la
absortividad.
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EVALUATION OF ABSORPTIVITY: PROPERTIES AND APPLICATIONS TO
PHARMACEUTICAL ANALYTICAL CHEMISTRY

SUMMARY

Chemical analyses in general need increasingly of spectroscopic methods as HPLC and others, and
therefore they are conditioned by the respective absorptivity. The importance that supports this concept, the
approach from other disciplines and his application to the analysis of medicaments are the fundamental aims
of the present Investigation that raises the topic from a theoretical point of view but also experimentally.

In this way and by his interpretation the work allows a better functional adequacy to the different
analytical contexts and different matrix, according to the variety of components that show pharmaceutical or
chemical laboratories. His particular characteristics, interpretation and analytical as well physicochemical
scope are first evaluated; then it is related to other topics, his importance is established in the investigation of
new products and finally it is applied to the separation of diverse mixtures. During the course of the whole
Investigation, the used relations and conclusions, in a sequential form, are confirmed by the results obtained
in the experimental laboratory, as the only primary source of information.

Key words: Absorptivity; absorptivity and drugs; absorptivity in Pharmaceutical Chemistry; absorptivity properties.

INTRODUCCION

El concepto de absortividad con frecuencia se plantea desde una éptica restringida, donde la mayoria
de las veces su funcidn se presenta como una simple constante de proporcionalidad, sin describir su verdadero
valor ni mencionar el por qué de su existencia bajo distintas formas de expresion, independientemente de las
unidades que citan la concentracién del analito.

Estas son algunas cuestiones que orientan la busqueda hacia antecedentes puntuales, donde su
interpretacién real descubra algo mds que una igualdad dimensional segun la conocida ley de Beer, ya que
dicha ley es una aplicacion generalizada del concepto, pero no define el concepto en si mismo, tal como se
demuestra mas adelante.

Como ejemplo de ello, en la Universidad de Florida, USA, Y. Sham y J. Joens (1) primero y afios después,
M. Malik y J. Joens (2) analizaron la dependencia de la absortividad molar con la temperatura en la regién del
UV cercano para varios aldehidos en solucidn acuosa. También, uno de los autores del presente trabajo (3)
utilizé la técnica de barrido espectral seguido de una separacién por HPLC en fase reversa, para analizar
antioxidantes en fdrmacos y alimentos; dicha metodologia permitié ademas, separar compuestos con valores
similares de absortividad molar en matrices farmacéuticas y cosméticas (4).

Una determinacion de la absortividad molar sobre nanoparticulas ligadas a peliculas delgadas, fue
efectuada por M. M. Maye, L. Han y otros colaboradores (5), quienes utilizaron resonancia en plasma
superficial para nanoparticulas de Oro y Plata. También en China, C. Zhu y otros investigadores (6)
desarrollaron un método para detectar fluoruros en base a la desproteccién de grupos hidroxilos en colorantes
de cianinas; asi hallaron absortividades del orden de 200000 M™* cm™a 600 nm.

Los métodos de espectroscopia citados se extienden a la region Infrarroja, donde A. Gonzalez y otros
colaboradores espafioles (7), los aplicaron para determinar la absortividad y calcular constantes de equilibrio
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de auto e interasociacién en acido carboxilico y sus mezclas con derivados de piridina. Adema3s, X. Huang y J.
Zhang (8) en Miami, USA, desarrollaron un método basado en surfactantes sensibilizados para hallar trazas de
ortofosfato con molibdato y verde de malaquita, en presencia de tensioactivos anidnicos a pH 1.00.

La relacion entre la absortividad y la fuerza idnica, fue también uno de los temas investigados por T.
Sladewski, A. Shafer y C. Hoag (9) en Estados Unidos, mediante el espectro producido por rojo congo en
solucidn acuosa, y en la universidad de Benha en Egipto, |. S. Ahmed y A. S. Amin (10) analizaron la
absortividad por microdeterminacién espectrofotométrica de fenilefrina clorhidrato, como sustancia puray en
formulaciones farmacéuticas usando hematoxilina. En la universidad de Mysore, India, Mansour S. y otros
colaboradores (11), también explicaron un nuevo método espectral para nitritos por su efecto decolorante
sobre complejos con vanadato.

MATERIALES Y METODOS
INSTRUMENTACION

Se utilizé todo el material de vidrio correspondientemente calibrado y validado, segliin la metodologia
empleada (matraces, pipetas aforadas, etc.), drogas de calidad y pureza analitica, marca Merck Quimica
Argentina, una balanza analitica marca Precisa modelo 205 A (0.1 mg), un peachimetro Inolab modelo WTW
pH 730 con electrodo combinado Sentix 4 | y dos equipos Hach, modelos DR /4000 U y DR /5000 U
Spectrophotometers.

Las drogas fueron adquiridas en laboratorios nacionales e internacionales de reconocida trayectoria en
el mercado, y los resultados obtenidos se trabajaron en programas Word y Excel con un procesador Intel
Pentium IV, bajo un entorno operativo Windows XP ®, en su mayoria.

DESARROLLO

En un trabajo previo (12), el autor analiza las propiedades de la absortividad en la investigacion de
nuevas sustancias farmacéuticas y plantea algunas cuestiones tales como:

¢Por qué existen dos clases de absortividades segun la expresion
de la concentracién, y no una o tres, por ejemplo?

Para responder a dicha pregunta cabe analizar el concepto desde distintos aspectos, a saber:

PARTE A: SIGNIFICADO DE LA ABSORTIVIDAD

1. Desde un punto de vista dimensional:

En base a las dos absortividades, su relacién dimensional indica que el valor de € es a veces la masa
molar de la sustancia absorbente; ademas, despejandola de la ley correspondiente y reemplazando a L por 10°
cm?® se obtiene: a = 10°cm?® / gy € = 10°cm? / mol, o su expresién equivalente

a=[cm?/mg] y e=[cm*/mmol] [1]

gue permite analizar su significado desde un aspecto mads propio, ya que representa la seccion transversal de
absorcion por unidad de masa o de concentracion, segun se trate de a o € respectivamente.
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Esta caracteristica justifica que la magnitud de la absortividad, serd siempre funcidn de la seccién de
absorcién mencionada, llamada también seccién trasversal de captura fotdnica, y puede considerarse como un
area o superficie hipotética de absorcidn, dada en cm. de lado, que es atravesada por una determinada clase
de radiacioén.

2. Desde una perspectiva fisica:

Para una radiacion suficientemente monocromatica, la magnitud de € o de a, esta asociada con la
intensidad de una absorcion particular, que permite la energia de los fotones de |a radiacién; esto muestra la
probabilidad de lograr una transicidon electrdnica en el analito, ya que no todas las transiciones son igualmente
probables, segun los diferentes picos de absorcidn hallados para una misma especie, en distintas regiones del
espectro.

Asi, las sustancias que tienen una alta probabilidad (valores cercanos a 1) tendran elevadas
intensidades de ¢ (por Ej. 10%-10° para moléculas en la zona UV-visible), lo que revela la presencia de
compuestos fuertemente coloreados. En cambio para las sustancias con transiciones poco probables (valores
proximos a 0) los € serdn de baja intensidad (10°-10® para el caso anterior), que es comin en compuestos
insuficientemente coloreados o transparentes.

En general, el estudio de estas cantidades llamadas dreas o secciones transversales, permiten
responder a preguntas tales como qué tan probable son estos procesos de absorcidn, para una especie
determinada? o bien, para un analito dado, en qué longitud de onda aparecerd su pico de mayor absorcién (A
max)? Justamente, la probabilidad de que un fotdn de energia definida, sea absorbido en dicho proceso al pasar
por un atomo de la placa, queda especificada por el valor de la seccién transversal correspondiente.

En un analisis mas estricto pero aun semiclasico, que considera a la radiacion formada por un vector
eléctrico normal a uno magnético, de modo que ambos se multiplican vectorialmente para generar el vector
direccional de Poynting, se puede aceptar con cierta prudencia, algunas derivaciones ajenas a su naturaleza
fotdnica. Por Ej., para aplicar la ley de Beer el medio debe ser homogéneo e isdtropo, o sea que la potencia
radiante que lo atraviesa, experimenta una progresiva y constante disminucién de su valor, en el sentido de la
radiacion incidente y a lo largo de su trayectoria a través de dicho medio absorbente.

Esto sugiere que cada plano virtual que es atravesado por la radiacién mencionada, contiene el mismo
numero de particulas por unidad de superficie; asi, cada grupo de particulas activas dispuestas en tales planos
moleculares o idnicos, aportara una cuota igual de reduccion a la potencia de la radiacién incidente.

Energéticamente y mientras no existan interacciones de otro tipo (dpticas, quimicas, etc.), cada plano
virtual podra ser identificado por su contenido puntual de energia radiante. Dicho de otra forma, estos planos
o areas hipotéticas de absorcidn, definen las propiedades que caracterizan a una superficie equipotencial.

Si se considera en ella a las lineas de campo como lineas de flujo, para el caso particular de la radiacidn
(aunque en rigor no es igual, seglin que el tiempo sea una variable), cabe expresar que el niUmero de dichas
lineas por unidad de area de seccidn transversal, es directamente proporcional a la magnitud de la radiacion
incidente.

Esta forma de interpretacién vectorial, ain con las limitaciones de un tratamiento semiclasico,
complementa el significado fisico de la absortividad visto antes desde un aspecto dimensional, y permite
esbozar tedricamente algunas relaciones de valor analitico (densidad de particulas por grupos activos,
divergencia de flujo, identificacién de especies absorbentes, entre otros)
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PARTE B: RELACIONES PARA LA INVESTIGACION

La utilidad de dichas areas ya sean especificas o molares, no se limita sélo a los fotones en los procesos
de absorcion mencionados (también se vincula a la refraccidn molar, indice de refraccidn, etc.) y se evidencian
por Ej., para el célculo de la conocida rotacidn déptica, en una muestra liquida cuya férmula de aplicacion es:

[@],,=100.r/l.c

donde o es la rotacion especifica a la longitud de onda A y temperatura T, r es la rotacidon observada en
grados [°], | la longitud de radiacion a través de la celda en decimetros, y c la concentracion del analito en g /
100 mL.

Reemplazando los términos de la formula por las unidades correspondientes, y operando igual que
para las absortividades ya vistas en [1], se llega a |la siguiente forma dimensional:

[al»=[cm?/mg].° [2] [a]", = [cm?/ mmol] .° [3]

que tiene las unidades de un area transversal o seccion eficaz de desviacidn polarimétrica (o sea, capaz
de rotar el plano de vibracidon de la luz polarizada un angulo °) por unidad de masa del analito; es por ello que
la expresion [2] indica justamente un drea especifica de desviacion polarimétrica

Si en cambio se divide la masa del soluto por su masa molar, entonces se obtiene [3], lo que determina
un drea molar de desviacion polarimétrica, similar al caso anterior.

PARTE C: APLICACION A SISTEMAS MULTICOMPONENTES

Para el estudio de la absorcion en mezclas de sustancias, se verifica la relacion aditiva de sus
absorbancias individuales: A;= A, + A + A, +...=b . [ex.c,+ey .cy+ez.¢c, +...]

Asi como un calculo algebraico necesita minimamente, de tantas ecuaciones como incégnitas tenga el
sistema, la absorcién de una mezcla de analitos requiere también como minimo, de tantas lecturas (A yax)
como componentes integren dicho sistema.

En el analisis de una mezcla binaria, para dos especies dadas x e y por Ej., se considera que x absorbe
fuertemente ala longitud de onda A, mientras que la sustancia y lo hace a la longitud de onda A,, de tal modo
gue se obtienen cuatro absortividades:

para la sustancia x: ex;al,y €x;a i,
paralasustanciay: gy;aA;y gy;a A,

y de ellas surgen las ecuaciones generales para estudiar cualquier sistema multicomponente:

[4] ads—= Ai=geX;.Cx+ey;.Cy
al; = Ay =eX;.Cx+eys.Cy

Ay &Y Xy Ay
Az eY:2 EXz Az
[ e — L —
EX1 &Yy EX1 &Y
EXz EY: EXz €Yz
[5] ex: ey,
eX: Y2

Determinante secular o DS

6
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El determinante secular o DS [5] al que se llega como resultado final del sistema [4], e integrando los
estudios de Kolthoff . M. y colaboradores (13), tiene un significado particular, ya que de él derivan tres
consecuencias diferentes, segun los valores hallados para las absortividades, y establecen sus casos limites en
funcién del espectro obtenido:

) Cuando e€x;=0vy €y,=0 0o €x,=0y egy;=0=>
= LOS PICOS NO SE TOCAN
II) Cuando €X;.8y,=€X,.&y; O &X;/&x,=¢gy,/¢ey,=>
= LOS PICOS NO SE SEPARAN
Ill) Cuando ex;=gy; O &X,=gy,=>
= ENTRE AMBOS PICOS EXISTE UN PUNTO EN COMUN

e El caso | representa una separacion Optima, donde cada componente del sistema tiene su A yax
a longitudes de ondas tales que no existe solapamiento alguno en sus respectivos picos, ya que éstos dan
sefiales independientes y con resolucion total.

e Elcaso Il establece una incapacidad para resolver el sistema por mediciones directas de absorcidn, pues sus picos
salen superpuestos, con A yax N0 separables y por ello este ejemplo es analiticamente invalido.

e El dltimo caso Il es el mas frecuente en la mayoria de los andlisis, donde se cruzan las curvas de absorciones
individuales y determinan el punto isosbéstico del espectro. A veces y segun el grafico, dicho punto es indicativo
de una buena metodologia analitica.

Ahora bien, dado que la posicion de las bandas de absorcidn, esta influenciada por los efectos
estéricos, inductivos y mesémeros del propio analito, y recordando que la estructura quimica bdsica
responsable de absorber radiacién es un grupo cromdforo (sistema de enlaces multiples usualmente orgénico,
con definida clase, cantidad y disposicién de electrones), es oportuno saber primero qué tipo de absortividad
conviene usar (a o €) y luego, comparar los valores del DS obtenido con la estructura interna de algunas
sustancias farmacéuticas, mediante sus respectivos espectros.

En este sentido, de acuerdo a su constituciéon quimica y masa molar, los absorbentes pueden
clasificarse en dos grandes conjuntos dentro de la misma matriz:

1. Sustancias similares, o sea que tienen similar estructura y el mismo grupo cromdforo.
2. Sustancias distintas, las que a su vez, pueden tener grupos cromoforos iguales o diferentes.

Cuando las sustancias analizadas son similares, no existe un sistema multicomponente, por lo tanto
carece de sentido aplicar el DS propio de las mezclas; la ley de Beer admite usar tanto a como ¢, y la masa

molar define la eleccion (por Ej., para valorar una materia prima donde la muestra y el estandar tienen la
misma estructura).

En cambio si las sustancias son distintas, para el caso de una mezcla tipica, el empleo deaoenoes
indiferente, puesto que es funcién del croméforo presente en el componente a evaluar.

De tal divisién, que ademas fundamenta la existencia de dos clases de absortividades, molar y
especifica, surgen todas las variantes o modelos que puede revelar un analisis de mezclas con sustancias
distintas, segun la naturaleza del citado grupo y su nivel de absorcién:

a) COMPUESTOS CON CROMOFOROS IGUALES (igual A pay)

b) COMPUESTOS CON CROMOFOROS SEMEJANTES (A pax cercanos)

¢) COMPUESTOS CON CROMOFOROS DIFERENTES (con igual o similar A yux)
d) COMPUESTOS CON CROMOFOROS DIFERENTES (con distinto A yay)

7
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A los efectos de obtener una mayor informacién, los datos hallados sélo por via experimental, son
analizados frente a las dos absortividades y a distintas concentraciones del analito, del cual se eligieron dos
ejemplos para cada modelo, segun el sistema binario estudiado.

Cabe aclarar que en algunos casos, aunque matematicamente pueda ser indiferente usar uno u otro

tipo de absortividad, el rigor analitico demuestra que no es lo mismo.

ANALISIS DE MODELOS
a) COMPUESTOS CON CROMOFOROS IGUALES (igual A max)

Sustancia X: Metil parabeno (nipagin) con A; = 256 nm.

0
CH4
HO

Sustancia Y: Propil parabeno (nipasol) con A, = 256 nm.

@]
OWCHS
HO
cx=38x10"g/L 0 25x10°M y cy=4,5x10%g/L 0 2,5x10° M
TABLA 1
Absorbancia Absortividad especifica Absortividad molar

Sustancia 1.1: 0,398 ax,: 104,74 ~ 105 Ung EX4q. 15920 M'1.Cm"1

N Az 0,398 axz 104,74 ~ 105 LUg.cm  |exy: 15920 M".cm™
Sustancia Ap: 0,426 ay4: 94,66 ~ 95 Ugcm €Y1 17040 M".cm™

y Az 0,426 ay,: 94,66 ~ 95 L/g.cm gyz: 17040 M™.cm™

Para la misma concentracién molar en las dos sustancias x e y segun la tabla 1, el aumento de
absorbancia producido de una a otra, es directamente proporcional al incremento de ¢, pero no de a (dado por
su distinta masa molar) en ambas especies. En consecuencia, frente a este caso de compuestos con
cromoforos y A ., iguales, la teoria sugiere usar € antes que a para la mezcla de ambos, porque si aumenta la
absorbancia también lo debe hacer la absortividad correspondiente.

Con respecto al DS visto en la ecuacién [5], este modelo cumple con el caso Il, dado que
€X1.EY>, =€X,.8Y1 08X/ eXo=gYy1/8Ys

y por lo tanto los picos no se separan, segun se detalla a continuacion:
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BARRIDO ESPECTRAL DE NIPAGIN

A[nm]| Abs. |A[nm]| Abs. |A[nm]| Abs. |A[nm]| Abs. |A[nm]| Abs.
320 | 0,001 | 296 |[0002| 272 | 0,206 | 248 | 0,321 | 224 | 0,052
318 | 0,001 | 294 | 0003 | 270 | 0,234 | 246 | 0,287 | 222 | 0,068
316 | 0,001 | 292 |0,005| 268 | 0,265 | 244 | 0,255 | 220 | 0,109
314 | 0,001 | 290 | 0,009 | 266 | 0,296 | 242 | 0,224 | 218 | 0,164
312 {0,000 | 288 |0,016| 264 | 0,325 | 240 | 0,195 | 216 | 0,224
310 1 0,001 | 286 | 0,028 | 262 | 0,356 | 238 | 0,166 | 214 | 0,275
308 | 0,001 | 284 | 0045 | 260 | 0,381 | 236 | 0,139 | 212 | 0,313
306 | 0001 | 282 |[0062| 258 | 0,395 | 234 | 0,115 | 210 | 0,340
304 | 0002 | 280 |0,082| 256 | 0,398 | 232 | 0,094 | 208 | 0,356
302 | 0,001 | 278 | 0,108 | 254 | 0,392 | 230 | 0,075 | 206 | 0,363
300 | 0002 | 276 | 0,141 | 252 | 0,376 | 228 | 0,061 | 204 | 0,375
298 | 0,002 | 274 | 0177 | 250 | 0,351} 226 | 0,052 | 202 | 0,380

BARRIDO ESPECTRAL DE NIPASOL
A[nm] | Abs. |A[nm]| Abs. |A[nm] | Abs. |A[nm]| Abs. [A[nm]| Abs.
320 | 0,003 | 296 | 0003 | 272 | 0,227 | 248 | 0,342 | 224 | 0,055
318 | 0,003 | 294 | 0,004 | 270 | 02567 | 246 | 0,305 | 222 | 0,072
316 | 0,003 | 292 | 0,006 | 268 | 0,290 | 244 | 0,271 | 220 | 0,114
314 | 0,002 | 290 | 0,010 | 266 | 0,321 | 242 | 0,239 | 218 | 0,171
312 | 0,001 | 288 | 0018 | 264 | 0,353 | 240 | 0,207 | 216 | 0,229
310 | 0,002 | 286 | 0032 262 | 0,385 | 238 | 0177 | 214 | 0,278
308 [ 0,003] 284 | 0051 260 | 0410 ] 236 | 0,148 | 212 | 0,320
306 | 0,003| 282 | 0070 258 | 0423 | 234 | 0,122 | 210 | 0,351
304 [ 0,004 280 | 0,092 | 256 | 0,426 | 232 | 0,101 | 208 | 0,369
302 | 0,003| 278 | 0,121 | 254 | 0418 | 230 | 0,081 | 206 | 0,379
300 | 0,002} 276 | 0,158 | ‘252 | 0,400 | 228 | 0,065 | 204 | 0,395
298 |0,003| 274 | 0,196 | 250 | 0,374 | 226 | 0,055 | 202 | 0,407
—— Nipagin —— Nipasol

0,500

0,450 o
0,400 +
0,350 o
0,300 o
0,250 o

Abs.

0,200 1
0,150 1
0,100 f\;

0,050 7 - -5

0,000 T

Long. de Onda [4]

220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300
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La similitud de absorcién que muestran los componentes, es producto de la escasa diferencia en los
efectos inductivos que poseen los grupos metilo y propilo, sobre un mismo cromdforo y a igual concentracién
molar.

b) COMPUESTOS CON CROMOFOROS SEMEJANTES (A wax cercanos)
Sustancia X: Antipirina con A; =241 nm.

o N CHy
CHy

Sustancia Y: 4 Amino antipirina con A, = 244 nm.

o N CH,
?QN
Hz CH;

cx=2x10%g/L 0 1,06 x10*M y cy=2x10%g/L 0 9,84Xx10° M
TABLA 2
Absorbancia Absortividad especifica Absortividad molar
Sustancia Aq: 0,603 axi: 30,15 ~ 30 L/g.cm eX1: 5688,68 ~ 5689 Mtcem?
X A,: 0,601 axz: 30,05 ~ 30 L/g.cm €X2: 5669,81 ~ 5670 M™.cm™
Sustancia | M:0,932 ayi: 46,60 ~ 47 L/g.cm gy1: 9471,54 ~ 9472 M*.cm™
y A, 0,936 ay,: 46,80 ~ 47 L/g.cm gy2: 9512,19 ~ 9512 Mt.cm™

Segun detalla la tabla 2, para la misma concentracién especifica en las dos especies x e y, el aumento
de absorbancia producido de una a otra, se corresponde con el incremento de ambas absortividades, tanto ¢
como a en ambas sustancias. Por lo tanto, para el caso de compuestos con croméforos semejantes y valores
cercanos de A may, la teoria indica que es indistinto trabajar con € o con a para analizar una mezcla de ambos.

En relacidon al DS, aqui también se cumple con el caso Il recién visto, el cual puede expresarse ademas,
de la siguiente forma:

ax;.ay,=aX,.ay;0ax;/ax,=ay;/ay,

y por lo tanto los picos no se separan, tal como se muestra a continuacion:

10
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BARRIDO ESPECTRAL DE ANTIPIRINA

AMlnm] | Abs. | Alnm] | Abs. | A[nm] | Abs. | Alnm] | Abs. | A[nm] | Abs.

220 | 0578 | 256 | 0578 | 292 | 0024 | 328 | 0,006 | 364 | 0,006

223 | 0554 | 2589 | 0569 | 295 | 0015 | 331 | 0007 | 387 | 0,006

226 | 0,53 262 | 0544 | 298 | 0,010 | 334 | 0008 | 370 | 0,006

229 | 0515 | 265 | 0497 | 301 | 0,008 | 337 | 0,008 | 373 | 0,006

232 | 0517 | 268 | 0443 | 304 | 0,008 | 340 | 0,007 | 376 | 0,006

235 |0542 | 271 | 0375 | 307 | 0,007 | 343 | 0,006 | 379 | 0,006

238 | 0580 | 274 | 0299 | 310 | 0,007 | 346 | 0,006 | 382 | 0,006

241 | 0603 | 277 | 0227 | 313 | 0007 | 349 | 0,006 | 385 | 0,006

244 | 0601 | 280 | 0161 | 316 | 0,007 | 352 | 0,006 | 388 | 0,006

250 | 0573 | 286 | 0070 | 322 | 0008 | 358 | 00068 | 394 | 0,006

233 | 0576 | 289 | 0043 | 325 | 0007 | 361 | 0,006 | 397 | 0,006

BARRIDO ESPECTRAL DE ANTIPIRINA

Mnm] | Abs. | A[nm] | Abs. | A[nm] | Abs. | A[nm] | Abs. | A[nm] | Abs.

220 | 0578 | 256 | 0578 | 292 | 0024 | 328 | 0,006 | 364 | 0,006

223 | 0554 | 258 (056889 | 295 | 0015 | 331 | 0007 | 367 | 0,008

226 | 0,53 262 | 0544 | 298 | 0,010 | 334 | 0,006 | 370 | 0,006

229 | 0515 | 265 | 0497 | 301 | 0,008 | 337 | 0,008 | 373 | 0,006

232 | 0517 | 268 | 0443 | 304 | 0,008 | 340 | 0,007 | 376 | 0,006

235 | 0542 | 271 | 0375 | 307 | 0,007 | 343 | 0,006 | 379 | 0,006

238 | 0580 | 274 | 0299 | 310 | 0007 | 346 | 0,006 | 382 | 0,006

241 | 0603 | 277 | 0227 | 313 | 0,007 | 349 | 0,006 | 385 | 0,006

244 | 0601 | 280 | 0161 | 316 | 0,007 | 352 | 0,006 | 388 | 0,006

250 | 0573 | 286 | 0070 | 322 | 0006 | 358 | 0006 | 394 | 0,006

253 | 05768 | 289 | 0043 | 325 | 0007 | 361 | Q006 | 397 | 0,008

—— Antipirina ——4 Amino antipirina

1,000
0,950 -
0,900 A
0,850 A
0,800 A
0,750 -
0,700 A
0,650 A
0,600 1
0,550 1~
0,500 1
0,450 A
0,400 A
0,350 A
0,300 A
0,250 A
0,200 A
0,150 A
0,100 A
0,050 A :
0,000 ——————— —— L

220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300

Long. de Onda [A]

Abs.
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El grafico revela curvas diferentes ya que sus cromdéforos son semejantes pero no iguales, y por ello
tienen distinta absorbancia para una misma concentracién. La separacion de sus maximos y conforme a la
prediccién tedrica [5], resulta imposible pese al desplazamiento batocrémico que el grupo amino le confiere a

y.
c) COMPUESTOS CON CROMOFOROS DIFERENTES (con igual o similar A yay)

Sustancia X: 4 Amino antipirina con A; = 244 nm. (ya visto anteriormente)

Sustancia Y: Fenilbutazona con A, = 244 nm.

TABLA 3 cx=2x107g/lL 0 984x10°M y cy=1x10°g/L 0 3,24x10°M
Absarbancia | Absortividad especifica Absortividad molar
Sustancia | A:: 0,936 ax,: 46,80 ~ 47 Lig.cm  |ex,: 9512,19 ~ 9512 M™".cm™
X Az 0,936 ax, 46,80 ~ 47 L/g.cm  |ex,: 9512,19 ~ 9512 M".cm™
Sustancia ?L-;: 0,460 ayq. 46 L/gcm gYq: 14197’53 ~ 14198 M—‘Ilcm-ﬂ
y Ay 0,460 , | ay» 46 L/g.cm eyz 14197,53 ~ 14198 M ".cm’’

Aqui, la tabla 3 muestra que una disminucién de absorbancia de x a y, es inversamente proporcional a
la variacion de € (contrario al primer caso), mientras que a se mantiene casi constante; en base a ello, dicho
cambio de absorbancia mantiene una relacién lineal con la concentracién especifica (2:1), pero que no se
cumple para la molar correspondiente (3:1), en x e y. Entonces, frente a un modelo de compuestos con
cromoforos diferentes de A max iguales o similares, y poder aplicar con justicia la relacion de Beer, la
teoria sugiere utilizar a en lugar de € para resolver la mezcla.

Segun el DS tratado en [5], aqui se verifica el caso Il ya visto, el cual indica que los picos no se separan,
y también se cumple para este mismo modelo el caso lll, donde:

ax; = ay; 0o axp =ay:

que descubre entre ambos picos un punto en comun, pero Unicamente es admitido para las absortividades
especificas, tal como se analizé en la tabla 3.

12



Rev. Farm. vol. 155 n21-2: 13-17 — SAAVEDRA-SUTTON

BARRIDO ESPECTRAL DE FENILBUTAZONA
A[nm]| Abs. |A[nm]| Abs. |A[nm]| Abs. |A[nm]| Abs. |A[nm]| Abs.
220 | 0428 | 256 | 0439 | 292 | 0,135 | 328 | 0,014 | 364 | 0,009
223 | 0401 | 259 | 0435 | 295 | 0,097 | 331 | 0,012 | 367 | 0,009
226 | 0,394 | 262 | 0436 | 298 | 0,068 | 334 | 0,013 | 370 | 0,008
229 | 0,400 | 265 | 0,432 | 301 | 0,047 | 337 | 0,013 | 373 | 0,008
232 | 0412 | 268 | 0425 | 304 | 0,033 | 340 | 0,012 | 376 | 0,008
235 | 0429 | 271 | 0411 | 307 | 0,026 | 343 | 0,012 | 379 | 0,008
238 | 0444 | 274 | 0,388 | 310 | 0,021 | 346 | 0,010 | 382 | 0,008
241 | 0,455 | 277 | 0,358 | 313 | 0,018 | 349 | 0,010 | 385 | 0,007
244 | 0,460 | 280 | 0,320 | 316 | 0,016 | 352 | 0,010 | 388 | 0,007
247 | 0,459 | 283 | 0,276 | 319 | 0,015 | 355 | 0,010 | 391 | 0,007
250 | 0,453 | 286 | 0230 | 322 | 0,014 | 358 | 0,009 | 394 | 0,007
253 | 0,444 | 289 | 0,183 | 325 | 0,014 | 361 | 0,009 | 397 | 0,007

——4 Amino antipirina ——Fenilbutazona

1,000
0,950 1
0,900 -
0,850 g
0,800 4---»<---
0,750 44~ -- - -
0,700
0,650 1
0,600 i
05504 --------
0,500 4 --------
0,450 1
0,400 >
0,350
0,300
0,250 1
0,200 !
01504 --------
0,004 --------
0,050
0,000 r r r r r r r r T T T
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

Abs.

Long.de Onda[A]

El punto isosbéstico de los analitos, segin muestra el grafico y las tablas correspondientes, se detecta
en bajos niveles de absorbancia, y ésta presenta en su pico maximo, una relacién lineal estricta para la
concentracién especifica de ambos componentes.

d) COMPUESTOS CON CROMOFOROS DIFERENTES (con distinto A yx)

Sustancia X: Butil hidroxitolueno (BHT) con A; = 278 nm.

H
Hz a0 CICH 303

CH;

13
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Sustancia Y: Butil hidroxianisol (BHA) con A, = 292 nm.

oOH

T

C{CH 33

OCH,

TABLA 4 ex=6x10%g/l 0 2,72x10"M y cy=2x10%g/L 0 1,11 x10* M
Absorbancia Absortividad especifica Absortividad molar
Sustancia | A: 0,653 ax4: 10,88 ~ 11 L/g.cm ex4: 2398,1 ~2398 M'.cm™
X A: 0,098 | ax;: 1,63 ~2L/g.cm Xz 359,90 ~ 360 M".cm”
Sustancia | M: 0,223 ay.: 11,15 ~ 11 Lig.cm gyy: 2009,01 ~ 2009 M™.cm™
y Az 0,380 ay.: 19 L/g.cm gy2: 342342 ~ 3423 M'.cm”

De acuerdo a la tabla 4, el aumento o disminucidn de las absorbancias, mantiene una relacion

directamente proporcional al incremento o disminucion de sus absortividades respectivas ay €. que se cumple
tanto para x como para y; no obstante, dicho cambio de absorbancias muestra una estrecha relacion lineal con
la concentracién especifica del analito mas que con la molar correspondiente (similar al caso anterior). A partir
de ello, la teoria sugiere que en un modelo de compuestos con croméforos y

utilizar a en lugar de € para analizar la mezcla de ambos.

En base al DS, este modelo cumple con el caso Il recién tratado, que determina entre ambos picos un
punto en comun, e igual que antes se verifica sélo para las absortividades especificas, segun el analisis reciente

y cuyos valores se muestran a continuacion:

max Aferentes, conviene

BARRIDO ESPECTRAL DE BHT
AMnm] | Abs. | AlInm] | Abs. |A[nm]| Abs. | AInm] | Abs. | A[nm] | Abs.
320 | 0,000 | 296 | 0020 | 272 | 0,538 | 248 | 0,056 | 224 | 1,925
318 | 0,001 | 294 | 0,045 | 270 | 0,474 | 246 | 0,058 | 222 | 2,087
316 | 0,002 | 292 | 0,098 | 268 | 0,412 | 244 | 0,073 | 220 | 2,217
314 |1 0,003 | 290 | 0,202 | 266 | 0,347 | 242 | 0,109 | 218 | 2,265
312 | 0,001 | 288 | 0,348 | 264 | 0,286 | 240 | 0,180 | 216 | 2,295
310 | 0,002 | 286 | 0481 | 262 | 0,233 | 238 | 0,301 | 214 | 2,314
308 | 0,003| 284 | 0570 | 260 | 0,187 | 236 | 0,497 | 212 | 2,350
306 | 0,002 | 282 | 0612 | 258 | 0,151 234 | 0,761 210 | 2,351
304 | 0003 | 280 | 0637 | 256 | 0,123 | 232 | 1,043 | 208 | 2,265
302 | 0,003 | 278 | 0,653 | 254 | 0,098 | 230 | 1,323 | 206 | 2,055
300 | 0,005 | 276 | 0644 | 252 | 0,078 | 228 | 1,566 | 204 | 1,760
298 | 0,009 | 274 | 0603 | 250 | 0,084 | 226 | 1,756 | 202 | 1,303
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BARRIDO ESPECTRAL DE BHA
AMlnm] | Abs. | A[nm] | Abs. | A[nm] | Abs. | AInm] | Abs. | A[nm] | Abs.
320 0,002 296 0,348 272 0,128 248 0,035 224 0,579
318 0,002 294 0,368 270 0,104 246 0,051 222 0,550
316 0,004 292 0,380 268 0,085 244 0,076 220 0,533
314 0,008 290 0,378 266 0,067 242 0,111 218 0,529
312 0,013 288 0,363 264 0,053 240 0,164 216 0,527
310 0,028 286 0,342 262 0,042 238 0,235 214 0,525
308 0,056 284 0,315 260 0,033 236 0,328 212 0,539
306 0,097 282 0,286 258 0,027 234 0,431 210 0,594
304 0,150 280 0,255 256 0,023 232 0,520 208 0,727
302 0,208 278 0,223 254 0,021 230 0,587 206 0,954
300 0,280 276 0,191 252 0,022 228 0,616 204 1,179
298 0,320 274 0,158 250 0,026 226 0,608 202 1,052
——BHT ——BHA

0,700

0,650 A

0,600 A

0,550 A

0,500 A

0,450
4 0,400 1
< 0,350 1

0,300 A

0,250

0,200 1

0,150 1 ‘ ]

01004 N !~

0,050 :

0,000 T T T T T T T T T T T 4 T 4 ¥

240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320
Long.de Onda [ 4]

La relacion de concentraciones especificas entre ambos analitos, permite exhibir en un mismo grafico
la separacion de picos, el punto isosbéstico y el efecto resonante del grupo metdxido con el anillo aromatico
eny. Esto ultimo, justifica su mayor longitud de onda de maxima absorcidn, y los valores superiores de sus

absortividades, aln para una concentracién tres veces menor que x.

Interpretando lo indicado anteriormente, puede concluirse lo siguiente:

1°.- Si las sustancias son similares y en consecuencia sus cromoforos iqguales, conviene aplicar & ya que frecuentemente se

conoce la masa molar, aunque también es vdlido trabajar con a.

2°.- Si las sustancias son distintas con cromdforos iguales, corresponde aplicar &.

3°.- Si las sustancias son distintas con cromdforos semejantes, se puede usar tanto &€ como a, segun los datos que se

disponga.

4°.- Si las sustancias son distintas con cromdforos diferentes, se debe utilizar a.
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Este enfoque a su vez, conduce a un nuevo analisis del concepto desde un punto de vista grafico,
donde se representa a la absortividad como la ordenada al origen de toda curva de absorcion espectral,
tomada a una concentracion unitaria y medida a partir de su linea de base, tal lo muestra el siguiente
esquema:

Tﬂ ITL

De tal modo, para una determinada sustancia, la longitud (o altura) que tiene cada mddulo de
absortividad es caracteristico para una longitud de onda dada. Al cambiar ésta se modifica la energia de la
radiacion recibida y por lo tanto, también cambiara su area o superficie eficaz de captura fotdnica (segin un
aspecto fisico del significado de la absortividad ya visto).

En otros términos, el valor numérico que tiene dicha absortividad en un punto determinado del
espectro, esta directamente relacionado con la longitud del citado médulo u ordenada al origen del gréfico
respectivo. Al efectuar un barrido zonal, se obtiene una sumatoria de los mismos, donde la propiedad que los
caracteriza porque es medible macroscépicamente, es la absorcidn de la radiacién dada por la propia
estructura quimica de la sustancia.

Si se modifica la concentracidn de una determina especie, cambiara la absorcién que la misma posee a
una determinada frecuencia o longitud de onda, pero en cambio la absortividad es siempre constante (es el
producto de su valor propio por la concentracién). De hecho cuando se representa la absorbancia en funcidn
de dicha concentracidn, la pendiente de la recta es Unica (siempre que se cumpla con Beer, obviamente).

CONCLUSIONES

La investigacidn logro recolectar una valiosa informacién experimental como asi también, una
articulacién desde el plano tedrico con respecto al significado de la absortividad. Su andlisis, desde distintos
aspectos y constantes relaciones, configura la base para futuras aplicaciones al desarrollo analitico. En suma, el
trabajo cumplio satisfactoriamente con el objetivo propuesto al principio y la hipdtesis fue confirmada por los
datos obtenidos en el laboratorio.
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RESUMEN

La cantidad de nutrientes de un alimento determinada por métodos quimicos no indica la utilizacién
por el organismo. Para ello, es importante tener en cuenta el concepto de biodisponibilidad que informa
acerca de “la proporcion del nutriente ingerido que puede ser digerido, absorbido y metabolizado o utilizado
por el organismo para los fines que le son propios”. Los nutrientes estadn sujetos a interacciones con otros
componentes de la matriz alimentaria o con los que se agregan en la fortificacidn de alimentos, con el objeto
de subsanar problemas nutricionales de elevada prevalencia a nivel regional o mundial. Esas interacciones
pueden modificarse durante el procesado y/o almacenamiento, afectando su digestibilidad, absorcion y/o
utilizacidn y, por ende, la biodisponibilidad. Los estudios de biodisponibilidad se dificultan por los mecanismos
homeostaticos del organismo. Las técnicas pueden emplear métodos in vivo (en animales de laboratorio o en
humanos, desde los clasicos estudios de balance hasta los mas sofisticados con isétopos estables) o estudios in
vitro, que varian en complejidad y costo. Sin embargo, dependen del nutriente considerado y no evalian en
todos los casos la totalidad de los factores que determinan la biodisponibilidad. De especial importancia son
los alimentos disefiados para grupos vulnerables, en los cuales es necesario calcular la cantidad a agregar a un
determinado alimento, asi como prever el impacto en la correccién del problema nutricional que se pretende
solucionar. Dada la complejidad del tema es necesario identificar los nutrientes y alimentos criticos en los que
es importante su evaluacion. Los minerales mas estudiados por la elevada prevalencia de su deficiencia son
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calcio, hierro y zinc, en los que una formulacién adecuada puede incrementar la biodisponibilidad mediante el
agregado de potenciadores de absorcidn, eliminacion de inhibidores y prevencién de interacciones negativas.

Palabras clave: Carbohidratos no digeribles, disponibilidad de minerales, osteoporosis, fibra

SUMMARY

The amount of a nutrient assessed by chemical methods in foods does not represent its real body
utilization. To this aim, the concept of bioavailability must be taken into account: it is the proportion of an
ingested nutrient that can be digested, absorbed and metabolized or utilized by the organism for specific
purposes. Nutrients are subjected to interactions with other components of the food matrix or those added to
fortify foods in order to correct nutritional problems of high prevalence at either regional or worldwide levels.
These interactions may change during processing and/or storing, thus affecting nutrient digestibility,
absorption and/or utilization, and hence bioavailability. Bioavailability studies are difficult to perform because
of body homeostatic mechanisms. Techniques may employ in vivo methods (in experimental animals or
humans, from the classical balance methods to the more sophisticated using stable isotopes) or in vitro
studies, which differ in complexity and costs. However, they depend on the considered nutrient and do not
evaluate in all situations all the factors involved in bioavailability. Of special importance are those foods
designed for vulnerable groups in which it is necessary to calculate the amount to add to a particular food as
well as to foresee the impact on the correction of the nutritional problem intended to be solved. Given the
complexity of the subject, it is important to identify the critical nutrients and foods in which this evaluation is
relevant. The most studied minerals, because of their high prevalence of deficit, are calcium, iron and zinc, for
which an adequate formulation may increase their bioavailability by means of the addition of absorption
enhancers, the elimination of absorption inhibitors and the prevention of negative interactions.

Key words: non-digestible carbohidrates, mineral availability, osteoporosis, fibre

INTRODUCCION

La cantidad de un nutriente presente en un alimento, determinada por métodos quimicos, no es
indicador de su utilizacién por el organismo, sino que es importante tener en cuenta el concepto de
biodisponibilidad, definida como “la proporcidn del nutriente ingerido que puede ser digerido, absorbido y
metabolizado o utilizado por el organismo para los fines que le son propios” [1]

Los nutrientes ingeridos no existen aislados en el alimento y estdn sujetos a interacciones con otros
nutrientes o componentes presentes naturalmente en la matriz alimentaria. El proceso digestivo debe permitir
su transporte a través de la mucosa intestinal, pero las interacciones de nutrientes con otros compuestos de la
dieta pueden modificar los procesos digestivos, inhibiendo o facilitando los procesos de transporte. Los
nutrientes absorbidos deben ser capaces de ser transportados hasta los distintos tejidos para ser utilizados por
el organismo y para que puedan participar en los procesos metabdlicos en los que son necesarios. Ademas, la
utilizacion depende de las interacciones en el organismo asi como del estado de nutricion del individuo lo que
implica que la biodisponibilidad representa la integracion de una interaccion entre la dieta y el individuo que la
consume [2]. Esas interacciones pueden modificarse durante el procesado y/o almacenamiento, afectando su
digestibilidad, absorcidn y/o utilizacion y, por ende, su biodisponibilidad.
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Por otra parte, el agregado de nutrientes a los alimentos es cada vez mas frecuente con el objeto de
subsanar deficiencias nutricionales de elevada prevalencia a nivel regional o mundial [3]. Para ello es de
primordial importancia conocer la biodisponibilidad del nutriente agregado con objeto de poder anticipar no
solo la cantidad que es necesario agregar a un determinado alimento, sino también prever el impacto en la
correccion del problema nutricional que se pretende solucionar.

Los principales factores que influyen en la biodisponibilidad figuran en el cuadro 1y se pueden
clasificar en: fisioldgicos, dependientes del sujeto y los dependientes del alimento [4].

Cuadro 1

Principales factores que influyen en la biodisponibilidad de nutrientes

Fisiologicos Alimentarios
Dependientes del sujeto Dependientes de la matriz alimentaria

»  Grupo etario »  Composicion de la matriz alimentaria
»  Estado nutricional del individuo »  Contenido intrinseco del alimento
»  Ingesta previa »  Forma quimica del nutriente
»  Eficiencia del proceso digestivo »  Presencia de otros componentes y/o sustancias
»  Tiempo de transito intestinal bioactivas
»  Situaciones especiales > Agregado de componentes extrinsecos: ej.
»  Enfermedades gastrointestinales Ingredientes, aditivos, fortificantes, etc.
»  Patologias diversas »  Procesado y/o almacenamiento

Para los minerales, el concepto de biodisponibilidad implica que éstos deben encontrarse en forma
soluble al pH del tracto gastrointestinal donde se realiza su absorcidn. Los ligandos capaces de formar
complejos solubles y absorbibles incrementan la biodisponibilidad mineral. Los mas efectivos son aquellos que
poseen una constante de estabilidad suficientemente elevada como para minimizar la interaccidn con posibles
ligandos de la matriz alimentaria capaces de formar complejos insolubles. Por otra parte, los mecanismos
homeostaticos del organismo inciden en parte en la amplitud de los rangos de absorcién de minerales y de
vitaminas, por factores de la matriz alimentaria o de la dieta. Entre otros factores, pueden mencionarse la
presencia del nutriente en estructuras resistentes al proceso digestivo y la asociacién intrinseca o interaccién
en el tracto gastrointestinal con otros componentes que disminuyen su absorcidn [1, 2, 4].

Dada la complejidad del tema es de importancia fundamental conocer cuales son los nutrientes criticos
para priorizar en qué tipo de alimentos es importante evaluar la biodisponibilidad [5-6]

NUTRIENTES PRIORITARIOS PARA DETERMINAR LA BIODISPONIBILIDAD

Los principales alimentos aportadores a la dieta de los nutrientes criticos deben ser los mas
controlados en cuanto a la incidencia de procesos, nuevos métodos de preservacion y nuevas formulaciones,
donde se recurre al reemplazo de materias primas tradicionales, con la consiguiente variacién en el aporte de
nutrientes y/o factores potenciadores o inhibidores de su biodisponibilidad. De especial importancia son los
alimentos destinados a grupos vulnerables, que consumen pocos alimentos (lactantes, ancianos y pacientes
hospitalizados que reciben alimentacion enteral o parenteral) en los cuales las materias primas, el procesado y

20



Rev. Farm. vol. 155 n21-2: 21-35 — VALENCIA-FERRER-PORTELA

el almacenamiento tienen gran importancia, sobre todo al nivel de proteinas y diversos micronutrientes. Otro
aspecto a considerar especialmente son los alimentos fortificados y enriquecidos, formulados para cubrir
requerimientos fisiolégicos particulares y en los que la formulacién y procesado pueden tener gran
importancia nutricional por su impacto en la biodisponibidad.

Los paises industrializados de Europa y los EEUU de Norte América presentan, actualmente, baja
prevalencia de enfermedades por deficiencias nutricionales. La mayoria de los adultos consume una cantidad
suficiente de una dieta variada que cubre sus requerimientos de energia y de macro y micronutrientes
esenciales. Sin embargo, existen grupos vulnerables (por ej. lactantes, individuos de tercera edad) en los que la
ingesta de ciertos nutrientes puede encontrarse a niveles riesgosos, presentdndose cada vez con mayor
prevalencia algunas deficiencias nutricionales, y sintomas clinicos de su deficiencia [7-8].

La metodologia empleada para la determinacidn de los alimentos prioritarios. Se basa en conocer la
disponibilidad promedio diaria para el consumo interno, "per capita", de los principales alimentos de la
canasta familiar, mediante el andlisis de las Hojas de Balance de Consumo aparente de alimentos, editadas por
FAO [9]. Pese a las fluctuaciones en la capacidad de compra, esa disponibilidad de alimentos basicos, en
Argentina, ha sufrido pocas modificaciones en las Ultimas décadas, observandose que el trigo constituye el
alimento principal de las dietas nacionales y las carnes en segundo lugar (tabla 1) [9] [10] .

Tabla1
Consumo aparente promedio diario de los principales alimentos que componen la canasta familiar, en
Argentina

1992-1994 ** FAO, afio 2000 # FAO, afio 2009#

g/dia/habitante g/dia/habitante g/dia/habitante
Harina de trigo 302 317 251
Carne de vaca 177 164 148
Carne de cerdo 16 22 22
Leche (leche fluida+lacteos) 539 606 530
Papas 139 135 96
Citricos 131 93 106
Azlcar 98 103 130
Manzana 35 40 37
Tomate 63 54 43
Pollo 48 77 92
Aceites 43 46 38
Huevo 17 39 30

** FAO, Hojas de Balance de Alimentos, Coleccidon FAO: Estadistica nimero 131, Roma 1996 Ref. 9.

# FAO, Hojas de Balance de Alimentos, Coleccién FAO, Roma 2000 y 2009 (ref 10).

Se consideran alimentos prioritarios aquellos que aportan, en total, hasta 80% de las Ingestas Diarias
Recomendadas (IDR) de los nutrientes criticos [5]. La transformacidn de alimentos consumidos a nutrientes se
ha realizado mediante el Programa SARA [11], basado en los datos de la Tabla de Composicién de Alimentos de
ARGENFOODS y la Base de Datos de LATINFOODS, teniendo en cuenta el consumo promedio de los alimentos
de la tabla anterior. La comparacién de la ingesta media diaria de los nutrientes con las ingestas diarias
recomendadas permite calcular la cantidad promedio de nutrientes disponibles para el consumo vy el
porcentaje de cobertura de las Ingestas Recomendadas para poblacion adulta [12]. En la Tabla 2 puede
observarse que los nutrientes probablemente deficitarios son: calcio, hierro, zinc y vitamina A, mientras que
de los demas habria disponibilidad de alimentos para permitir el consumo de cantidades adecuadas para
cubrir las IDR. En el caso de los nutrientes minerales criticos se destaca la importancia de determinar la
biodisponibilidad.
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Tabla 2
Ingesta promedio de los nutrientes prioritarios de Argentina y porcentaje de adecuacién de las Ingestas
Diarias Recomendadas del adulto

Nutrientes Ingesta promedio diaria “per capita” Porcentaje de las IDR
Calcio 775 mg* 78
Hierro 19mg & Variable segun
Zinc 16,5 mg biodisponibilidad
Vitamina A 410 pg 68-82 "
Tiamina 3,6 mg & 100
Vitamina C 69 mg 100
Riboflavina 2,2mg & 100
Niacina 18 mg 100
Folatos 1081 pg & 100
Proteinas 106 g 100
Energia 2544 Kcal 100

& Considerando la harina enriquecida con Fe, tiamina, riboflavina, niacina y acido fdlico.

# Segun las IDR de FAO para varones y mujeres.

Se debe tener en cuenta que la harina de trigo estd enriquecida en tiamina, riboflavina, niacina y acido
félico, por lo cual no se observa deficiencia de esas vitaminas.

Por otra parte, la Encuesta Nacional de Nutricion y Salud (ENNYS) de Argentina realizada en los afios
2004-2005, en nifios y mujeres entre 10 y 49 afios, proporciond, por primera vez, informacion representativa
para el total del pais, sus provincias y regiones geograficas [13]. Los resultados evidenciaron que, en el caso de
las mujeres, el calcio fue uno de los nutrientes mas criticos, con 94,3% de mujeres que presentaron una
ingesta menor a la IDR (de 1000 mg para este grupo), independiente de su localizacion geografica, situacién
socioecondmica o edad. En el caso de los nifios menores de 2 aflos 28% no cubrian la ingesta adecuada de este
mineral, mientras que en el grupo de 2 a 5 afos esta cifra llegaba al 45,6%. Esos resultados evidencian que el
calcio es uno de los nutrientes mas criticos en mujeres y nifios [13]. Otros nutrientes con alta prevalencia de
inadecuacién en el grupo de mujeres de 10 a 49 afios fueron las vitaminas A, C y By,. Para las embarazadas
varios son los nutrientes que por su elevado porcentaje de inadecuacién requieren especial atencidn: hierro,
calcio, vitamina A y zinc, entre los principales (Tabla 3).

Tabla 3
Porcentaje de individuos con ingesta inadecuada de energia, proteinas y nutrientes minerales. Total pais
[13]
Nifos y nifas Nifios y nifias Mujeres de 10
de 6a23 meses | de2ab5afos a 49 afios Embarazadas

Energia 31,7 29,1 57,8 64,3

Proteinas 3,3 0,90 19,0 29,1

Hierro 19,8 3,1 19,4 59,3

Calcio 28,0 45,6 94,3 88,5

Zinc 11,6 4,2 33,5 52,1
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Estos resultados tienen caracteristicas comunes a algunos trabajos previos publicados por diferentes
grupos de investigacion, evidenciando que los nutrientes conflictivos pueden variar segln el grupo poblacional
considerado [14]. En ellos deberan ser especialmente cuidados no sélo en sus aspectos cuantitativos sino en su
biodisponibilidad.

METODOS PARA DETERMINAR BIODISPONIBILIDAD DE NUTRIENTES

El concepto de biodisponibilidad de nutrientes, en nutricidn, es conceptualmente semejante al de
farmacos. Sin embargo, el estudio de su biodisponibilidad por los métodos farmacocinéticos clasicos es
complicado, entre otras cosas, por las concentraciones no farmacoldgicas en que se hallan en los alimentos,
por sus niveles enddgenos, por los procesos homeostaticos que tienden a regular las concentraciones dentro
de rangos muy estrechos y, para algunos nutrientes, por la falta de conocimientos sobre la cinética de
recambio y excrecidon y la posible formacién de compuestos bioactivos durante los procesos metabdlicos.

Las técnicas para su estudio pueden usar métodos in vitro o in vivo. Los métodos in vivo, pueden
utilizar animales de laboratorio o realizarse en humanos. En ambos casos, varian en complejidad y costo,
desde los clasicos estudios de balance hasta los mas sofisticados con isétopos estables. Sin embargo,
dependen del nutriente considerado y no evaltdan en todos los casos la totalidad de los factores que
determinan la biodisponibilidad [15].

Métodos in vivo en humanos o animales
Pueden basarse en:

1) Reversion de los sintomas de una deficiencia especifica evaluando la respuesta de una variable
fisiolégica: ej: test de regeneracion de hemoglobina en ratas anémicas, recomendado por AOAC,
evaluar la biodisponibilidad de compuestos de hierro utilizados como productos farmacéuticos y
aprobados por la FDA para ser utilizados en la fortificacion de alimentos [16].

2) Respuesta de los niveles en sangre y/o de la eliminacion por orina

3) Evaluacion de retencién corporal (estudios de balance, masa o is6topos)

4) Medida de la absorcidn aparente o real del nutriente en estudio determinado por métodos quimicos o
utilizando isétopos radioactivos o estables.

5) Captacion por tejidos de isotopos radioactivos o estables utilizando marcacion intrinseca o extrinseca
del alimento en estudio (Ej. lodo por tiroides)
La metodologia de balance se basa en determinar [17]:

Absorcién aparente = Ingerido () — Fecal (F)
Retencién neta = | — [F— U (urinario)- otras pérdidas]
Retencién verdadera = | — (F-Fm) — (U —-Um) - otras pérdidas

La Retencién verdadera indicaria la Biodisponibilidad, pero su validez estd cuestionada en muchos
casos cuando se determina en animales experimentales, por la dificultad de extrapolar los resultados al
humano, por multiples causas. No obstante es un método orientativo de gran valor en investigacién.

Los estudios de biodisponibilidad, fundamentalmente los relativos a micronutrientes, presentan una
gran variabilidad inter-individuos. De hecho, como se sefiala en el cuadro 1, existen gran nimero de factores

no relacionados a las caracteristicas del alimento que pueden influir en la proporcién de nutriente absorbido.
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Estos factores deben ser tenidos en cuenta en el disefio experimental, tratando de uniformar las condiciones
de los ensayos vy, de ser posible, utilizando patrones de referencia que minimicen las diferencias inter-
individuales. Mas aun, al formular alimentos para grupos vulnerables con requerimientos fisiolégicos
particulares o desdrdenes o enfermedades gastrointestinales deberian tenerse en cuenta al evaluar la real
biodisponibilidad que tendran los nutrientes en tales individuos

Algunos ejemplos de rangos de absorcidn fraccional de ciertos minerales permiten poner en evidencia
que el organismo no es una maquina completamente eficiente para hacer un uso maximo de los nutrientes
ingeridos. Entre los factores enddgenos son importantes el grado de saturacién de los depdsitos corporales, el
tamafio corporal y el estado fisiolégico del individuo [18].

Técnicas isotdpicas

Las técnicas isotdpicas pueden utilizar marcacién extrinseca o intrinseca. Las técnicas radioisotdpicas
en humanos estan siendo desaconsejadas y reemplazadas por las que utilizan isétopos estables. Estas ultimas
estan restringidas por su costo y requerimientos de equipamiento especiales. En el cuadro 1 se enumeran los
principales isdtopos utilizados en la evaluacién de la biodisponibilidad en humanos [15, 19].

Cuadro 1
Principales isétopos utilizados en la evaluacion de la biodisponibilidad mineral en humanos.
*  Radioactivos e Estables
*  Hierro: Fe > Fe *  Hierro:*'Fe > Fe
* Calcio: * ca*'ca * Calcio: ¥ ca*ca
. = Magnesio: 25Mg ® Mg
*  Zinc: ®Zn = Zinc:'zn "zn
. = Selenio "'Se
= Cobre *cu®cu = Cobre ®cu®cu

Métodos in Vitro

Los métodos in Vitro pueden referirse a métodos para determinar la absorcion o la biodisponibilidad
de nutrientes de naturaleza orgénica (como proteinas, vitaminas, aminoacidos) y métodos que, en el caso de
minerales, miden la solubilidad, la dializabilidad o la incorporacién de micronutrientes en cultivos celulares.

En el caso de los nutrientes minerales los primeros métodos se han basado en medir la solubilidad a un
pH similar al del estémago. Ej. En el caso del hierro se expresaba el resultado como Valor Bioldgico en relacion
a un compuesto de referencia como el sulfato ferroso.

Actualmente, uno de los métodos mas estudiados se basa en determinar la dializabilidad del elemento
en estudio. El método de Miller y col. [20], modificado por Wolfgor y col. [21] incluye una digestién enzimatica
gue simula el proceso fisioldgico en condiciones controladas de pH, la didlisis en un medio de pH regulado y la
posterior cuantificacion de los minerales en el dializado por espectrometria de absorcién atdmica. La
dializabilidad mineral (Dmineral) se expresa como porcentaje de cada mineral en el dializado en relacién a su
concentracidn en el digerido.

Dializabilidad % = (mg de mineral en el dializado/mg de mineral en el digerido) x 100

El aporte potencial de cada mineral (AP) en los distintos productos se establece teniendo en cuenta su

concentracion y dializabilidad.

Aporte potencial de cada mineral = ([mineral] x Dmineral %)/100
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FACTORES QUE CONDICIONAN LA BIODISPONIBILIDAD DE MINERALES

Entre los factores que influyen en la biodisponibilidad de minerales se pueden enumerar [22]: Forma
quimica: Ej: hierro: heminico/no heminico [23]; selenio: orgénico/inorganico

Solubilidad: entre los factores que afectan solubilidad de los minerales se incluyen la valencia, la
presencia de otras especies idnicas libres, la presencia de aniones que contienen O,

Formacién de complejos organicos/inorganicos: dependientes del peso molecular, afinidad, constantes
de estabilidad y solubilidad.

Presencia de compuestos que actiian como ligandos, formando compuestos de coordinacién, hidrdlisis
e hidratacion. Uno de los mas conocidos es el complejo fitato-calcio-zinc, extremadamente insoluble al
pH de la parte superior del intestino delgado donde se absorbe la mayor proporcidon del zinc.

Actividad redox de otros componentes del alimento

Interaccidon mineral-mineral [24]

Otras interacciones: ej. Flavonoides, etc.

En cuanto al efecto de los factores mencionados sobre la biodisponibilidad mineral es importante tener

en cuenta el concepto de inhibidores y potenciadores. En el cuadro 2 se enumeran los principales

potenciadores e inhibidores de la biodisponibilidad de minerales [25].

Inhibidores: ligandos que forman complejos insolubles, no absorbidos por su baja solubilidad y/o

elevada constante de estabilidad.

Potenciadores: ligandos que forman complejos solubles, absorbibles por formar complejos que por su

solubilidad y constante de afinidad permiten su transferencia a los receptores de la mucosa intestinal.

Cuadro 2
Inhibidores Potenciadores

> Fitatos: union a cationes formando » Acidos orgdnicos: citrico, ldctico, butirico,

compuestos de baja solubilidad (Zn, Fe, etc.,

Ca, Mg) >  Acido ascérbico (hierro)
> Fosfatos »  Proteina celular animal y amino dcidos
> Proteinas vegetalesy ldcteas (histidina, metionina)
> Polifenoles » Lipidos y algunos dcidos grasos;
> Complejos insolubles con Fe »  Carbohidratos: lactosa
> Fibra »  Prebidticos
> Acido oxdlico » Quelantes como EDTA
> Acidos grasos saturados de cadena larga

El acido fitico es un importante inhibidor del aprovechamiento de minerales, como hierro y zinc,

debido a la formacién de quelatos, que impiden su absorcidn a través de la mucosa intestinal [26].
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BIODISPONIBILIDAD DE CALCIO EN ALIMENTOS Y SUPLEMENTOS

El calcio es ionizado en el medio acido del estdmago, segun sus caracteristicas quimicas. En el intestino
interacciona con las secreciones digestivas y con los demas componentes de la dieta, formando complejos con
constantes de estabilidad y solubilidad dependientes del pH intestinal, que condicionan la absorcién. Los
factores que favorecen la solubilidad y la absorcidn son algunas proteinas, aminoacidos y péptidos, el acido
citrico, la lactosa y algunos otros compuestos que forman complejos solubles o modifican el pH intestinal. La
relacidn calcio/fésforo juega un papel muy importante en la absorcion del calcio ya que el exceso de fosforo
forma fosfatos de calcio de baja solubilidad. Los factores que disminuyen la absorcion del calcio por formacidn
de complejos insolubles son oxalato [27], fitato, acidos grasos de cadena larga, fluoruro, fosfato, componentes
de la fibra y cationes bivalentes que interaccidn por un mecanismo competitivo. El calcio que se mantiene
soluble en todo el intestino delgado es absorbido por diversos mecanismos y es incorporado al tejido éseo
conjuntamente con el fésforo formando la hidroxiapatita [28, 29]

Por dicho motivo, la evaluacién de la biodisponibilidad del calcio no es facil y se asume que la
absorcidn es sindnimo de biodisponibilidad [1]. La absorcién puede determinarse mediante metodologia de
balance o is6topos, radioactivos (*Ca, *’Ca, limitados a mujeres post-menopdusicas o varones adultos) o
estables (**Ca, **Ca), que se pueden utilizar en adultos jévenes, mujeres en edad fértil, nifios y adolescentes
Existen trabajos que determinan la absorciéon en ratas y otros que aplican la dializabilidad “in vitro”,
proporcionando resultados que se pueden considerar aproximados para extrapolarlos al humano. Algunos mas
recientes utilizando isétopos estables se han utilizado en nifios y adolescentes para medir absorciény
biodisponibilidad.

La absorcion en una dieta mixta, aplicando el método de balance, se considera que oscila entre 30-40%
en el adulto; aunque puede ser mayor en nifios y adolescentes [30]. En la figura se sefalan los valores
publicados por diversos autores acerca de absorcién de calcio de alimentos aislados, de dietas reales y .de
compuestos de calcio utilizados con fines farmacoldgicos o en la fortificacidon de alimentos. Como puede
observarse la absorcién de calcio, determinada con “*Ca en mujeres postmenopadusicas, arrojé resultados
entre 21y 26% para leche entera, leche chocolatada, yogur, suceddneos de la leche, queso y carbonato de
calcio [31].

La absorcidn de calcio en mujeres jovenes presenta un amplio rango, atribuido a la diferente cantidad
de grasa y de fibra en las dietas utilizadas [32].

Los cereales integrales y la soja contienen alta proporcion de fésforo, bajo la forma de fitato, que
disminuye la absorciéon de calcio. El efecto inhibitorio del fitato de la soja fue estudiado en mujeres normales,
utilizando soja, con alto o bajo contenido de fitato, intrinsecamente marcada con *Ca (30% vs 41.4%) [33]. Sin
embargo, algunas especies animales, como los rumiantes son capaces de hidrolizar los fitatos por poseer una
fitasa en la microflora intestinal, lo cual permite aumentar la biodisponibilidad del calcio y otros nutrientes
minerales. Este conocimiento se estd aplicando a nivel industrial para aumentar la absorcién de calcio en
algunos productos elaborados, agregando fitasas.

El efecto inhibitorio de la fibra sobre la absorcidn de calcio se ha atribuido al efecto del pH, baséandose
en estudios in vitro. Sin embargo, los estudios de absorcidn de dietas altas o bajas en fibra, en individuos
afiosos con aclorhidria, utilizando *’Ca y retencion de calcio en cuerpo entero, no evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas en relacion a individuos sanos (19.6 a 21% vs 26%) [34].

Por otra parte, algunos alimentos vegetales (e]. tubérculos) contienen carbohidratos complejos no
digeribles, como inulina y oligofructosa, denominados prebidticos, que estimulan el crecimiento de la
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microflora coldnica produciendo acidos grasos de cadena corta que favorecen la absorcidn de calcio. Esos
compuestos presentan también efectos inmunitarios beneficiosos sobre la salud en la prevencidn del riesgo de
enfermedades y estan siendo utilizados para el desarrollo de ciertos alimentos funcionales [35]

Por lo antedicho, los individuos lacto-vegetarianos son capaces de consumir calcio suficiente para
mantener la masa dsea si incluyen lacteos en su dieta y vegetales como col, raices y tubérculos, que presentan
una absorcién entre 41 y 65%, por contener baja cantidad de oxalato y substancias promotoras de la absorcién
[36,37]

Figura 1
Absorcion de calcio en suplementos y
comidas
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La leche humana presenta una dptima biodisponibilidad del calcio para el nifio lactante, por la
presencia de factores potenciadores de la absorcidn, con valores cercanos al 60%. [22, 38]. Sin embargo, la
absorcién del calcio es menor en los nifios alimentados con férmulas lacteas, por la diferencia cualiy
cuantitativa en su composicidn: tipo de acidos grasos, de proteinas y relacidn calcio/fésforo. Por ello, en las
formulas para lactantes, se debe modificar la relacidon agregando sales de calcio y tener en cuenta las fuentes
utilizadas de proteicas y de lipidos. Por dicho motivo se precisan mayores ingestas para lograr la misma
retencidn que en los nifios alimentados con leche materna. Por otra parte, en el caso de recuperacién de nifios
desnutridos puede llegar a 80% [22, 30, 39].

Existen otras fuentes de calcio no tradicionales que podrian aportar cantidades importantes. La cdscara
de huevo esta constituida en su mayor parte por carbonato de calcio, aportando cerca de 2 g de calcio/unidad.
La evaluacién de la absorcidn del carbonato de calcio en humanos y la absorcién del calcio de la cascara de
huevo, en ratas, muestra que la absorcion es elevada. La utilizacién de la cascara de huevo molida, con
tratamiento térmico que asegure la inocuidad microbioldgica, podria ser utilizada como un ingrediente de
diversos productos elaborados, en los que no altera las caracteristicas organolépticas, contribuyendo a
incrementar la ingesta de calcio [40, 41]

El amaranto es un cultivo americano actualmente revalorizado que aporta calcio entre otros minerales.
Sin embargo, la harina integral del grano, presenta factores antinutricionales en los tegumentos externos. La
evaluacion de la dializabilidad del calcio ha evidenciado que el proceso de fermentacidn del pan, sumado al

27



Rev. Farm. vol. 155 n21-2: 28-35 — VALENCIA-FERRER-PORTELA

agregado de fitasas y promotores de minerales podria ser favorable para mejorar la
biodisponibilidad mineral [42].

El consumo de maiz nixtamalizado constituye un aportador importante de calcio en las regiones donde
se lo consume habitualmente como Centro América [43]. En el norte argentino persisten habitos alimentarios
heredados de la cultura andina, que incluyen al maiz como un insumo culinario clave. Una de las formas de
consumirlo es bajo la forma de mote, que se prepara mediante la coccidén y remojado de los granos en una
solucion alcalina (cal o cenizas), lo que incrementa su contenido de calcio [44]. Otros alimentos tradicionales en
la regidn son los elaborados a base de harina de algarroba, fruto del algarrobo blanco (Prosopis alba), que se
caracteriza por un importante aporte de calcio [45].

BIODISPONIBILIDAD DE HIERRO EN ALIMENTOS Y EN SUPLEMENTOS

La deficiencia de hierro ocupa el tercer lugar entre las nutricionales y se estima que afecta al 30% de la
poblacién mundial [46]; su incidencia es mayor en los paises en vias de desarrollo, siendo los grupos mas
vulnerables los menores de 2 afios, embarazadas, adolescentes y mujeres en edad fértil. En América Latina
constituye, en general, la segunda carencia nutricional y la prevalencia puede alcanzar en ciertas poblaciones
infantiles mas de 80% [22]. Su principal causa es la baja ingesta y/o biodisponibilidad de hierro de la dieta,
asociada a la presencia de parasitosis intestinales, malnutricidn proteico-calérica o aumento de las
necesidades. La presencia en la dieta de componentes que afectan de modo variable la absorcidn del hierro
hace que la ingesta no se correlacione con la biodisponibilidad y utilizacion, pudiendo existir anemia
ferropénica pese a ingestas de hierro aparentemente adecuadas.

En base a métodos de balance y a la utilizacién de *°Fe en varones adultos se han establecido distintas
cifras de biodisponibilidad promedio en la dieta, segun los alimentos que predominen:

» baja (5 %): dietas a base de cereales como base de la alimentacidn (maiz, trigo integral, sorgo, etc.),
legumbres, raices y/o tubérculos, con cantidad despreciable de carnes, pescados y vitamina C. Son
predominantes en grupos de bajo nivel socio-econdmico de paises en vias de desarrollo.

> intermedia (10 %): dietas a base de cereales, raices y/o tubérculos, con consumo bajo de carnes,
pescados y vitamina C.

» alta (15 %): dietas variadas conteniendo cantidades generosas de carnes, pescados y vitamina C. Son las
tipicas de la mayor parte de la poblacién de los paises industrializados. En el caso particular de la dieta de
USA y Canadad o paises con dietas similares en cuanto al consumo de carnes la biodisponibilidad promedio
se ha comprobado que es de 18%. Sin embargo, pueden pasar a ser de biodisponibilidad intermedia por
aumento del consumo de inhibidores de la absorcion (café, té, etc).

Existen algoritmos para calcular la absorcién y biodisponibilidad de hierro en funcién de la composicién
de la dieta, teniendo en cuenta la presencia de factores inhibidores (fitato, calcio, polifenoles, proteinas de
soja y huevo), potenciadores (acido ascdrbico, aporte de carnes y Fe heminico) y estado nutricional (en funcién
de los niveles de ferritina sérica) [25]

En los productos elaborados a base de cereales, el efecto inhibitorio se observa tanto sobre el hierro
no heminico intrinseco como sobre el hierro de fortificacion, cuando se utiliza sulfato ferroso [47, 48, 49]. Aun
los derivados parcialmente degradados, tetra y penta fosfatos del acido fitico (y parcialmente el trifosfato)
forman complejos insolubles con hierro a un pH cercano a la neutralidad [50]. Por el contrario, en el caso del
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zinc, la defosforilacion del acido fitico a derivados mono a tetra fosfatos, resulta suficiente para evitar la
interferencia sobre la absorcién [51].

Alimentos fortificados con hierro

Una de las estrategias propuestas para combatir las deficiencias de micronutrientes consiste en la
fortificacién/enriquecimiento de alimentos y/o administracion de suplementos dietarios o hierro
farmacolégico. En esos casos es necesario elegir la fuente mds adecuada del nutriente a utilizar, y, en el caso
de alimentos, la formulacién y los procesados que optimicen su biodisponibilidad potencial.

Como ya se menciond, la biodisponibilidad depende de la matriz alimentaria y de la forma quimica del
nutriente a agregar. En el caso particular del hierro, es necesario tener en cuenta que muchas proteinas,
disminuyen la biodisponibilidad del hierro no heminico, excepto las proteinas celulares animales (carnes) que
la potencian (figura 2).

Figura 2 (adaptada de cita 52)
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Ciertos componentes de los vegetales como polifenoles y fitatos presentes en la fibra dietaria también
la disminuyen.

Existen ademas, diversas interacciones con otros minerales y con vitaminas con dispar influencia sobre
la biodisponibilidad, como por ejemplo los efectos positivos de la vitamina A sobre la utilizacidn del hierro y
fundamentalmente de la vitamina C, que es el potenciador mas efectivo conocido.

Por otra parte, es de suma importancia la forma quimica del hierro empleado para la fortificacién. En el
caso de los diversos compuestos que suelen emplearse existe una dicotomia entre su valor biolégico y su
reactividad que es muy particular: a mayor valor bioldgico (mayor biodisponibilidad), estos compuestos
poseen una mayor reactividad, es decir un mayor efecto prooxidante y, por ende, menor compatibilidad con el
alimento (Tabla 4). A la inversa, los compuestos de menor biodisponibilidad poseen mayor compatibilidad
desde el punto de vista organoléptico. Mas alla de los defectos organolépticos (color, olor, sabor y solubilidad),
puede haber cambios a nivel de las caracteristicas nutritivas del alimento (53).
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El agregado de fuentes de hierro de baja reactividad y baja biodisponibilidad no permite una
fortificacion efectiva. En la Ultima década se han realizado numerosas investigaciones para hallar nuevas
fuentes (quelatos como el glicinato férrico, EDTA-Fe) que posean buena biodisponibilidad en diferentes
matrices alimentarias y baja reactividad (54, 55, 56).

La matriz alimentaria y los procesos térmicos, fermentativos, etc. e inclusive las condiciones de
conservacion y duraciéon del almacenamiento del alimento influyen en la biodisponibilidad del hierro de
fortificacion.

Ademas, los polifenoles y taninos también son importantes inhibidores de la absorcion del hierro no
heminico, ya que forman compuestos insolubles (25). Ciertos cereales, como el sorgo rojo y el mijo africano,
pueden contener altos niveles de estos compuestos (53).

TABLA 4
Valor biolégico relativo y compatibilidad con el alimento de fuentes de Fe usadas en la
fortificacion

Compuestos listados V.B.R. Reactividad
En el Code of Federal Regulation
Sulfato ferroso 100 Alta
Citrato férrico amoénico 107
Citrato de hierro-colina 102
Gluconato ferroso 97
Fumarato ferroso 95
Lactato ferroso -
Fe elemental (electrolitico) 38-76* 5-20**
Fe elemental(reducido) 18-54* 5-20**
Fe elemental 64-69*
(proceso carbonilico) 5-20%*
Pirofosfato férrico 45
Pirofosfato férrico sédico 14 Baja
Fosfato férrico 3-46 Compatibilidad alta

V.B.R.(valor bioldgico relativo)
*Valores determinados en ratas **V.B. en humanos con método doble isotdpico

Como ya se menciond, en Argentina se enriquece la harina de trigo con sulfato ferroso en una
concentracién de 30 ppm desde el afio 2003, a consecuencia de la promulgacién de la ley 25.630, en la que se
establece ademas el enriquecimiento con vitaminas B, B,, niacina y acido félico.

En los alimentos fortificados presentes en el mercado se observan diversas fuentes de hierro, aparte
del sulfato ferroso, entre ellos el fumarato ferroso, hierro elemental y glicinato férrico/ferroso (57).
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BIODISPONIBILIDAD DE ZINC EN ALIMENTOS Y EN SUPLEMENTOS

La biodisponibilidad del Zn depende de factores exdgenos y endégenos. Dentro de los exdgenos o
dietarios la cantidad de Zn en la dieta, las proteinas, el calcio y el acido fitico condicionan la cantidad de Zn
absorbido.

La fermentacion puede causar la hidrdlisis del fitato (inositol hexafosfato) a inositoles fosfatos de
menor tamafo. El pan no fermentado contiene mayor cantidad de fitato que el pan fermentado y la omisién
del proceso de fermentacion es uno de los factores asignados como responsables de la deficiencia de zinc en
Irdn y Egipto (22, 58). Esta hidrdlisis mejora la absorcién del zinc y del hierro no heminico. El alcance de la
reduccion de la concentracion de fitato varia durante la fermentacion; a veces el 90% o mds puede eliminarse
por fermentacidn, por ejemplo en maiz, sorgo y soja (59).

El efecto inhibitorio del acido fitico puede superarse no sélo a través de su degradacion, sino también
con el agregado de promotores de la absorcién (60). En panes elaborados con harina de trigo y de amaranto se
observé un incremento significativo de la disponibilidad de hierro y zinc con el agregado de acido citrico y
fitasas (42).

Aspectos de importancia en la preparacion y formulacion de alimentos

La biodisponibilidad de los nutrientes agregados en los alimentos es, por lo tanto, de suma importancia
si se quiere realizar un enriquecimiento efectivo.

La fortificacién de alimentos requiere el cumplimiento de requisitos minimos para que su
implementacién logre las metas nutricionales deseadas. Los criterios generales enunciados por el Food and
Nutrition Board de la National Academy of Sciences para llevar a cabo la fortificacién/enriquecimiento de
alimentos son:

. Comprobacién de que la ingesta de un nutriente esta por debajo del nivel deseable en las dietas de un
numero significativo de personas.

. El alimento a fortificar, elegido como vehiculo, debe ser consumido en cantidades que aseguren un
aporte significativo y constante en las dietas de las poblaciones que presentan una ingesta insuficiente
del nutriente en cuestion.

. La fortificacién no debe crear desequilibrio de nutrientes esenciales.

. Los nutrientes agregados deben ser fisioldgicamente disponibles en el alimento fortificado.
. El alimento fortificado debe ser estable en condiciones de almacenamiento y uso normales.
. Existe seguridad razonable de que no ocurra ingesta excesiva o efectos adversos.

Se debe tener en cuenta que la formulacion y el procesado pueden influir en forma positiva en la
biodisponibilidad de los minerales (59). Por ejemplo:

. En el proceso de molienda de cereales se elimina fibra (fitatos, taninos);

. En los procesos de extrusion se produce degradacion de fitatos;

. En los procesos fermentativos y de germinacion hay degradacion de fitatos por accion de las fitasas.

. El proceso mecanico de golpear es utilizado para remover el salvado y/o el germen de los cereales.

Este proceso reduce en parte el contenido de fitatos cuando estos estdn localizados en la parte
externa de la aleurona (arroz, sorgo, trigo) o en el germen, en el caso de maiz, aumentando de esta
manera la biodisponibilidad del hierro, zinc y calcio. Sin embargo, el contenido total se reduce
simultdneamente.
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El remojado reduce el contenido total de fitatos en las harinas de maiz y arroz, ya que estan
almacenados en una forma relativamente soluble en aguay, por lo tanto, se remueven por difusion

La adicién de fitasas resulta Util para incrementar la biodisponibilidad de minerales. Estudios recientes
han mostrado que la absorcidn de hierro y zinc puede incrementarse mediante la reduccion del acido
fitico, ya sea a través del agregado de fitasas a trigo, maiz, arroz y avena (61) o por medio del uso de
variedades de maiz que lo contienen en baja proporcion (62, 63, 64).

Sin embargo, en los cereales con altas concentraciones de taninos la actividad de las fitasas esta
inhibida produciendo una fermentacion menos efectiva (65).

Como se menciond previamente, la preparacidn de la tortilla de maiz por nixtamalizacién involucra el

tratamiento con agua de cal, que deriva en un importante aumento del aporte de calcio a la dieta habitual

(58); sin embargo, su biodisponibilidad estaria disminuida por el fitato presente. Estudios de Hambidge y otros

(66) mostraron un incremento significativo de la absorcidn de calcio en tortillas preparadas con una variedad

de maiz de bajo contenido en fitatos.

Otras opciones para optimizar la biodisponibilidad mineral incluyen: reducir la ingesta de polifenoles,

gue son abundantes en té, café y mate; aumentar la ingesta de promotores de la absorcién del hierro no

heminico y del zinc, como acido ascérbico; incluir productos animales en las comidas, que promueven la

absorcion del hierro y el zinc proveniente de los alimentos vegetales.

Una formulacion adecuada puede incrementar los nutrientes biodisponibles a través no sélo de la

fortificacién, sino también de la incorporacién de potenciadores de absorcién, la eliminacién de inhibidores y

la prevencién de interacciones negativas (67).
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RESUMEN

Las recomendaciones actuales de las metas nutricionales de macronutrientes se dirigen no sélo a
disminuir los riesgos de desnutricidn, sino también los riesgos de desarrollo de enfermedades crénicas no
transmisibles, relacionadas con la alimentacidn. Los prebidticos, ingredientes no digeribles de los alimentos,
estimulan el crecimiento y actividad de bacterias intestinales beneficiosas para la salud. Su fermentacion
coldnica, produce acidos grasos de cadena corta, que provocan disminucién del pH cecal, aumentando la
solubilidad y absorcion minerales en el colon, como el calcio. El conocimiento de los fundamentos cientificos
sobre composicion, biodisponibilidad y efectos sistémicos (parametros bioquimicos, mineralizacidn dsea, etc)
de carbohidratos no digeribles en los alimentos de mayor consumo permitira disefiar alimentos funcionales
gue proporcionen beneficios nutricionales en la prevencidn de enfermedades crdnicas no transmisibles,
relacionadas con la alimentacion. Se necesita conocer en profundidad los cambios que se producen, a fin
poder seleccionar la opcidn mas saludable. La mayor parte de la informacidn de estos productos esta basada
principalmente en los diferentes tipos de ingredientes que integran las mezclas, pero es necesario conocer los
estudios que sustentan su funcionalidad. Si bien en nuestro pais no hay legislacién especifica sobre alimentos
funcionales, las autorizaciones de los mismos, exigen comprobacion de su efectividad. Por lo tanto, esos
conocimientos resultan imprescindibles a la hora de rotular y aplicar alegaciones de sus beneficios saludables,
a la luz de las nuevas reglamentaciones, nacionales e internacionales del tema, para la comercializacion de los
mismos.

Palabras clave: Carbohidratos no digeribles, disponibilidad de minerales, osteoporosis, fibra
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ABSTRACT

The recommendations regarding macronutrient nutritional goals are addressed, at present, not only to
reduce the risk of malnutrition, but also the risk of development of chronic noncommunicable diseases (NCDs)
related to food. Prebiotics, non-digestible ingredients of foods and stimulate the growth of beneficial intestinal
bacteria activity for health. Colonic fermentation produces short chain fatty acids, which causes decrease cecal
pH which increases the solubility in the colon and thereby facilitate the absorption of minerals such as calcium.
The update of concepts on the subject and review of work on composition, bioavailability and systemic effects
(biochemical parameters, bone mineralization, etc.) of non-digestible carbohydrates in foodstuffs consumed,
will increase the knowledge of the scientific foundations of the benefits nutritional therefore. They need to
know in depth the changes that occur in order to choose the healthier option. At present the information for
these products is mainly based on the different types of ingredients that make up the mixtures, but these
products often lack of studies that support its functionality, which goes beyond the mere quantification of
their components Although our country there is no specific legislation on functional foods authorizations
thereof, require verification of their effectiveness. This is essential when it comes to label and apply health
benefits claims, in light of the new regulations, national and international issue.

Key words: non-digestible carbohidrates, mineral availability, osteoporosis, fibre

Abreviaturas:

CHO: Carbohidratos

ECNT: Enfermedades crénicas no transmisibles
GOS: Galactooligosacaridos

FOS: Fructooligosacaridos

FD: Fibra dietaria

g: gramo

GP: grado de polimerizacién

PM: peso molecular

AGCC: acidos grasos de cadena corta
FS: fibra soluble

FlI: fibra insoluble

Ca: calcio

INTRODUCCION

Las recomendaciones de las metas nutricionales de macronutrientes se dirigen, en la actualidad, no
solo a disminuir los riesgos de desnutricion, sino también los riesgos de desarrollo de enfermedades crénicas
no transmisibles (ECNT) relacionadas con la alimentacion (1).

La reunion de expertos FAO/OMS, en 2007, sobre carbohidratos en la nutricion humana acordé que su
consumo minimo debe ser de un 55 % de las calorias totales, aporte calérico que debe corresponder
principalmente a carbohidratos (CHO) complejos de lenta digestidn. Esta recomendacidn enfatiza el consumo
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de alimentos que cumplan con esta condicidon y se distancian del marco conceptual que consideraba a todos
los CHO complejos como poseedores de propiedades fisioldgicas similares En consecuencia, los alimentos altos
en almidones poco digeribles adquieren una relevancia especial, ya que contribuyen a cumplir las metas
nutricionales, junto a otras recomendaciones mas especificas, como son disminuir el consumo de azucares
simples y aumentar el de fibra dietética (2).

ALIMENTOS FUNCIONALES:

La definicién propuesta indica que “un alimento puede considerarse funcional si se demuestra
satisfactoriamente que ejerce un efecto beneficioso sobre una o mas funciones selectivas del organismo,
ademads de sus efectos nutritivos intrinsecos, de modo tal que resulte apropiado para mejorar el estado de
salud y bienestar, reducir el riesgo de enfermedad, o ambas cosas” (3).

Los Alimentos Funcionales, disefiados especialmente con componentes pueden contribuir de manera
especifica y positiva, promoviendo un efecto fisiolégico mas alld de su valor nutritivo tradicional. De alli el
interés en la busqueda de nuevas fuentes como ingredientes en el desarrollo de alimentos que aporten estas
caracteristicas (4).

Los polisacaridos que integran la fibra dietaria pasan por el intestino delgado sin ser degradados, pero
en el colon pueden ser fermentados por las bacterias coldnicas y ejercer diversos efectos fisioldgicos que
dependen de la interaccién con dichos microorganismos.

El avance de estudios sobre propiedades y nuevas fuentes de fibra, se ha visto favorecido por el
desarrollo de nuevas metodologias analiticas que permiten la identificacion de nuevos compuestos
indigeribles, como los prebidticos.

FIBRA Y PREBIOTICOS: ESTRUCTURA Y METODOS DE DETERMINACION

Los prebidticos se definen como el ingrediente alimentario o parte de él (no digerible) que posee un
efecto benéfico para el organismo receptor, estimulando el crecimiento selectivo y/o actividad de una o de un
numero limitado de bacterias en el colon y que confiere beneficios para su salud (5).

Es por ello el interés de formular productos de consumo amplio con agregado de fibra dietética.
Dentro de este grupo, los oligosacaridos no digeribles constituyen componentes funcionales con efectos
prebioticos. Entre ellos podemos destacar:

Fructanos: son polimeros de la fructosa que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza
en plantas, algas, bacterias y hongos. Sin embargo, su conocimiento ha sido escaso debido a la dificultad de su
determinacidn analitica. En los vegetales se almacenan como CHO de reserva en distintos érganos como hojas,
raices, tubérculos, rizomas y frutos. A los fructanos se les adjudican otras funciones fisiolégicas, ademas de las
de reserva, frente al predominio del almiddn, que cumple ese objetivo en un mayor numero de especies. Se ha
sugerido que contribuyen a la estabilidad de proteinas y membranas durante el proceso de desecacién,
reemplazando la capa de hidratacién. Esta funcidn puede estar relacionada con la flexibilidad estructural que
poseen los fructanos, que los hace Unicos entre todos los polisacaridos

Inulina y fructo-oligosacaridos (FOS): son los fructanos mas estudiados desde el punto de vista
nutricional y tecnolégico. Ambos se diferencian por el grado de polimerizacién de las mezclas de polimeros
gue contienen, que es entre 2 y 60 para la inulinay entre 2 y 10 para los FOS. Estan formados por una
molécula de sacarosa a la que se unen sucesivas moléculas de fructosa por enlaces B 2—>1 o 26,
resistentes a la hidrélisis de enzimas del tracto digestivo humano, enzimas del tracto digestivo humano,
llegando intactos al colon. De este modo, los fructanos son considerados parte de la
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fibra dietaria (FD) (6) Industrialmente, la inulina se extrae en agua caliente de la raiz de la achicoria (Cichorium
intybus) y los FOS se obtienen por hidrdlisis de la inulina mediante una endo-inulinasa o por sintesis a partir de
sacarosa, por medio de la fructosil-transferasa de origen fungico. (6).

El analisis de los fructanos ha cobrado gran interés debido a la importancia que han adquirido estos
compuestos desde el punto de vista de la salud y, como consecuencia, en la industria de alimentos para
cumplir las exigencias legales de rotulacion nutricional, en el que se incluye la declaracién del valor energético,
proteinas, grasas, CHO y FD, de la que los fructanos forman parte de la fraccion soluble. Por otra parte, es
importante el andlisis de vegetales para la busqueda de nuevas fuentes de fructanos. Existe muy poca
informacidn sobre su contenido en las plantas, ya que su identificacién, su separacion y su cuantificacidon
tradicionalmente han sido incompletas y tediosas. La variedad de estructuras, fuentes y factores que pueden
afectar dicha conformacién, dificulta en gran medida el hallazgo de un método adecuado. En general, se
acepta que el mejor camino es la hidrdlisis de los polimeros y la subsiguiente medicién de los compuestos
generados, de modo que los resultados estaran influidos por la eficacia de la metodologia e instrumental con
la que se separan y miden ().

La aparicion de nuevas fuentes de fibra, que no son determinadas por el método oficial, ya que por su
bajo PM son solubles en alcohol, como los oligosacaridos no digeribles, ha llevado al desarrollo de nuevos
métodos, como el de McCleary y otros (2000) que desarrollaron un método enzimatico-colorimétrico que ya
cuentan con su aceptacion por parte de la AOAC (Método AOAC 999.03) y que se han incorporado en el Codex
Alimentarius (7).

EFECTO SOBRE LA FUNCION INTESTINAL

La microbiota del intestino humano contiene de 10*°a 10" microorganismos/g de heces, en su mayoria
anaerobias y sacaroliticas, y su composicion depende de las caracteristicas individuales del intestino y de la
dieta consumida.

Los prebidticos actian como sustrato de fermentacidn de estas bacterias probidticas modulando la
composicion de la microbiota intestinal estimulando, en el intestino grueso, el crecimiento y actividad de
bacterias lacticas como las bifidobacterias y lactobacilos, que inhiben otras especies con potencialidad
patogénica como Escherichia coliy Clostridium perfringens (8).

Como productos finales de la fermentacién se forman gases y acidos organicos. Estos corresponden a
acidos grasos de cadena corta (AGCC), tales como lactato, acetato, propionato y butirato (9). La produccion de
AGCC a nivel del colon disminuye el pH intestinal incrementando la solubilidad de minerales como calcio (Ca),
hierro (Fe) y zinc (Zn), lo cual favorece su absorcion (9).

Estos cambios se asocian a un aumento del peso del ciego, produciendo hipertrofia de la pared cecal. A
través de estos cambios se podria monitorear la modificacion de las poblaciones microbianas (10).

Todos los estudios coinciden en sefialar una disminucidn significativa (p<0,05) en el pH del contenido
del ciego como consecuencia de la administracidn de prebidticos a la dieta. Ohta y col (11), observaron que la
administracion de un 5% de GOS (galactooligosacdridos), rafinosa o FOS a la dieta de ratas disminuyd
significativamente (p<0,05) los valores del pH del contenido del ciego (5,62, 5,54 y 5,24, respectivamente)
frente al grupo control (6,88). Estos cambios no solo dependen del tipo y concentracidén de prebidticos
administrada, sino también de la concentracién de Ca en la dieta.

39



Rev. Farm. vol. 155 n21-2: 40-44 — WEISSTAUB-ZULETA

Chonan y Watanuki (12) encontraron que el pH del contenido del ciego en las ratas fue de 5,6 cuando
se les administré un 5% de TOS (transgalactooligoscaridos) y que el pH fue de 5,3 con un 10% de TOS.
Respecto al contenido en Ca, estos mismos autores describieron que el consumo de un 5% de GOS en una
dieta con bajo contenido de Ca (215 mg Ca/100 g) dio lugar a un menor pH del contenido del ciego (5,80) en
comparacién al pH alcanzado (6,04) por el grupo alimentado con una dieta con contenido normal en Ca (2.150
mg Ca/100g).

Rémésy y col. (13), en ratas alimentadas con una dieta con 300 mg/100 gy otra con 800 mg/100 g de Ca
enriquecidas con inulina al 15%, también encontraron que el pH del grupo alimentado con la dieta con menor
cantidad de Ca fue significativamente (p<0,05) inferior (5,30) al otro grupo (5,9).

Lopez y col (14) no observaron diferencias significativas en el peso de la pared del ciego utilizando como
fuente de hidratos de carbono el almidén resistente y no resistente.

Campbell y col. (15) empleando otros oligosacaridos no digeribles, tampoco encontraron diferencias
significativas con el peso de la pared del colon respecto al grupo control en las ratas alimentadas con dietas
con un 6% de celulosa, FOS u oligofructosa.

Como conclusidén del efecto de los prebidticos sobre los parametros medidos en el ciego de las ratas se
observé un valor de pH del contenido del ciego significativamente inferior (p<0,05) al del grupo control, y el
peso del ciego significativamente (p<0,05) mayor a la del grupo control.

Otros investigadores también han demostrado un mayor peso cecal y grosor de la pared cecal peso
causados por FOS en comparacién con una dieta con ninguna fibra (16).

La modulacién en la actividad del colon juega un rol esencial no sélo para el mantenimiento de la
salud, sino para reducir el riesgo de enfermedades. También se considera que los prebiéticos modularian la
funcidén de la barrera intestinal y participarian en fendmenos de inmunidad (17).

PREBIOTICOS Y CALCIO

El calcio es parte estructural de huesos, dientes y tejidos blandos, encontrandose implicado en muchos
de los procesos metabdlicos. El esqueleto adulto contiene entre 1000-1200 g y se requiere aproximadamente
1 g/ dia para mantener esos niveles en el organismo adulto.

El Ca se mueve a través del intestino de dos maneras diferentes: transcelular (transporte activo y
pasivo) y paracelular (18) y de acuerdo a distintas experiencias ambas rutas se verian favorecidas por el
consumo de prebidticos. Se postula que la fermentacion de prebidticos produciria un incremento del
transporte activo de Ca por diversos mecanismos que involucran, tanto un acoplamiento directo entre el
transporte de Cay la entrada de AGCC al colon, como la activacién de la expresion génica de diversas proteinas
involucradas en la unién y secuestro mucosal de Ca (19) lo que aumenta la biodisponibilidad del mismo, que se
define como ”la porcidn del nutriente de una comida o dieta que es absorbida y utilizada para cumplir las
funciones que le son propias”, y es un aspecto fundamental en un estudio nutricional.

Las pérdidas obligatorias en adultos sedentarios con dietas mixtas oscilan entre 160-240 mg/d y el
calcio total del organismo, resulta del balance entre la ingesta y la excrecidn tanto intestinal como urinaria (20,
21, 22).

La masa 6sea depende de factores que no pueden ser modificados como la edad, sexo, altura, genética
y raza, y factores que si pueden serlo como estado hormonal y estilo de vida que incluye el habito de fumar,
consumo de alcohol y dieta.

La deposicion ésea de calcio ocurre desde la infancia hasta alcanzar el pico de masa ésea que varia
entre los 20-35 afios de edad. Desde los 20-40 afios la masa ésea se mantiene estable en ambos sexos y
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posteriormente comienza a declinar, especialmente en las mujeres, en las cuales al disminuir la produccién de
estrégenos durante la menopausia, se encuentra estimulada la resorcién ésea.

La deficiencia crdénica de calcio es la resultante de una ingesta disminuida o una pobre absorcidn, lo
cual puede conducir a una disminucion de la masa dsea y osteoporosis, la cual se define como pérdida de la
masa y arquitectura del hueso que puede conducir a fragilidad dsea y fracturas. La osteoporosis ha sido
definida por OMS (Organizacién Mundial de la Salud) como la 22 causa de problemas de salud después de las
enfermedades cardiovasculares (23, 24, 25).

El desarrollo del maximo pico de masa dsea durante el crecimiento y la reduccidn de la resorcién dsea
durante la tercera edad, son las dos principales estrategias para prevenir la osteoporosis, ya que existen
evidencias experimentales que muestran una asociacion positiva entre ingesta de calcio y densidad de la masa
Osea en todas las etapas de la vida.

En las mujeres desde los 50-65 afios se triplica el remodelamiento esquelético, causa que contribuye a
la fragilidad dsea. La nutricion es un factor importante en el desarrollo y mantenimiento de la masa dsea (26,
27) ya que una ingesta alta de calcio durante la postmenopausia y vejez, reduciria el remodelamiento a valores
premenopdusicos y mejoraria la fuerza dsea antes de que haya cambios en la masa del hueso (28).

La ingesta recomendada actualmente propuesta para el adulto, varia entre los 1000-1300 mg/dia, y se
basa en estudios de balance que estiman cual seria la retencién que habria que estimar para llegar a la
maxima reserva osea (29).

El hombre primitivo obtenia una ingesta de 2.000-4.000 mg/d de fuentes vegetales y el organismo
habia desarrollado estrategias para protegerse de una ingesta excesiva de calcio (30). Actualmente con la dieta
occidental, hay un 30% de la poblacién que ingiere una dieta deficiente en este mineral, ademas, con la edad
la absorcidon se vuelve menos eficiente, y aun si la ingesta es adecuada puede existir una absorcion disminuida
0 una excrecion aumentada (31).

La correccién de la deficiencia de calcio en la dieta de diversas poblaciones ha sido llevada a cabo
mediante las siguientes estrategias: cambios en la conducta alimentaria de la poblacién incrementando el
consumo de alimentos ricos en calcio, fortificacion de alimentos o ingesta de suplementos. Estas estrategias
no siempre son sencillas de llevar a cabo, por lo cual la absorcién de calcio puede llegar a ser un factor critico
para disponer del calcio biodisponible para el crecimiento y mantenimiento dseo. De todo esto se infiere que
el principal objetivo nutricional para prevenir la osteoporosis es disponer de suficiente calcio biodisponible
para optimizar el potencial genético y por ello es que existe la necesidad de identificar componentes o
ingredientes funcionales de los alimentos que puedan incrementar su absorcion.

La absorcidn del Ca se produce en un 90% en el duodeno, yeyuno e ileon, mientras que el 10% restante
se lleva a cabo en el colon (32). Este proceso coldnico se lleva a cabo a través del intestino de dos maneras
diferentes: transcelular (transporte activo y pasivo) y paracelular, y de acuerdo a lo que relata la bibliografia,
ambas rutas se verian favorecidas por el consumo de prebidticos.

Tanto en modelos animales como en estudios en humanos, se han encontrado evidencias de los
efectos de los prebidticos sobre el aumento de la absorcién y retencién de calcio (10).

El efecto de los prebidticos sobre la absorcién de minerales ha sido muy estudiado (33) tal como se
sefiald anteriormente; la disminucién del pH del colon por la fermentacién y la produccién de acidos grasos de
cadena corta junto con el aumento en la concentracion de la proteina calbindina en el colon se han propuesto
como hipdtesis para explicar este efecto (34).

Esta disminucién del pH intestinal, produce un cambio en la forma idnica del Cay aumenta su
solubilidad. Este proceso también incrementa la absorcidn pasiva paracelular, proponiéndose que este tipo de
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absorcidén estaria aumentado debido a la estimulacién de la apertura de las uniones estrechas de la mucosa,
proceso que ocurre a través de la condensacion de los microfilamentos de actina, via una miosina quinasa de
cadenas livianas. Por otro lado, también estaria aumentado el intercambio de los protones intracelulares (H")
por los cationes de Ca ** luminales o extracelulares, con un efecto neto de aumento de la absorcidn pasiva.

El butirato producido por la fermentacién prebidtica aumentaria el transporte activo debido a la
estimulacién de la sintesis cHONANde Calbindina —D 28k y del receptor de la 25-OH vitamina D mediado por el
butirato. (35)

Ademas de aumentar la biodisponibilidad de calcio, se ha demostrado en ratas que la alimentacién con
FOS incrementa la concentracidn de calcio en el hueso y mejora la estructura dsea (35). También se ha
demostrado en ratas en crecimiento que la inulina eleva el contenido mineral y la densidad ésea (36).

Los estudios realizados dan una evidencia promisoria de que los FOS aumentarian la absorcién de no
solo de calcio, sino también de magnesio y hierro en humanos (37).

Weisstaub et al estudiaron la correlacidn entre fermentacién y absorcién de calcio en dietas
adicionadas con diferentes fuentes de fibra en varios tipos de modelos en animales. Uno de los modelos se
diseiid con ratas adultas ovariectomizadas para simular la menopausia y evaluar la recuperacién dsea y otro se
realizd en ratas en periodo de crecimiento. En el modelo menopdausico se estudiaron ratas alimentadas con
dieta control, durante 60 dias, con dietas conteniendo fructanos (FOS) y otro con polidextrosa, mientras que
en el modelo de crecimiento se compararon animales control con grupos alimentados con dietas conteniendo
fructanos, polidextrosa y pan adicionado con fructanos (FOS).La concentracién de fibra en las dietas
experimentales fue del 10%, salvo en el caso de la polidextrosa en el cual la concentracion fue del 5% para
evitar la aparicion de heces diarreicas. Durante los ultimos cinco dias de la experiencia se recogieron las heces
y se estimaron los consumos para calcular la absorcién aparente de calcio, mientras que a tiempo final se
removid el ciego, registrandose el peso y pH del contenido cecal. También se estimo la retencidn de calcio por
métodos densitométricos. En ambos modelos, los resultados obtenidos mostraron que en las ratas
alimentadas con dietas contienendo FOS al 10% o polidextrosa al 5% se observé un incremento del peso del
ciego de un 25-32%, en comparacion con ratas alimentadas con la dieta de control, acompafiado por
disminucion del pH cecal. Estos datos obtenidos evidencian una clara relacion entre los prebidticos contenidos
en una dieta, la fermentacion coldnica y la absorcidn de calcio, y que el método utilizado para su evaluacién,
constituye una herramienta util para el estudio de estos ingredientes funcionales, de modo de poder
caracterizarlos a fin de incorporarlos en alimentos en el marco de una alimentacién mas saludable (38)

Los trabajos analizados en esta revision, confirman la importancia de la ingesta de este tipo fibras
prebidticas, que al ser incorporadas en la dieta, provocan cambios beneficiosos tanto en la composicién como
en la actividad de la microbiota, que se traducen en un aumento de la absorcién de calcio. Este incremento en
la biodisponibillidad de calcio ha demostrado su efectividad en la prevencién de la osteoporosis.

En nuestro pais la variedad de estos productos esta basada principalmente en los diferentes tipos de
ingredientes que integran las mezclas, pero estos productos a menudo carecen de estudios que sustenten su
funcionalidad, que va mas alla de la mera cuantificacién de sus componentes. Se necesita conocer en
profundidad los cambios que se producen, a fin poder seleccionar la opcién mas saludable.
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RESUMEN

Las mezclas nutricién de parenteral son una terapéutica esencial para el cuidado y tratamiento de los
pacientes, ya que representan una de las mas complejas férmulas farmacéuticas preparadas, segin
prescripcion médica, por los farmacéuticos en el hospital o en centros de mezclas privados. Su administracion
endovenosa, requiere cuidados especiales con respecto a las dosis de sus componentes, la esterilidad,
compatibilidad y estabilidad de la mezcla final.

Se ha demostrado que algunos de los componentes individuales utilizados para preparar nutricién
parenteral contienen, como contaminantes, microminerales esenciales zinc, cobre, cromo, selenio, manganeso
y molibdeno, que provienen de contaminacidn no prevista, dificil de evitar y controlar por parte de la industria
durante el proceso de fabricacidon de los componentes. Las cantidades presentes varian segun el tipo de
fabricante, componente analizado, lote, fecha de vencimiento, etc. Esa contaminacién contribuye a que las
cantidades reales de las mezclas sean superiores a las prescriptas por el médico, pudiendo comprometer la
evolucidn del paciente critico. Estudios realizados en Argentina han evidenciado contaminacion con Zny Cu en
diversos componentes, con valores variables, segln el fabricante y el lote de cada producto. La dextrosa y los
lipidos presentaron las mayores cantidades de zinc y cobre. Asimismo, las mezclas de nutricidn parenteral de
prescripcion habitual alcanzan concentraciones de zinc y cobre superiores a las prescripciones, que no traerian
inconvenientes en pacientes adultos clinicamente estables, pero serian perjudiciales en aquellos con
enfermedades inflamatorias, insuficiencia renal, alteracion hepatica, colestasis, neonatos y nifios. En
Argentina, los componentes individuales utilizados para elaborar Nutricién Parenteral no declaran en las
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etiquetas los oligoelementos contaminantes. Seria aconsejable solicitar su declaracién en el rétulo para evitar
tanto las deficiencias como los excesos, que pueden comprometer la evolucién del paciente grave,
fundamentalmente, en Neonatologia y Pediatria.

Abreviaturas: NP: Nutricién Parenteral

ZINC AND COPPER CONTENT IN INDIVIDUAL COMPONENTS USED TO
PREPARE H PARENTERAL NUTRITION MIXTURES

SUMMARY

Parenteral nutrition is an essential therapeutic of patient care and treatment, which represents one of
the most complex pharmaceutical formulations daily prepared at the hospital or private Health Centres. Their
intravenous delivery to the central circulation requires continuous scrutiny, particularly with regard to the
components’ doses, sterility, compatibility and stability of the final admixture. It has been found that individual
commercial solutions used to prepare parenteral nutrition formulas could be contaminated with essential
micro minerals such as zinc, copper, chromium, selenium, manganese and molibdene, not intended to be
present in the products. Concentrations vary significantly between types of components, manufacturers and
between lots of the same manufacturer. Potential sources of contamination could be packaging,
manufacturing methods and impurities in the chemicals constituents used to produce the component
solutions. Zn and Cu were found as contaminants, in individual component solutions available in Argentina
used to prepare nutrition parenteral mixtures.They were present at variable levels and were not declared on
the label. Dextrose and lipid solutions presented the highest amount of zinc and copper. Therefore, the total
parenteral mixtures prepared with the analyzed solutions must have had an excess of zinc and copper in
relation to that prescribed by the physician. Conclusions: the usually prescribed total parenteral nutrition
mixtures must have had a zinc and copper amount higher than the prescribed one according to international
recommendations. The actual dose administered would be safe in patients without complications, but it would
be harmful in renal failure, hepatic compromise or colestasis mainly in pediatric patients. It would be advisable
to declare the true content of zinc and copper on the label, with the aim to avoid deficiencies and excesses
which would compromise the evolution of critical patients.

INTRODUCCION

La nutricién parenteral (NP) es una terapéutica de efectividad bien documentada para el cuidado y
tratamiento de los pacientes graves, que ha sido considerada uno de los principales avances de la medicina del
siglo pasado, posibilitando la sobrevivida de muchos pacientes criticos.

Las mezclas de NP son una de las mas complejas formulaciones farmacéuticas preparadas, segun
prescripcion médica, por los farmacéuticos en el hospital o en centros de mezclas privados. Su administracion
endovenosa, requiere cuidados especiales del equipo de profesionales de la Salud con respecto a la
administracion, las dosis de sus componentes, la esterilidad, compatibilidad y estabilidad de la mezcla final [1].
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Los individuos hospitalizados y ambulatorios en los cuales la ingesta oral es imposible o
desaconsejable, peligrando el mantenimiento de su vida, deben recibir “Terapia o Soporte Nutricional”, que
propone tres alternativas terapéuticas indicadas por los médicos dentro del dmbito hospitalario publico o
privado: Nutricion Enteral (NE), Nutricion Parenteral (NP) o Nutricion Mixta: enteral y parenteral [2,3]. En esas
alternativas terapéuticas, no solamente es importante aportar las calorias necesarias, cubrir el requerimiento
de macronutrientes organicos (proteinas, hidratos de carbono y grasas) e inorganicos (sodio, potasio, calcio,
magnesio, cloruro, fésforo), sino que es indispensable cubrir las necesidades de los micronutrientes esenciales:
vitaminas (hidrosolubles y liposolubles) y microminerales (zinc, cobre, manganeso, cromo, selenio, molibdeno,
etc), imprescindibles para el mantenimiento de la vida. Si alguno de ellos no fuera aportado correctamente en
la nutricién endovenosa podria ser causa de serias consecuencias para la recuperaciéon de los pacientes y
deficiencias muy graves, incluso la muerte.

Los componentes individuales utilizados en la elaboracién de mezclas para Nutricion Parenteral, en
Argentina, no contienen oligoelementos declarados en las etiquetas, salvo aquellos que los aportan
especificamente. Sin embargo, se ha demostrado que algunos de estos componentes contienen, como
contaminantes, microminerales esenciales que aportan cantidades extras de zinc, cobre, cromo, selenio,
manganeso y molibdeno. El grado de contaminacién y toxicidad potencial dependen de la naturaleza del
mineral, su abundancia y disponibilidad en el medio, el estado molecular especifico y las condiciones
fisicoquimicas de la mezcla (pH, potencial redox, presencia de aniones y cationes, etc. [4]. Esos minerales
provienen de contaminacion no prevista, muy dificil de evitar y controlar por parte de la industria durante el
proceso de fabricacidn de los componentes. Las cantidades presentes varian segun el tipo de fabricante,
envase, componente analizado, lote, fecha de vencimiento, etc. Esa contaminacion puede presentarse con
cierta frecuencia en los componentes individuales que provee la industria farmacéutica y podrian
comprometer la evolucién del paciente critico [5, 6, 7].

Existen numerosas fuentes de contaminacién de la industria farmacéutica entre las que se pueden
citar:

> Impurezas metalicas (hierro, cromo) a partir del uso de reactores de acero
> Impurezas en mezclas vitaminicas: cobre

» Cromo, cobre, hierro, manganeso, zinc y otros microminerales: en diversos medicamentos
y materiales farmacéuticos (aspirina, dipirona y paracetamol).

» Cromo: en polietileno y polipropileno usado en envases para preparaciones parenterales y
oftalmicas.

En consecuencia, tanto los laboratorios fabricantes, como los profesionales farmacéuticos
responsables de su produccidn y control de calidad, deberian controlar periédicamente el contenido de esos
elementos contaminantes en los productos utilizados en la preparacion de las mezclas de NP, ya que aun en el
caso de los esenciales proporcionarian cantidades extra en relacion a las prescriptas.

MICROMINERALES ESENCIALES: RECOMENDACIONES SOBRE LAS DOSIS EN LA NP

El reconocimiento de la esencialidad de algunos oligoelementos o micronutrientes minerales, ha sido
posible gracias al avance de la Quimica Analitica Instrumental, que ha permitido su deteccidén y cuantificacién
mediante métodos de sensibilidad adecuada. Por tal motivo, ha sido en la segunda mitad del siglo XX cuando
se acumularon evidencias acerca de la esencialidad de diversos elementos minerales y la identificacién de
problemas nutricionales relacionados con sus deficiencias o excesos. Los oligoelementos o micro minerales
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considerados esenciales en el humano, segun el criterio de esencialidad propuesto en el afio 1996 por un
Comité consultivo formado por la Organizacién Mundial de la Salud, la Organizacién de Alimentos y Agricultura
y la Agencia Internacional de Energia Atémica (WHO-FAO-IAEA), son: cobre, cromo, hierro, manganeso,
molibdeno, zinc, selenio, yodo y fluoruro [8]. Existe otra categoria constituida por minerales cuya esencialidad
ha sido reconocida en fecha reciente o es discutida. Se denominan ultratraza, por estar presentes en el
organismo en cantidades del orden del miligramo (mg), microgramo (pg) o nanogramo (ng). Sus funciones son
objeto de estudio actual y el avance en el conocimiento depende de la sensibilidad de los métodos de
deteccion. Hasta la fecha se han incluido: boro, niquel, silicio, vanadio y arsénico [9].

Cada elemento esencial tiene al menos un rol importante que cumplir dentro del organismo y un rango
dentro del cual se mantiene la homeostasis [10]. En relacidn a la administracidn de minerales esenciales por
via intra venosa existen cifras recomendadas por sociedades cientificas internacionales, basadas en las
cantidades requeridas para la prevencidon de los estados de deficiencia. Sin embargo, las cifras son variables y
controvertidas, debido a que los criterios utilizados estan en permanente revisién en relacion al avance de los
conocimientos sobre las funciones, mecanismo bioquimico de accién y efectos de la deficiencia y exceso [11,
12]

En funcidn de esos conocimientos, desde 1979, se agregan zinc, cobre, cromo, manganeso, molibdeno
y selenio en las formulas de Nutricion Parenteral (NP). El iodo y fldor, si bien son esenciales, no suelen incluirse
dentro de las recomendaciones de las sociedades cientificas, aunque se agregan en algunos productos
multitraza para la preparacion de la NP [13]. El hierro es un micromineral esencial pero se aconseja no
agregarlo a las formulas, debido a su incompatibilidad [14].

Los documentos mas recientes acerca de las recomendaciones para esos nutrientes fueron publicados
por ASPEN 2004 [15] y se resumen en la Tabla I.

TABLAI
Recomendaciones para la suplementacidn diaria con elementos traza
de las formulaciones parenterales [15].

Neonatos Nifios Adolescentes
Elementos/dosis Pretérmino| A término Adultos*
Hasta 3 kg 3-10kg >10kg | >40 kg
(ng/kg/d)
Cromo 0,05-0,2 0,2 0,14-0,2 5-15 ug/d 10-15 pg/d
Cobre 20 20 5-20 200-500 pg/d 0,3-0,5 mg/d
Manganesot 1 1 1 40-100 pg 60-100 pg/d
Selenio 1,5-2 2 1-2 40-60 ng 20-60 ng/d
Zinc 400 50-250 50-125 2-5mg 2,5-5 mg/d
Molibdeno 1 0.25 0,25 Hasta 50ug/d 50 pg/d
loduro 1ug/d 1pg/d 1pg/d No hay acuerdo
Hierro No se agrega rutinariamente
Fluoruro No hay recomendaciones

*Rangos estandar basados en las pérdidas normales de individuos sanos.

# El nivel de contaminacién en los componentes de las férmulas de PN pueden contribuir
significativamente a la administracidn total. Las concentraciones en suero deben ser controladas cuando se
administran por tiempo prolongado.

# La recomendaciéon de elementos traza no puede ser alcanzada con un Unico producto de soluciones
pediatricas de multiples elementos traza. Sélo con la utilizacion de productos individualizados de elementos
traza se pueden alcanzar las cifras recomendadas.
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Por otra parte, ASPEN ha publicado recomendaciones provisionales sobre cifras acerca de dosis
maximas de zinc, cobre, cromo, manganeso, selenio y molibdeno, teniendo en cuenta trabajos en los que se ha
comprobado su exceso.[16].

Los efectos adversos y recomendaciones de dosis mdximas de suplementacion diaria con algunos de
los elementos traza en las formulaciones parenterales son:

Cromo: se aconseja no superar en neonatos y nifios 5 pg/d, basandose en observaciones de dermatitis,
ulceras en piel, carcinoma broncogénico, cuando se han administrado cantidades superiores. [17].

Manganeso: el exceso produce hipermanganesemia y neurotoxicidad, cuando las cantidades
administradas superan 50 ug/d en neonatos y nifios y 60 ug/d en adultos [18, 19, 20, 21, 22].

Selenio: es un oligoelemento muy discutido. En NP se aconseja no superar 100 pg/d [23, 24, 25], pero
existen algunos trabajos publicados con cantidades entre 500 y 1600 pg/d en pacientes internados en terapia
intensiva. [26].

Molibdeno: el exceso produce Hiperuricemia y deficiencia de cobre [27].

Zinc: el exceso produce hipocupremia, microcitosis, neutropenia, function immune alteracion o
supresion de la respuesta inmune y deterioro del estado nutricional con respecto al cobre y al hierro. Se
aconseja no superar 5 mg/d, aunque pacientes con quemaduras severas pueden requerir hasta 12-17 mg/d
para compensar las pérdidas. [28, 29, 30].

Cobre: el exceso produce nauseas, vomitos, diarrea, oliguria, dafio renal, necrosis hepatica, dafio
neuroldgico, muerte. También se ha evidenciado interaccién con zinc, hierro y molibdeno, deterioro del estado
nutricional con respecto al zinc y al hierro y disminucién de la actividad fagocitica de los polimorfonucleares.
Se debe tener especial cuidado en pacientes con nutricidn parenteral que presenten colestasis o compromiso
hepatico [31, 32, 33]. Por lo tanto, se recomienda el seguimiento de los pacientes, determinando los niveles de
hierro sérico y ceruloplasmina y en el caso de pacientes con quemaduras y colestasis ajustar las dosis segun las
necesidades. [30].

CONTAMINACION CON MICROMINERALES ESENCIALES: ZINC Y COBRE

El zinc y el cobre son micronutrientes minerales esenciales que regulan numerosos procesos
metabdlicos y cuya deficiencia produce anormalidades fisioldgicas y estructurales [12, 28,29].

En las mezclas de nutricion parenteral se ha demostrado en forma indiscutible la funcion del zinc en el
crecimiento y desarrollo de los neonatos y nifios. En prematuros o ninos que reciben NP, el balance positivo de
zinc es un requisito esencial para lograr la respuesta anabdlica y completar la maduracién. Por ello es
imprescindible administrar zinc en las férmulas en cantidad adecuada a los requerimientos de cada paciente
[34].

La deficiencia de cobre fue detectada por primera vez en 1972 en un nifio que recibia NP [35] y mds
tarde fue evidenciada por otros autores en 1978 [36]. Los sighos mas importantes de deficiencia de cobre son
neutropenia y anemia microcitica hipocrémica, que no responde al tratamiento con hierro. Otras
manifestaciones clinicas de la deficiencia severa son: desmineralizacién esquelética, despigmentacion del
cabello, palidez en la piel, aneurismas vasculares, anormalidades en el sistema nervioso central, retardo del
crecimiento, hipotonia e hipotermia [37].

Las sociedades cientificas internacionales indican cifras variables de estos oligoelementos, debido a
que los requerimientos en pacientes criticos, con determinados estados patoldgicos son controvertidos. En
relacion al zinc y cobre en las Tabla Il y Il se comparan las recomendaciones de AMA (American Medical
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Association), ASPEN (American Society for Parenteral and Enteral Nutrition) y ESPEN (European Society for

Parenteral and Enteral Nutrition).

Tabla ll

Comparacion de las dosis de zinc y cobre para pacientes pediatricos con NP, recomendadas por diferentes

Sociedades Cientificas

SOCIEDADES CIENTIFICAS

Zinc (ug/Kg/d)

Cobre (ug/Kg/d)

AMA, 1979 [34] 100-300 20
ASPEN, 2004 [15] 50-250 20
American Society for Clinical Nutrition, 1988 [38] 400 (pretérmino)
250 (término) 20
50: (Nifios)
Dosis habituales en Argentina 300 - 500 20

En la Tabla lll para pacientes adultos observamos que mientras para AMA la recomendacién mdaxima
de cobre es 1,5 pug/d para ASPEN es 0,5 i/d, la tercera parte. En el caso del zinc el maximo para ESPEN es 6.5

mg/d y para AMA es 4 u/d, 62 % menos.

Tablalll

Comparacion de las dosis de zinc y cobre para pacientes adultos con NP, recomendadas por diferentes

Sociedades Cientificas

Sociedades Cientificas Zn (mg/d) Cu (mg/d)
AMA, 1979 [34] 2,5-4,0 0,5-1,5
ESPEN, 2000, 2002 [39,40] 3,2-6,5 03-13
ASPEN, 2004 [15] 2,0-5,0 0,3-0,5
Prelack O, 2001 [41]
En pacientes criticos, no superar 50 pg/Kg/d Hasta 0,5 mg/d
Dosis habituales en los centros de Argentina 50-12 1,0-1,5

Como se menciond anteriormente las cifras son controvertidas, debido a que los criterios utilizados
estdn en permanente revisién. Una de las discrepancias se debe a que diversos trabajos [7, 42, 43] han
demostrado que los componentes que se utilizan para preparar las mezclas de NP suelen estar contaminados
con elementos traza, como zinc y cobre, que no estan declarados en los rétulos de los productos, resultando
cantidades extra administradas en relacién a las tedricas del protocolo de elaboracién, segin lo prescripto por
el médico [45]. Por consiguiente, es de suma importancia conocer el contenido real de zinc y cobre en los
componentes individuales y en las férmulas de NP, con objeto de modificar los aportes en funcion de las
necesidades. De este modo se podrian evitar tanto las deficiencias como los excesos, que pueden
comprometer la evolucion del paciente grave. Segun Pluhartor y col. el exceso hallado (con respecto a la
concentracion del rétulo) podria deberse a una cantidad extra como practica intencional de la industria, con
objeto de evitar pérdidas durante la elaboracion.

En Argentina se estudiaron 75 productos correspondientes a 20 componentes de diferentes lotes
pertenecientes a productos provistos por Laboratorios nacionales e internacionales (Rivero, Fresenius, Baxter,
BBraun, FADA y Roux Ocefa) cuyos resultados se observan en la Tabla IV.
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Tabla IV
Cantidad de zinc y cobre hallado como contaminacién de los componentes individuales para preparar NP
(promedio, desvio estandar y rangos)

Componente

Zinc (ug/mL)

Cobre (ug/mL)

Dextrosa 70%

0,86+1,05

1,07+2,09

Aminodacidos infantil 10%

0,08+0,11 (0- 0,24)

0,45+0,13 (0,27 - 0,56)

Aminodacidos adultos 10%-11,5 %

0,230,40 (0- 1.10)

0,12+0,21 (0 - 0,58)

Cloruro de potasio 0 0
Cloruro de sodio 20% 0,19+0,09 (0,09 -0,32) 0
Sulfato de magnesio 25% 0,0240,02 (0—-0,04) 0
Sulfato de manganeso 0,06+0,04 (0,03- 0,08) 0
Cloruro de cromo 0,04+0,03 (0,02-0,06) 0
Acido selenioso 0,06 +0,03 (0,02-0,11) 0
Molibdato de amonio 0.02 0
Vitaminas pediatricas 0 0

Vitaminas adultos

0,02+0.03 (0-0.05)

0,00+0,01 (0-0.71)

Agua estéril

0

0

Gluconato de calcio

0,21+0,62 (0 — 1,86)

0,20+0,32 (0—0,71)

Lipidos 20% MCT/LCT

1,54+1,01 (0,39 - 2,52)

0,68+0,48 (0,18 - 1,16)

Lipidos 20% LCT

1,2340,91 (0,4 - 2,2)

0,69+0,63 (0,18 —1,48)

En los productos de Argentina no presentaron cantidades detectables de zinc ni de cobre en el agua
estéril, ni en las soluciones de cloruro de potasio y las vitaminas infantiles. Sin embargo, se encontraron
cantidades apreciables de zinc en 13 de los componentes analizados y de cobre en 7 de ellos. Las soluciones de
lipidos y de dextrosa, que se utilizan en mayores volumenes, presentaron las mas altas concentraciones, tanto
de zinc como de cobre, con gran variabilidad segun los lotes y fechas de vencimiento de los productos.

Estos resultados presentan algunas similitudes y diferencias con los publicados por Pluhator et al.,
quienes estudiaron sélo 7 componentes, encontrando contaminacidn con zinc y cobre en los aminodcidos y en
el agua estéril (mas de 1ug/L de zinc) [7].

Por otra parte, como puede observarse en la tabla V, las soluciones individuales de sulfato de zinc
(n=6), en relacion al rétulo presentaron cantidades diferentes a las declaradas [43]. Todas las soluciones de
sulfato de cobre (n=6) presentaron menos de lo declarado. Ademas, 2 soluciones de sulfato de zinc

presentaron contaminacién con cobre y todas las soluciones de sulfato de cobre presentaron contaminacién
con zinc.
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Tabla V
Cantidad declarada y contenido real de zinc y cobre en las soluciones de sulfato de zinc ® y de sulfato de
cobre ® (promedio, desvio estandar y rangos)

Producto/Componente ZINC (ug/ml) COBRE (pug/ml)
Sulfato de zinc ® Declarado en rotulo
1000 | 0
Encontrado
1122+ 171 (904 - 1402) 0,07+0.13 (0-0,30)
Sulfato de cobre ® Declarado en rétulo
0 | 400
Encontrado
1,41+ 0,66 (0,07 — 1,81) | 360 + 27 (329 — 396)

CONTENIDO DE ZINC Y COBRE EN FORMULAS ESTANDAR

Con los datos obtenidos, se calcularon las cantidades reales de zinc y de cobre que tendrian las mezclas
usuales de NP destinadas a: un neonato de 1,2 kg de peso a un nifio de 10 kg de peso y a un adulto de 60 Kg.
En las figuras 1a y 1b se ha representado, considerando los resultados promedio encontrados, el porcentaje
de exceso de zinc y de cobre, respectivamente, que aportarian dichas férmulas en relacién a la prescripcién.

Figura1a
Distribucion del porcentaje de Zn administrado en las NP en
relacién al prescripto
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Figura 1b
Distribucion del porcentaje de cobre administrado en las NP en
relacién al prescripto
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La practica habitual en Argentina para férmulas de NP en pediatria (neonatologia y nifios) es utilizar
soluciones individuales de sulfato de cobre y de sulfato de zinc, que permiten manejar dosis mayores o
menores segln los requerimientos particulares de cada paciente.
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FORMULAS DE NEONATOLOGIA

El recién nacido presenta condiciones fisioldgicas especiales que implican elevadas necesidades
metabdlicas tanto si es un nacido a término como si es de bajo peso o prematuro. Por ello, es sumamente
importante cubrir los requerimientos especificos de cada uno de los macro y micronutrientes: aminodcidos,
lipidos, glucosa, electrolitos (sodio, potasio, fosfato, cloruro, magnesio), acetato, calcio, zinc, cobre,
manganeso, cromo, selenio y molibdeno y vitaminas [40, 45].

Se debe tener en cuenta que el 75% del contenido corporal de zinc y cobre, en el recién nacido a
término, es transferido al feto a partir de la semana 30 de gestacion. Por lo tanto, los nacidos pretérmino
deben recibir de inmediato estos oligoelementos en cantidad adecuada para cubrir las necesidades y para
replecionar los depdsitos [9, 46,47].

El Comité de Expertos de la Asociacion Médica Americana considera que debido a la falta de reservas
de zinc en los nifios prematuros se deben administrar 300 pg/kg/d y 100 pg/kg/d para nifios nacidos a término
[34]. Friel et al [27] observaron la vulnerabilidad a la deficiencia de zinc en nifios de muy bajo peso al nacer
que recibian una formula preparada con solo 40 pg/kg/d. Deficiencias moderadas de zinc se manifiestan con
problemas de piel, pérdida de cabello, diarrea y retardo de crecimiento, asociado a una disminucidn del factor
de crecimiento insulina simil IGF1 (/nsulin-like growth factor type 1), antes de que puedan ser detectadas
bioguimicamente [48].

El contenido real de zinc en una NPT preparada para un neonato de 1,2 kg de peso considerando el
rango de los resultados encontrados, seria entre 3 y 61% mayor al prescripto. En el caso del cobre, el
contenido real administrado podria llegar a mas de 4 veces el prescripto (7% a 426%).

FORMULAS DE PEDIATRIA

El contenido real de zinc en una NPT preparada para un nifio de 10 kg de peso, considerando el rango
de los resultados encontrados, seria entre 5 y 89% mayor al prescripto, cantidades de zinc que no serian
excesivas en relacion a las dosis que pueden producir toxicidad.

En el caso del cobre, dado el amplio rango del contenido de cobre encontrado en los componentes
individuales, el contenido real administrado seria entre 7% y 365% superior al prescripto, cantidades que
deberian ser tenidas en cuenta en casos de NPT prolongada.

FORMULAS DE ADULTOS

El exceso promedio tedrico del contenido real de zinc y cobre, en relacion al prescripto, en una NP
preparada para un adulto de 60 kg de peso, considerando los resultados promedio encontrados, seria de 31-
32% de exceso para el zincy de 65-68% para el cobre segun se utilicen soluciones individuales de sulfato de
zinc y sulfato de cobre o soluciones de elementos multitraza. Teniendo en cuenta los rangos encontrados, la
dosis de zinc administrada podria ser casi el doble de la prescripta mientras que en el caso del cobre Ia
cantidad administrada podria alcanzar a casi 4 veces la prescripta.

Estos resultados tedricos se corroboraron en otro estudio realizado en Argentina [44, 49], en el que se
determinaron los niveles de zinc y de cobre en las 132 mezclas administradas a adultos y elaboradas en un
Centro de Mezclas, con objeto de realizar el seguimiento clinico y bioquimico de pacientes adultos criticos y
ajustar las dosis en funcién de los requerimientos, para evitar las deficiencias y los excesos. En las figuras 1a'y
1b se ha representado la distribucidn de las formulas de NP segln el porcentaje real de zinc
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y de cobre en relacidn a la cantidad prescripta por el médico. [43, 44].

Como puede observarse en la figura 1a sélo el 6% de las NP se ajustaron a la prescripcion de zinc, 2%
contenian menor cantidad (< del 90%) y el 92% restante de las NPT alcanzaron valores hasta 5 veces
superiores a la cantidad prescripta (entre 111y 513 %).

En la figura 1b se ha representado la distribucidn de las NP segun el porcentaje de cobre administrado
en relacién ala cantidad prescripta por el médico. El 11% de las NP se ajusto a la prescripcién de cobre; 4%
contenian una cantidad inferior y el 85% restante de las NPT alcanzaron valores hasta 7,5 veces superiores a la
cantidad prescripta (entre 111y 750%).

Se debe tener en cuenta que la concentracién final de zinc y cobre en las mezclas de NP representa la
suma de la cantidad prescripta por el médico mas la proveniente de la contaminacién de cada uno de los
componentes provistos por la Industria Farmacéutica para la preparacion de la NP.

Las mezclas de NP preparadas en Argentina, contienen habitualmente un exceso de zinc y cobre en
relacidn a lo prescripto [43]. Las cantidades encontradas de zinc no serian excesivas, en relacidn a las dosis que
pueden producir toxicidad, tanto en la férmula para neonatos como para nifios sin embargo, deberian ser
tenidas en cuenta en casos de NP prolongada. El exceso de cobre debe ser considerado fundamentalmente en
pacientes que presenten colestasis o compromiso hepatico [31, 32, 33]. Esos niveles serian elevados en el caso
especifico de algunos pacientes criticos y deben ser evitados en pacientes con alteraciones hepaticas. En esos
casos el médico suele suprimir en la prescripcién la incorporacion de cobre, lo cual ha dado lugar a casos
publicados de deficiencia severa con anemia, neutropenia y trombocitopenia, incluso con enfermedad
cardiaca progresiva con hipertensién portal y muerte del paciente luego de 19 dias de NP sin este
micronutriente (37, 38). Por este motivo se recomienda disminuir la dosis de cobre, pero no suprimirla,
excepto en casos de insuficiencia hepatica.

CONCLUSIONES

Los componentes individuales utilizados en la elaboracién de mezclas para Nutricion Parenteral,
contienen, como contaminantes, microminerales esenciales que aportan cantidades extras de zinc, cobre,
cromo, selenio, manganeso y molibdeno. Las cantidades presentes varian segun el tipo de fabricante, envase,
componente analizado, lote, fecha de vencimiento, etc. Esa contaminacidn podria comprometer la evolucién
del paciente critico.

En los componentes individuales estudiados y en las mezclas preparadas para pacientes adultos, en
Argentina, se comprobd que las dosis administradas superaban a las calculadas en base al nivel de
contaminacion hallado. Estos resultados eran esperables puesto que no se ha estudiado la contaminacién en la
totalidad de los componentes individuales utilizados en la preparacién de las mezclas de NP.

Las cantidades encontradas de zinc y cobre no traerian inconvenientes en pacientes clinicamente
estables. Sin embargo el exceso de zinc podria producir efectos adversos en pacientes con enfermedades
inflamatorias o insuficiencia renal. En el caso del exceso de cobre, se debe tener especial cuidado en neonatos
y en niflos con alteracién hepatica o colestasis. Estos minerales provienen de contaminacién no prevista y muy
dificil de evitar y controlar por parte de la industria durante el proceso de fabricacién de los componentes. En
consecuencia, tanto los laboratorios fabricantes como los farmacéuticos, responsables de su produccién y
control de calidad, deberian controlar periédicamente el contenido de zinc y cobre de los productos utilizados
en la preparacion de las mezclas de NPT.
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Seria aconsejable solicitar su declaracién en el rétulo para evitar tanto las deficiencias como los

excesos, que pueden comprometer la evolucién del paciente grave, fundamentalmente, en Neonatologia y

Pediatria.
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RESUMEN

La magnitud global de la resistencia a los antimicrobianos de uso clinico es alarmante adquiriendo una
dimension destacada en paises de desarrollo intermedio quienes suelen ser cuantitativamente los mas
afectados por la emergencia de mecanismos de resistencia dado el acceso a tratamientos con antibidticos de
reserva pero una pobre vigilancia o empleo no riguroso de medidas de contencidn de la resistencia.

En este trabajo se realizara una revisién sobre las estructuras genéticas movilizables, que si bien no son
esenciales para las bacterias, aportan genes adicionales que le permiten una mejor adaptacidon a ambientes
hostiles.

El intercambio de genes de resistencia entre las bacterias permite equipar a un microorganismo
sensible a antibiéticos con un verdadero arsenal de mecanismos de resistencia, incluso en un Unico evento de
intercambio. La transferencia horizontal de genes de resistencia entre bacilos gram negativos es debida en
gran parte a plasmidos (mas o menos promiscuos) y a los elementos transponibles e integrones que pueden
formar parte del o de los replicones presentes en estos microorganismos.

Los integrones son plataformas genéticas que han despertado gran interés desde el punto de vista
clinico ya que algunos de ellos vehiculizan genes de resistencia a los antimicrobianos. Estan formados por un
fragmento que codifica una integrasa (intl) seguido por una secuencia attl, sistema que permite la captura de
los genes en casetes (que codifican para diferentes mecanismos de resistencia). Se habla, en general, de
integrones “moéviles” a aquellos asociados a secuencias de insercidn, transposones y/o plasmidos conjugativos,
gue en su mayoria median mecanismos de resistencia, y “super” integrones, de localizacién cromosémica con
grandes arreglos de genes en casetes.

Palabras clave: plasmido, transposdn, integron, gen en casete
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SUMMARY

Antimicrobial resistant microorganisms are an alarming problem worldwide, gaining remarkable
importance in moderately developed countries which are usually quantitatively more affected by their
emergence.

In this paper we conduct a review about mobile genetic structures, which although not essential for
bacteria, provide additional genes that allow them to better adaptate to unfavorable environments.

Resistance genes’ exchange between bacteria could arm a susceptible microorganism with an arsenal of
resistance mechanisms, even in a single exchange event. Horizontal transfer of resistance genes among gram-
negative bacilli is largely due to plasmids and transposable elements, and integrons may be part of the replicons
present in these organisms.

In recent decades, integrons gained great interest because of their participation in resistance genes
recruitment and expression. Their basic structure includes a fragment that encodes an integrase (int/) followed
by a recognition sequence (att/) in which they may incorporate gene cassettes (encoding resistance
mechanisms). In general, they are divided in "mobile" integrons (those associated with insertion sequences,
transposons and/or plasmids, most of them related to resistance mechanisms), and chromosomally-located
"super" integrons with large arrangements of cassettes.

Keywords: plasmid, transposon, integron, gene cassette

INTRODUCCION

Directa e indirectamente, el uso de drogas antimicrobianas ha transformado la practica médica ya que en
muchas ocasiones, se han vuelto facilmente curables muchas enfermedades infecciosas que antes eran
mortales. Sin embargo, esta percepcién ha cambiado significativamente durante los ultimos 10-15 afios,
observandose una pérdida parcial o total de la eficacia de los antibiéticos sobre la poblacion bacteriana a tratar.
La resistencia microbiana a los antibidticos en la actualidad abarca a todas las clases conocidas de compuestos
naturales y sintéticos. La emergencia y diseminacidn de la misma no sélo ha obstaculizado el tratamiento de las
infecciones, sino también ha impulsado, drasticamente, la aparicién de una nueva coleccién de patégenos; los
denominados “multirresistentes”. Incluso, como se puede observar actualmente en los informes periddicos de la
prensa, la aparicidon de las 'superbacterias’, que muestran la comunién de multiples mecanismos de resistencia o
la conjuncién de éstos con diferentes factores de virulencia, nos alerta sobre esta problematica, nos motiva a
entender el surgimiento de ellas y nos impulsa a revisar las medidas de contencién de infecciones en la era de
los antibidticos.

Queda preguntarnos, entre otros interrogantes, qué se ha hecho mal en tan poco tiempo y dentro de
esta pregunta, cuales fueron los factores subestimados.

Uno de los descuidos que nos gustaria destacar es el intercambio de genes de resistencia entre las
bacterias. Muchos de ellos funcionan de manera eficiente bajo determinada presion selectiva permitiendo
incluso equipar a un microorganismo desprotegido o sensible a antibidticos con un verdadero arsenal de
mecanismos de resistencia, y todos ellos podrian arribar en un Unico evento de intercambio de material
gendmico.
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LOS ELEMENTOS GENETICOS FLUCTUANTES Y LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS EN PATOGENOS
GRAM NEGATIVOS

Si bien las bacterias presentan métodos de intercambio de genes diferentes a los observados en células
eucariotas, cumplen de igual modo con las leyes de la evolucidn por seleccidon natural. El ejemplo mas evidente
de la evolucion impulsada por la seleccién en los patégenos es la seleccion de resistencia a los antibidticos.
Este concepto no debe ser subestimado cuando se aborda este problema, teniendo en cuenta que la
resistencia ha sido observada para la mayoria de las familias de antibiéticos ofertados en el mercado.

Mas de medio siglo ha transcurrido desde el reconocimiento de la participacion de las primeras
estructuras de transferencia de los genes de resistencia adquiridos por las bacterias para evadir la accidon de
antibidticos, hasta reconocer la participacion de sistemas que movilizan y que contribuyen a la inclusion de
nuevos mecanismos ampliando asi el espectro de resistencia.

Uno de los desafios microbioldgicos es entender el repertorio de los procesos y elementos genéticos
que las células procariotas tienen a su disposicion, y sobre el cual la seleccién natural puede actuar. En los
patdgenos existentes y de reciente aparicidn, la supervivencia, el establecimiento y el éxito de las cepas con
mayor patogenicidad o resistencia a los antibidticos pueden resultar de la ganancia de genes que se
adquirieron en un ambiente alejado de los seres humanos y en una bacteria que aun no se ha cultivado.

Un microorganismo puede adquirir informacion para sortear la actividad antimicrobiana por dos
caminos diferentes: 1- por mutaciones o por recombinaciones sobre genes residentes generando nuevos
genes de resistencia y/o 2- adquiriendo genes de resistencia a partir de una fuente exégena. Los mecanismos
de intercambio genético involucrados en procariotas para el intercambio de ADN (conocidos como procesos
de Transferencia Horizontal de Genes - THG) pueden ser conjugacion, transformacion y/o transduccion. Asi, la
THG es una de las principales estrategias de la biosfera microbiana que en potencia les permite disponer de
todos los genes de un recurso comuin y compartido donde se pueden movilizar y transferir muy rapidamente
genes Utiles incluso entre microorganismos distantes filogenéticamente.

De los procesos de THG mencionados, la conjugacién parece ser el proceso in vivo mas exitoso por el
cual se diseminan genes de resistencia entre poblaciones bacterianas gram negativas.

El control de enfermedades infecciosas a largo plazo no sélo se tiene que abordar desde la
antibioticoterapia sino que debe complementarse con medidas de intervencidén que surjan de la comprension
de los conceptos bdsicos de la biologia evolutiva y la epidemiologia y de cdmo se aplican a los
microorganismos procariotas.

VEHICULOS PARA EL INTERCAMBIO GENETICO

La transferencia horizontal de genes de resistencia entre miembros de diferentes familias de bacilos
gram negativos (y en especial aquellas de gran importancia clinica como Enterobacteriaceae y
Pseudomonadaceae) es debida en gran parte a plasmidos (mas o menos promiscuos) y a los transposones e
integrones que pueden formar parte del o de los replicones presentes en estos microorganismos. A
continuacién se detallan estos vehiculos de comprobada cooperacion en los ciclos evolutivos.
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PLASMIDOS

Existe un porcentaje amplio de bacterias que presentan naturalmente ADN que se encuentran en la
forma de elementos extracromésomicos, autorreplicativos, denominados plasmidos, que se heredan de forma
estable. Estos elementos codifican funciones no esenciales para las células (virulencia, resistencia, rutas
catabdlicas alternativas, bacteriocinas, etc) pero que aportan una ventaja selectiva en determinados nichos.
Muchos de ellos son capaces de ser transferidos a un “amplio rango de huéspedes”, traspasando incluso los
limites de género y especie. Las primeras cepas resistentes (documentadas) fueron Shigella flexneri aisladas en
Japdn a fines de los "50s. En estos aislamientos se hallaron plasmidos, llamados entonces factores R, que
podian (y de hecho hicieron) transferir esa resistencia a otras bacterias sensibles (1).

Desde muy temprano se los han dividido en plasmidos F (Fertilidad) y R (Resistencia). Los plasmidos F
portan una regién con genes (tra) capacitandolos para gobernar su propia transferencia mediante el proceso
de conjugacion. Mas adelante se encontré que muchos plasmidos R codifican genes de transferencia y/o
replicacién tipo F (pudiendo haber ocurrido por recombinacién entre ellos). El comportamiento “promiscuo”
gue presentan los pldsmidos conjugativos R es el factor principal en la diseminacidn de genes de resistencia a
antibidticos y de otros inhibidores del crecimiento (2, 3).

Uno de los plasmidos R mas estudiado es el plasmido R100 (94,5 kb) también conocido como NR1, el
cual contiene genes de transferencia tipo F (tra), los genes necesarios para el proceso auténomo de replicacion
(rep) y lleva genes de resistencia para las sulfonamidas, estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclinas y acido
fusidico, como asi también genes que codifican resistencia a sales mercuriales. Muchos de estos
determinantes pueden estar dentro de elementos transponibles como la copia de Tn10 presente y el
transposon Tn21 portador del integrén In2, el cual se encuentra insertado dentro de Tn9 (Figura 1) (4)

AR, Tn21

IR, pmer suil aadA1l
(19,7 kb)

Tn2670
(23,2 kb)

homdlogoal s ip
Th9

IS

repA

™10
{9,2 k)

I1S90r

regiontra

Figura 1: Esquema del plasmido conjugativo R100 que codifica resistencia a multiples antibiéticos. Extraido del
trabajo Liebert et al., 1999 (4). Es un plasmido auto-transmisible, es el arquetipo de una gran coleccion de
pldsmidos R similares que han sido descubiertos en todo el mundo. R100 pertenece al grupo de
incompatibilidad Fll y se considera que posee dos componentes: 1- un factor de transferencia de la resistencia,
que lleva los genes de la auto-transmisibilidad (region tra), de replicacién auténoma (repA) y el origen de la
transferencia (oriT) para el proceso de conjugacion y, 2- una regidn que contiene determinantes de resistencia
compuesto por un transposoén tipo Tn9, que contiene el gen catA1 (confiere resistencia a cloranfenicol) y el
transposén Tn21 (ver mas adelante). Esta region estd delimitada por repeticiones directas (IS1a y I1S1b)y es en
si mismo el transposén Tn2670. Tn21 estd delimitado por regiones invertidas y repetidas (IRl y IRr). R100
contiene también el transposdn Tn10, que porta los genes tetA (confiere resistencia a la tetraciclina) y tetR
(represor) y esta limitado por la secuencia de insercion 1S10.
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Algunos plasmidos pueden ademas llevar genes cromosomales. Un buen ejemplo es la descripcién de
B-lactamasas cromosomales tipo AmpC localizadas en plasmidos. Cabe recordar que los plasmidos F pueden
transferir grandes bloques de genes cromosomales durante el proceso de conjugacion (2, 5) si se hallan
integrados a ADN cromosdmico (episomas).

ELEMENTOS TRANSPONIBLES

Son segmentos discretos de DNA con capacidad para moverse entre una localizacién genética (sitio
donador) y otra (sitio receptor). A diferencia de otros procesos de reorganizacidn, este movimiento, llamado
transposicion, no requiere grandes zonas de homologia entre ambos sitios. Este proceso es catalizado por una
enzima llamada transposasa codificada por el propio elemento genético (6). En bacterias gram negativas hay
diversos elementos transponibles que desempenan un papel fundamental en la dispersidon de la resistencia, y
algunos de ellos contribuyen a la movilizacién de integrones (7).

Los elementos transponibles mas simples son las secuencias de insercion o elementos IS. Un elemento
IS es una secuencia de DNA corta (entre 750 y 1600 bp) que contiene solamente los genes que codifican las
enzimas requeridas para la transposicidon y en ambos extremos una region pequefa de nucleétidos en
orientacidn invertida, conocidas como “Inverted Repeats” (IR) (Figura 2). Generalmente las IRs tienen un
tamanfio de 15 a 25 bp y es caracteristica para cada tipo de IS. Estos elementos se nombran con el prefijo IS
seguido por un numero (8).

Existen elementos transponibles que contienen genes adicionales, aparte de aquellos requeridos para
la transposicién, como por ejemplo genes de resistencia a drogas, a metales pesados, a marcadores
catabdlicos y/o a toxinas. Un “transposon” se diferencia de un “elemento IS” porque presentan genes extras
que codifican al menos una funciéon que cambia el fenotipo de la célula receptora de manera predecible (por
ejemplo la resistencia a un antibidtico). Un grupo notorio de estos transposones son los llamados
transposones compuestos o clase 1. En general, son considerados sistemas modulares construidos por una
region central que contiene los genes extras, flanqueados por “elementos IS” que son idénticos o muy
similares. Las IS, en este caso, pueden estar en la misma orientacidén o, mas frecuentemente, en orientacion
invertida (Figura 2). Para nombrarlos se utiliza el prefijo Tn (9, 10).
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Secuencia de insercién

Direcciones probables de transcripcién de los IS
(transposon simple)

Figura 2: Izquierda: Esquema de una secuencia de insercion (IS), posee dos repeticiones invertidas (IR) que
flanquean los genes necesarios para su transposicidn: tnpA (transposasa) y/o tnpR (resolvasa). Las IR se
simbolizan con letras rectas para la cadena 5°-3’, y en itdlica para la complementaria. Derecha: transposon
compuesto, formado por dos IS que envuelven otros marcadores génicos (resistencia a antibioticos, por
ejemplo); uno o ambos médulos IS pueden ser funcionales, y su orientacién puede ser variable. Adaptado de
Lewin B (11).
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La transposasa es requerida para la transposicion, reconociendo y cortando en los sitios IR de modo
sitio especifico. En un transposén compuesto, una o ambas IS pueden ser funcionales, y por lo tanto cualquiera
de las dos puede regir la transposicion de si misma (como médulo individual) o del conjunto. Como ejemplos
de transposones compuestos que contienen genes de resistencia a antibidticos en bacterias gram negativas
(particularmente en enterobacterias) podemos citar a Tn5 (que contiene genes de resistencia a kanamicina y
estreptomicina flanqueados por dos copias de 1S50), Tn9 (que codifica resistencia a cloranfenicol y es cercado
por IS1) o Tn10 (donde las copias de I1S10 engloban los genes de resistencia a tetraciclina) (7). Probablemente,
estos transposones se formaron cuando dos IS se ubicaron flanqueando esos genes, y esas estructuras luego
son capaces de ser movilizadas a otros sitios de la misma molécula de ADN, o a otro replicén diferente, como
ser un plasmido conjugativo.

Otro grupo de elementos transponibles son los lamados transposones complejos. Es probablemente
el grupo mayoritario de elementos genéticos transponibles, encontrandose ampliamente distribuidos entre las
enterobacterias. La génesis de este tipo de elementos es menos facil de explicar, donde las funciones de
transposicion y las extras no han sido ensambladas en un sistema modular sino que presentan un sistema
complejo. Los ejemplos mds conocidos de transposones complejos son Tn3y Tn21 los cuales son
habitualmente denominados como transposones clase 2 o de la Familia Tn3. Los transposones de esta familia
tienen tamarios relativamente grandes y se encuentran delimitados por repeticiones terminales IRs de 35-40
bp. Como maquinaria implicada en la transposicidon cuenta con genes tnpA y tnpR (codificantes de las enzimas
tranposasas y resolvasa respectivamente) y un sitio res que participa de la resolucién del proceso de
tranposicién. El mecanismo de transposicion es replicativo y ocurre en dos etapas. En la primera, TnpA
promueve la formacién de un cointegrado entre la molécula dadora y la receptora y ademas ocurre la
replicacién del tranposdn. En la segunda etapa, TnpR resuelve el cointegrado entre las secuencias res de cada
una de las copias del transposdn mediante un proceso de recombinacién especifico de sitio. El resultado es la
resolucidn del cointegrado, con separacién de las dos moléculas de ADN vy la duplicacidn del transposén,
guedando una copia en el genoma receptor y manteniéndose otra en el sitio donante (11).

El transposén Tn3 contiene el gen de la B-lactamasa TEM-1 confiriendo resistencia a un nimero de
antibidticos B-lactdmicos y se ha diseminado entre las enterobacterias en pldsmidos de varios grupos de
incompatibilidad. También se observd la transferencia horizontal de Tn3 entre Haemophilus spp. y Neisseria
spp., a mediados de la década del 70 (2).

Otro ejemplo es el transposdn Tn21 (de aprox. 20 kb) que participa activamente en la diseminacién
global de la resistencia en bacterias y ademas es considerado como el paradigma de la evolucién molecular de
los mecanismos de resistencia (4). Este elemento confiere resistencia a diversas clases de antimicrobianos
como a estreptomicina, espectinomicina y sulfonamidas. Ademas, incluye el operén mer, cuyos productos
intervienen en la detoxificacion de compuestos mercuriales organicos e inorganicos. Dentro de su estructura
contiene a un integron de clase 1 (In2), donde se halla localizado el gen en casete que codifica la resistencia a
los aminoglucdsidos antes mencionados (aadA1). En estas estructuras se hallan vestigios de otros tranposones
(un médulo tni defectivo conteniendo tniBA1 y tniA) y dos secuencias de insercion: IS1326 e 1S1353 (Figura 3).
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Figura 3: Esquema del transposén Tn21 adaptado del manuscrito de Liebert et al (4). Las barras verticales
negras indican las repeticiones invertidas (IR) que limitan los transposones y las secuencias de insercion (IS). La
region para la transposicién (en color violeta) consta de genes para la transposasa (tnpA), la resolvasa (tnpR),
un posible regulador de transposicion (tnpM) y el sitio de resolucion (res) para Tn21. Este elemento
transponible contiene un integrdn clase 1 (en color verde, ver mas adelante) constituido por un segmento
5’conservado (5°-CS) que incluye el gen de la integrasa (int/1) y un segmento 3 conservado (3°-CS) que incluye
genes que codifican para la resistencia a los desinfectantes de amonio cuaternario (qacEA1) y la resistencia a la
sulfonamida (su/1) y un ORF (orf5) de funcion desconocida. El gen en casete aadA1 codifica para una
aminoglucésido adeniltransferasa. Ademas, contiene dos secuencias de insercidn (1S1353, de color naranja, que
se inserta en 1S1326, de color rosa). El médulo de genes tni, de color celeste, ha sufrido una delecién en el Tn21
y solo quedan tniA y una porcién de tniB. El operdn de resistencia al mercurio (mer), de color azul, esta
constituido por los genes de regulacion merRy merD y los genes estructurales merT, merP, merC, y merA. Hay
dos marcos de lectura desconocidos, urfl (también llamado merE) y urf2. Las flechas indican la direccion de la
transcripcion.

Tn3, Tn21 y elementos similares son probablemente elementos algo mas antiguos que la mayoria de
los transposones compuestos y su diversidad surge como resultado de multiples eventos de recombinacién
incluyendo tanto inserciones como deleciones. En ellos, ha sido demostrado que el incremento del tamafio del
elemento transponible reduce su frecuencia de transposicion (7).

Otro grupo peculiar de transposones complejos lo componen Tn7 y los elementos relacionados, los
cuales utilizan el mecanismo de transposicidon conservativa, que implica la pérdida del transposon del sitio
donador para ser trasladado al sitio receptor. Estos elementos se distinguen entre los transposones porque su
transposicion requiere de multiples proteinas codificadas por el elemento: TnsA, TnsB, TnsC, TnsD y TnsE (12).
El Tn7 (cuyo tamafio es aprox. 14 kb) es el responsable de la movilizacidn de integrones clase 2 el cual posee
distintos casetes de resistencia: dfrA1 (confiere resistencia a trimetoprima), sat2 (otorga resistencia a
estreptotricina), aadA1 (otorga resistencia a espectinomicina y estreptomicina) y orfX de funcién desconocida
(23).

Los transposones pueden considerarse como parte de un “genoma flotante”, ya que tienen como
caracteristica principal la capacidad de movilizarse, de manera independiente al genoma bacteriano, desde un
sitio donante a otro aceptor en el mismo genoma o en otro diferente (4).
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INTEGRONES

En forma grafica, se podria pensar a los integrones como verdaderos kits naturales de clonado y
expresion de genes, brindando la maquinaria completa para una eficiente adquisicidn (y escision) de ORFs a
través de eventos de recombinacién especifica de sitio dirigiendo su expresidn para convertirlos en genes
funcionales (14, 15). Sus componentes esenciales son: 1- el gen que codifica para una recombinasa sitio-
especifica perteneciente a la familia de las integrasas (intl); 2- un sitio adyacente (primario) de recombinacion
(attl), que es reconocido por la integrasa para mediar la recombinacién entre este sitio primario attl y el
secundario attC; y 3- un promotor fuerte, que solapa con el gen intl, orientado correctamente para la
expresion de los genes incorporados.

El sitio secundario de recombinacion attC se encuentra asociado comunmente a un Unico ORF, carente
de promotor propio, y la estructura attC-ORF se denomina gen en casete. La insercién de estas pequefias
unidades génicas madviles en el sitio primario att/ permite que se manifieste en la bacteria el producto que
codifica (Figura 4). Es por ello que las bacterias que poseen integrones tienen la posibilidad de incorporar
genes que se encuentran en el citoplasma bacteriano bajo la forma de genes en casete. Estos genes en casete
no son parte necesaria de integrones pero forman parte de los integrones cuando se hallan integrados. De
esta manera, los integrones pueden adquirir nuevos determinantes, por ejemplo de virulencia o resistencia a
antibidticos, nuevas funciones metabdlicas, etc., lo cual brinda a la bacteria hospedadora una amplia
versatilidad de adaptacion a nuevas condiciones de supervivencia (16, 17).
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Figura 4: Insercidn de genes en casete en integrones clase 1. Se selecciond el casete que codifica para la
carbapenemasa VIM-2 como ejemplo de gen a incorporar. Dentro de la region variable contamos ademas con
genes casete que codifican para resistencia a aminoglucésidos (aacA4) y cloranfenicol (cmI/A5). Ademas, se
muestra la estructura del gen en casete circular blay,,., donde se destaca el sitio de reconocimiento de la
integrasa 59-be o attC como parte de su estructura. intl1, gen que codifica para la integrasa; Intl1: integrasa
clase 1. La flecha en linea de puntos indica la direccion de la transcripcion de los casetes. Adaptado del trabajo
de Di Conza, Gutkind, 2010(18).

En base a una variedad de criterios, los integrones se clasifican actualmente en dos grandes grupos: I-
los llamados integrones de resistencia a antibioticos - RI- (a veces denominados “maviles”), que sera el grupo
de mayor relevancia clinica, y Il- los superintegrones — Sl - presentes en el cromosoma bacteriano (16, 19-21).

Integrones de resistencia (Rl)

Los integrones de resistencia presentan fundamentalmente casetes de resistencia a antimicrobianos
agrupados en arreglos relativamente pequefios. En base a la secuencia aminoacidica de las integrasas se
clasifican en integrones clase 1, 2 y 3 (10, 21). Los integrones clase 1 (int/1) son los mas prevalentes en
aislamientos clinicos y se hallan altamente asociados a bacilos gram negativos multirresistentes. En la
actualidad han cobrado una gran importancia por el amplio rango de bacterias
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gue infectan al hombre y los animales donde han sido reportados. Contienen dos segmentos conservados que
flanquean una regién central (regidn variable), donde se insertan los casetes que codifican para la resistencia a
antibioticos. El segmento 5’conservado (5'CS) incluye el gen de la integrasa (int/1) y el sitio att/1. En general, el
segmento 3’conservado (3’CS) en los integrones clase 1 incluye un gen delecionado pero funcional del gen
gacE1, que codifica resistencia a antisépticos y desinfectantes (gacEA1), el gen que lo hace para las
sulfonamidas (su/1) y un marco de lectura abierto (orf5) de funcién desconocida (Figura 5a).

Los genes en casete se encuentran insertados entre ambos segmentos conservados 5°CS y 3°CS, dando
lugar a la regién variable (RV) (15). Existe una proporcién sustancialmente grande de marcadores de
resistencia que se encuentran como genes en casete. A pesar de que el contenido de casetes suele ser
pequefio en este grupo de integrones, a la fecha se encuentran reportados mas de 100 arreglos diferentes
dentro de esta clase, lo cual esta directamente relacionado con la variedad de mecanismos de resistencia a
casi todas las familias de antibidticos ya encontrados en casetes. El nimero de genes en casete en RV es
variable, describiéndose integrones con region variable nula, como en In0 (22), hasta algunos con mas de siete
genes en casete (23-26); sin embargo la presencia de dos o tres casetes suele ser lo mas observado en las
secuencias depositadas en base de datos.

Existe un subgrupo de integrones clase 1 denominados complejos o inusuales que se han asociado a
otros elementos (ISCR1) que participan en el reclutamiento (y a veces en la expresidn) de genes de resistencia
gue no se hallan en forma de casete. Estos integrones contienen una copia completa del segmento conservado
5’CS pero presentan dos copias completas o parciales del segmento 3’'CS (27). Entre las dos copias de 3’CS hay
una regién de 2,1 kb idéntica que contiene los componentes tipicos de un elemento CR (regiéon comun)
seguida por una region variable que contiene genes de resistencia. En la regidn idéntica se encuentra un marco
abierto de lectura denominado orf513, que podria codificar para una posible recombinasa, la que reconoceria
otro sitio de recombinacién donde se insertan los genes de resistencia (carentes de attC) (28, 29).

En nuestro pais, fueron caracterizados diversos integrones clase 1 complejos. El mas estudiado fue
aquel que se haya asociado a la enzima CTX-M-2 (dado que es una de las R-lactamasas de espectro extendido
prevalentes en Argentina), razdn por la cual se lo describid en diferente enterobacterias (30-32), en Vibrio
cholerae (33) e incluso en Pseudomonas.

En aislamientos clinicos, los integrones clase 2 se encuentran en menor proporcién que los integrones
clase 1. Los mismos presentan una region 5°CS tipica con las particularidades correspondientes a esta clase
(intl2, attl2). La secuencia de aminodcidos de Intl2 presenta una identidad del 40% con Intl1 (34, 35). El gen
intl2 es frecuentemente interrumpido prematuramente por un codén de terminacién convirtiéndolo asi en un
pseudogen, lo que explicaria los escasos arreglos descritos en bases de datos, en comparacién con el nimero
de arreglos de los integrones clases 1 (36, 37). Sin embrago, recientemente se han descrito nuevos integrones
clase 2 (en P. stuartii (38) y en E. coli (39)) donde se observa una sustitucion en la base que originaba el codén
de terminacién temprano dentro de int/2, demostrandose la funcionalidad de la integrasa. En la mayoria de los
integrones clase 2 la zona 3°CS esta compuesta por 5 genes (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD y tnsE) involucrados en la
transposicion del Tn7 y derivados (Figura 5b) (40, 41). Por lo que ya se ha argumentado, los arreglos de casetes
dentro de la RV suelen ser mas conservados siendo lo mas frecuente de encontrar el arreglo detallado en el
integron presente en Tn7 en diferentes enterobacterias y otros aislamientos clinicos. El mismo posee el
siguiente orden: dfrA1 (que confiere resistencia a trimetoprima), sat2 (que otorga resistencia a estreptotricina,
un antibidtico muy empleado en la industria de alimentos y en veterinaria pero no en la clinica humana),
aadA1 (que codifica una enzima que otorga resistencia a espectinomicina y estreptomicina) y finalmente un
marco abierto de lectura, orfX, de funcién desconocida (37, 42).
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Son pocos los reportes clinicos de integrones clase 3 caracterizados en detalle y la mayoria estan
confinados al continente asiatico. La secuencia de aminoacidos deducida para esta integrasa, muestra una
identidad del 60,9 % con la integrasa Intl1. Los mismos poseen una localizacidn plasmidica y no se conoce con
precisidn si comparten una region 3” conservada (43, 44).

Un determinado gen en casete no parece ser exclusivo para una clase de integrén estipulada; a modo
de ejemplo el casete blayp.1, originalmente encontrado en un integrén de clase 3, se halla actualmente
descrito como parte de integrones de clase 1 (24, 43, 45, 46).
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Figura 5: Diferentes clases de integrones de resistencia. Las regiones conservadas se marcan en colores y las
regiones variables en grises. a- Integron de clase 1, en verde se marca la regiéon 5°CS y en naranja la region 3°CS.
b- Integrén de clase 2, en rojo se marca la region 5°CS (el asterisco en int12" indica que es un pseudogen) y en
azul la regidn 3°CS. Se respetd la regidn variable presente en el Tn7. Adaptado de Di Conza et al., 2010 (18).

Superintegrones (Sl)

Muchas otras clases de integrones fueron confinadas al cromosoma bacteriano y estaban asociadas a
grandes arreglos de genes en casete aunque solo esporadicamente asociados a determinantes de resistencia.
Inicialmente se describieron en Vibrio y posteriormente en muchos otros géneros bacterianos. Las siguientes
caracteristicas se han empleado para describir un Sl: 1- una localizacién cromosdmica, 2- muchos genes en
casete asociados (donde uno de ellos puede contener mas de 100 casetes), 3- un alto grado de identidad entre
las secuencias attC de estos casetes (también denominados VCRs) y 4- una descendencia principalmente lineal
entre un grupo determinado de microorganismos (21). El descubrimiento de los Sl en diferentes géneros de
proteobacterias ha impactado en la comprension de la evolucién del genoma bacteriano e incluso han
generado hipdtesis sobre su participacion en la génesis de los actuales RI.

La mayoria de los ORFs identificados en integrones cromosdmicos estan mas relacionados con
funciones de virulencia u otras funciones que poco tienen que ver con resistencia a antimicrobianos, aunque
se han descritos unos pocos casetes de resistencia como por ejemplo blacars7 Y blacars.o (47). Por otro lado,
también se ha visto que los attC de los casetes de Rl, blaps, dfrVIy los recientemente descritos gnrVC1y
gnrVC2, son idénticos a los VCRs de los genes en casete presentes en el Sl de Vibrio. Estos hallazgos sugieren
gue existe un grupo de casetes disponibles o compartidos entre integrones de resistencia y superintegrones
(48, 49).

CONCLUSION

Los elementos genéticos moviles de presencia corriente en bacilos gram negativos -entre los que
podemos destacar a los plasmidos, los transposones y el sistema integron / gen en casete- desempefian un
papel fundamental en el reclutamiento y la dispersidon de determinantes de resistencia incluso entre bacterias
poco relacionadas filogenéticamente. Los integrones no son elementos capaces de autotransponerse, pero
pueden asociarse con IS, transposones y/o plasmidos conjugativos que pueden servir como vehiculos para la
transmisidn intra o entre especies del material genético.
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Se debe destacar que estas plataformas genéticas no quedan restringidas sélo a aislamientos
provenientes de diferentes nosocomios del drea de la salud ya que han sido detectadas en aislamientos
derivados de pacientes de la comunidad, de muestras procedentes de diferentes nichos ambientales, e incluso
de animales de granja, zooldgicos y mascotas. En resumen, debemos considerar a cada uno de estos
ambientes microbianos como potenciales reservorio para la diseminacién de genes de resistencia.

Si los genes de resistencia son parte de un elemento mévil transponible, pudiendo pasar de una
molécula de ADN (cromosoma o plasmido) a otra, es posible que sea recogido por un plasmido. Si el plasmido
es conjugativo o movilizable se forma una combinacién eficaz para la diseminacién de estos genes de
resistencia que, sin duda, esta favorecida por la fuerte presidn selectiva que ejercen los antibidticos, no sélo en
medicina, sino también en otras ramas como agricultura, ganaderia y avicultura.

Que estos elementos genéticos se tornen cada vez mas eficientes reclutando genes, y que a su vez se
asocien con estructuras cada vez mas promiscuas, son complicaciones que caben esperar. Asi, la frecuente
movilizacién en bloque de estos elementos asociados a resistencia contribuye activamente a la rdpida
emergencia y diseminacién de microorganismos multirresistentes, y su estable permanencia en varios linajes
bacterianos nos alerta sobre su posible seleccion empleando (o mal usando) un Unico agente antimicrobiano.
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RESUMEN

En este articulo se presenta la complejidad de la enfermedad de Alzheimer (EA), cuya principal causa
es la demencia entre los adultos mayores y estd siendo estudiada firmemente para que en un futuro no muy
lejano se desarrollen nuevos blancos terapéuticos en el tratamiento de la misma. Se desconoce su etiologia, no
es parte del proceso de envejecimiento normal, es la forma mas comun de demencia, es incurable y terminal,
aparece con mayor frecuencia en personas mayores de 65 afios de edad. Los mecanismos patoldgicos
involucrados en ella son: la formacion del péptido B-amiloide, la aparicién de placas seniles, alteraciones en la
proteina tau, la formacién de ovillos neurofibrilares, la aparicién de una cascada inflamatoria, el dafio
oxidativo neuronal, el mal funcionamiento sinaptico y el agotamiento de neurotransmisores especialmente de
acetilcolina. Varios de estos eventos son comunes a muchos trastornos neurodegenerativos progresivos. Las
formas familiares secundarias de la enfermedad de Alzheimer, pueden ser mutaciones hereditarias que
proporcionan una vision mas amplia de los mecanismos moleculares implicados en la patogénesis de la
enfermedad.

Las causas que subyacen a la EA asi como su tratamiento se encuentran en estudio. Una serie de
valiosas herramientas terapéuticas y de diagndstico se estan desarrollado actualmente. Los factores de riesgo
para la EA son la edad, la predisposicion genética, los factores ambientales, las enfermedades
cardiovasculares, la diabetes y la dieta. En estos Ultimos afios, la EA ha cobrado un relieve significativo, no sélo
en el ambito médico, sino también, en la comunidad en general. La EA tiene un curso devastador para el
paciente y su familia, con un costo econdémico-social que aumenta en forma alarmante a medida que aumenta
el porcentaje de la poblacién geriatrica en la sociedad contemporanea.

Palabras claves: Proteina -amiloide, muerte celular, ovillos neurofibrilares, placas neuriticas, dafio oxidativo,
neurodegeneracion, pérdida de memoria, predisposicion genética, biomarcadores, impacto social, Alzheimer.
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MYSTERIES AND REALITIES OF ALZHEIMER'S DISEASE

SUMMARY

This article present the complexity of Alzheimer's disease (AD) improves, the biological bases
underlying its pathogenesis are gradually being disclosed, and we can expect that new therapeutic targets will
emerge. In it is characterized behaviorally by progressive memory loss and cognitive decline and
physiologically by the presence of beta-amyloid peptide (A and neurofibrillary tangles) in the brain. The aim is
to prevent or at least slow down the progression towards clinical impairment. The pathological mechanisms
implicated the actions of B-amyloid, the accumulation of aggregates, the inflammatory cascade, oxidative
neuronal damage, tau protein alterations and the formation of neurofibrillary tangle, synaptic failure and
neurotransmitter depletion. Several of these events are common to many slowly progressive
neurodegenerative disorders. The familial forms of Alzheimer’s, secondary to inherited mutations have
provided an insight into the molecular mechanisms implicated in disease pathogenesis.

The underlying cause of AD, as well as its treatment, is still under investigation. A number of valuable
diagnostic tools have been developed and continue to be improved. Risk factors for AD include age, genetic
predisposition, environmental factors, cardiovascular diseases, diabetes and diet.

Key words: Amyloid -Bprotein, cell death, neurofibrillary tangle, neuritic plague, oxidative damage, neurodegeneration,
memory loss, genetic predisposition, biomarkers, social impact, Alzheimer.

1-INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descripta por primera vez por el neuropatélogo aleman Alois
Alzheimer en 1906 (1, 2, 3). Es una enfermedad neurodegenerativa progresiva, que se manifiesta mediante el
deterioro cognitivo y trastornos en la conducta. Se caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria y de
otras capacidades mentales. A medida que las células nerviosas mueren, las diferentes zonas del cerebro se
van atrofiando.

La EA es la forma mas comun de demencia, no tiene cura y es terminal, aparece con mayor frecuencia
en personas mayores de 65 afios de edad.

La causa de la EA permanece aun desconocida. Las investigaciones suelen asociar a la EA con la
aparicion de placas seniles (depdsitos extracelulares de beta-amiloide en la sustancia gris del cerebro y se
asocian con la degeneracidn de las estructuras neuronales con abundante microglia y astrocitos) y de ovillos
neurofribrilares (conglomerado anormal de proteinas compuesto por pequenias fibrillas entrelazadas dentro
de las neuronas). Los tratamientos actuales ofrecen beneficios moderados sintomaticos, pero no existe por el
momento un tratamiento que detenga el progreso de la enfermedad. En este momento, la EA afecta al 10%
de los individuos de mas de 65 afios de edad y mas del 50% de las personas mayores de 80 afios (4).

Aungue la EA se desarrolla de manera diferente para cada individuo, presentan muchos sintomas
comunes (5). Los primeros sintomas se creen erréneamente que estdn "relacionados con la edad" (6). En las
primeras etapas, el sintoma mas comun es la dificultad para "recordar los acontecimientos recientes". Cuando
se sospecha de la existencia de EA, el diagndstico se confirma con evaluaciones del comportamiento, del
pensamiento y de las habilidades que a menudo son estudiadas mediante un escaner cerebral (7). No existe un
tratamiento especifico para esta enfermedad, empeora a medida que avanza con la edad y finalmente
conduce a la muerte.
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2- DESARROLLO
2-1 HIPOTESIS DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

a) Proteina anémala: péptido -amiloide

La enfermedad de Alzheimer ha sido definida como una enfermedad que desdobla las proteinas o
“proteopatia”, debido a la acumulacion de proteinas beta-amiloide AP (A-beta o AB) y tau en el cerebro. Las
placas neuriticas consisten en agregados de restos de axones y de dendritas de neuronas degeneradas,
amalgamados con la proteina insoluble, beta-amiloide. Estas placas estan constituidas por pequefios péptidos
de 39 a 43 aminoacidos de longitud de AB (8,9). El beta-amiloide es un fragmento que proviene de una
proteina de mayor tamafo conocida como Proteina Precursora de Amiloide (PPA, por sus siglas en inglés). Esta
proteina es indispensable para el crecimiento de las neuronas, para su supervivencia y la reparacidn post-
dafio. La formacién del péptido AB se forma por la escisién secuencial del PPA, siendo éste una glicoproteina
transmembrana con una funcién indeterminada. El PPA puede ser procesado a partir de las enzimasa, By y-
secretasas y un complejo de proteinas con el gen de la presenilina 1 (PSEN1), que catalizan un proceso de
protedlisis. Uno de estos fragmentos es la fibra del beta-amiloide, el cual se agrupa y se deposita fuera de las
neuronas en formaciones microscopicamente densas conocidas como placas seniles (10, 11,12).

En una minoria de pacientes, la enfermedad se produce por la aparicion de mutaciones en los genes

PSEN1, PSEN2 y en el gen de la PPA, localizado en el cromosoma 21. En este ultimo caso la enfermedad
aparece clasicamente en personas con el sindrome de Down (trisomia en el cromosoma 21), casi
universalmente en los 40 afios de vida y se transmite de padres a hijos (por lo que existen, habitualmente,
antecedentes familiares de Alzheimer en los pacientes que desarrollan la enfermedad en edades precoces).
Esta relacion con el cromosoma 21y la tan elevada frecuencia de aparicion de la enfermedad en la trisomia de

ese cromosoma, hacen que la teoria sea muy evidente (13, 14).
Un desequilibrio entre la produccidn, la limpieza y la agregacion de péptidos, provoca que los péptidos

APB se acumulen y este exceso podria ser el factor desencadenante en el dafio neuronal.

Se desconoce el mecanismo mediante el cual el péptido Ap produce dafio celular. Se plantea la
existencia de diversas maneras mediante las cuales podria dafar a las neuronas: activando la microglia (células
del sistema inmune innato del SNC), activando la respuesta inflamatoria y liberacion de citoquinas
neurotoéxicas y produciendo dafio oxidativo en células vecinas, induciendo mecanismos de apoptosis,
dificultando la perfusién (15,16) por la acumulacidn de amiloide en capilares y arteriolas y afectando los
contactos sindpticos interneuronales. El péptido AP} también puede unir metales, lo cual induciria el cambio
conformacional hacia sdbana 3-plegada, lo que resultaria en un aumento de su agregacion.

El conjunto de acciones por el cual el beta-amiloide desencadena una cascada de reacciones
bioquimicas observadas en la EA, se supone que es mecanismo tdxico para las neuronas, tal vez causado por
una inflamacién en el cerebro, generando radicales libres, o elevando el calcio intracelular a niveles dafiinos y
letales para la neurona. Incluso, se ha sugerido que el beta-amiloide podria activar los procesos de apoptosis
celular, conduciendo a la neurona a su propia muerte (15,16).

En esta enfermedad los principales circuitos neuronales que se alteran estructuralmente son debido a
la pérdida sindptica y a la muerte neuronal. Presenta una vulnerabilidad selectiva entre las neuronas, ya que
éstas mueren debido a que no son resistentes a la neurodegeneracién (17). La deposicidn de los ovillos
neurofibrilares se originan en los l6bulos temporales mediales del hipocampo, la corteza transentorhinal y
entorhinal, y la circunvolucion del hipocampo, cuya funcidn principal es sobre el aprendizaje y la memoria. En
la EA leve se agrupan en la corteza cingulada temporal adyacente y a la posterior inferior. Finalmente se
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extiende a la corteza parieto-temporal y el drea prefrontal de la corteza de asociacidn, dreas que estan
relacionadas en el control de la percepcion, la atencion y el lenguaje (18, 19, 20).

Las técnicas de neuroimagenes ofrecen la oportunidad de seguir los cambios cerebrales relacionados
con la EA in vivo, las cuales son necesarias para poseer una capacidad critica en el diagndstico precoz.

Se han observado importantes resultados con respecto a la pérdida neuronal en el cerebro, ya que se
ve modificada su estructura y puede ser visualizado como una reduccion del volumen (atrofia) mediante el uso
de la resonancia magnética por imagenes (RMI) y en las anomalias funcionales, especialmente como
alteraciones en la tasa metabdlica de consumo de glucosa, determinado mediante el uso de tomografia por
emision de positrones (PET) utilizando 2-[**F] fluoro-2-desoxi-D-glucosa (FDG) como trazador. El PET-FDG tiene
la capacidad de proporcionar estimaciones cuantitativas en la tasa metabdlica cerebral local de la glucosa (21).

b) Proteina anémala: Tau

Las tau son proteinas microtubulares que abundan en las neuronas, siendo menos frecuentes fuera del
SNC (22). Su principal funcién es la estabilizacién de los microtubulos axonales a través de la interaccion con la
tubulina. De esta forma, la proteina tau ayuda a regular el trafico de células nerviosas, lo que podria explicar
que las alteraciones de esta proteina se asocien con las patologias de las enfermedades neurodegenerativas.
Las proteinas asociadas al microttubulo pueden regular espacialmente el equilibrio del transporte axonal
dependiente del microtubulo (23).

Los ovillos neurofibrilares estdan formados por filamentos helicoidales pareados, compuestos
principalmente de la proteina asociada a microtibulos -Tau- hiperfosforilada de manera anormal (24). Como
se mencioné en el parrafo anterior, en las neuronas, Tau normalmente estabiliza los microtubulos, siendo
esencial para el transporte axonal y por ende, para la funcién neuronal (25). La agregacion de Tau reduce su
habilidad para estabilizar los microtibulos, y llevaria eventualmente a la muerte neuronal (26). Su aparicion es
un evento relativamente temprano en la EA (27, 28).

La asociacidn mecanicista entre las placas seniles y los ovillos neurofibrilares se ha mantenido como
una incégnita por muchos afios, aunque existiria evidencia que el depésito de AP fibrilar induce la fosforilacién
de Tau seguida de la neurodegeneracién progresiva de los procesos neuronales. Hoy se conoce que AP es
capaz de activar a quinasas para fosforilar a Tau, tales como GSK3f (glucégeno sintasa quinasa 3 beta) y CDK5
(quinasa dependiente de ciclina 5) (27, 28). Existe ademas, una actividad aumentada de CDK5 en varias
enfermedades neurodegenerativas, incluida la EA y la inhibicién farmacoldgica de CDK5 atenua la
neurotoxicidad de AB(11). Esta neurotoxicidad asocia a la activacién mantenida de la proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK) (27, 28, 29). En conjunto, estos resultados indican que Tau tiene un papel
clave en la generacidn de neuritas distroficas en respuesta al AB(11). Recientemente, se demostré que la
presencia de Tau es esencial para la neurotoxicidad inducida por el péptido A, de tal manera que, en
animales transgénicos sin Tau, las neuronas hipocampales no degeneraban cuando eran tratadas con Ap,
mientras la neurotoxicidad era restaurada al re-expresar Tau (10, 11).

En la EA, los cambios en la proteina tau producen la desintegracién de los microtubulos en las células
cerebrales. No se ha explicado por completo cdmo la produccion y agregacién de los péptidos AP presentan
una funcidn en la EA. La férmula tradicional de la hipétesis amiloide apunta a la acumulacién de los péptidos
AB como el evento principal que conlleva la degeneracion neuronal. La acumulacion de las fibras amiloides
pareceria ser la forma andmala de la proteina responsable de la perturbacién de la homeostasis del ion calcio
intracelular que induce a la muerte celular programada, llamada apoptosis. Se sabe también, que la AB se
acumula selectivamente en las mitocondrias de las células cerebrales afectadas en el Alzheimer y que es capaz
de inhibir ciertas funciones enzimaticas, asi como alterar la utilizacién de la glucosa por las neuronas (24, 28,
29).
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Varios mecanismos inflamatorios junto con la intervencién de las citoquinas pueden también participar
en la patologia de la EA. La inflamacion es el marcador general de dafio en los tejidos en cualquier enfermedad
y puede ser secundario al dafo producido por el EA, o bien, la expresién de una respuesta inmunoldgica (22,
23,26).

Los ovillos neurofibrilares son inclusiones filamentosas en las neuronas piramidales, que se producen
enla EAy en otros desdrdenes neurodegenerativos denominados tauopatia (22). El nimero de ovillos
neurofibrilares es un marcador de la gravedad patolégica de la EA. El componente principal de los ovillos es
una forma anormalmente hiperfosforilada y agregados de tau. Normalmente, es una proteina soluble
abundante en los axones, la tau promueve el montaje y la firmeza de los microtubulos y de las vesiculas de
transporte. La tau hiperfosforilada es insoluble, carece de afinidad por los microtibulos y estd asociada en las
estructuras de filamentos helicoidales apareados. Las enzimas que afiaden y eliminan los residuos de fosfato
son los que regulan el nivel de fosforilacion de tau (30).

Se ha demostrado que la pérdida del volumen cerebral detectado por resonancia magnética esta
relacionada tanto con el grado de la patologia de los ovillos neurofibrilares como con la magnitud de la pérdida
neuronal (31, 32). La patologia de la EA se sabe que tiene el efecto general de la interrupcién del transporte
axonal y la disminucién metabdlica.

La apolipoproteina E (ApoE) alelo E4 (APOEA4), es el principal factor de riesgo genético para la EA, ya
que conduce a una acumulacion en exceso de proteinas AB- amiloide en el cerebro (33, 34).

Se ha demostrado en ratones transgénicos que expresan una forma mutante del gen PPA humano, los
mismos desarrollan placas amiloides fibrilares y presentan déficit en el aprendizaje espacial (35, 36).

Un enfoque epidemioldgico consiste en examinar los individuos de familias con EA de inicio precoz. Las
familias con inicio precoz se caracterizan por herencia autosdmica dominante a una edad especifica (37, 38,
40).

) Fallo de la sinapsis en la enfermedad de Alzheimer.

La EA puede ser principalmente un trastorno en la transmisidn sindptica colinérgica (40). La hipdtesis
colinérgica propone que la EA es causada por una disminucién en la sintesis del neurotransmisor acetilcolina
(ACh). La deficiencia de proyecciones colinérgicas en la enfermedad de Alzheimer se ha vinculado a la
acumulacién de AP y Tau. Los receptores nicotinicos de Ach son esenciales para los procesos de aprendizaje y
cognitivos; en la EA sus niveles aumentan precozmente, antes de que se produzca la disminucidn posterior.
Los estudios experimentales muestran que AP de los receptores nicotinicos a-7 se unen a los receptores
nicotinicos de acetilcolina, lo que afecta la liberacién de Ach y el mantenimiento de la potenciacidn a largo
plazo. En los cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer el nivel de receptores muscarinicos de Ach o
el acoplamiento de los receptores se reducen. La estimulacién farmacoldgica de los receptores muscarinicos
de acetilcolina tipo 1 (M1) activa la proteincinasa C, favoreciendo el procesamiento de la proteina precursora
del amiloide que no produce amiloide. Por otra parte, la activacion de los receptores nicotinicos de acetilcolina
o los receptores M1 limitan la fosforilacion deTau. A pesar de que los inhibidores de la colinesterasa mejoran
la neurotransmisién y proporcionan un alivio paliativo leve de la enfermedad, éstos pierden eficacia con el
tiempo. El uso de agonistas y moduladores de los receptores nicotinicos de acetilcolina a-7 esta bajo
investigacion. Los estudios clinicos de los agonistas selectivos M1 han mostrado mejoras en la cognicion y una
reduccidn de los niveles de A[_&n el liquido cefalorraquideo, pero son toxicos (41).

La reduccidn en la actividad de las neuronas colinérgicas es una caracteristica bien conocida en la
enfermedad de Alzheimer (42). Los inhibidores de la acetilcolinesterasa se emplean para reducir la velocidad a
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la que la ACh se descompone, lo que aumenta la concentracion de ACh en el cerebro y la lucha contra la
pérdida de ACh causados por la muerte de las neuronas colinérgicas. Los inhibidores de la colinesterasa
aprobados para el tratamiento de los sintomas del EA son el donepezil, galantamina y la rivastigmina. Existen
pruebas de la eficacia de estos medicamentos en enfermedad de Alzheimer leve a moderada y algunos
analisis para su uso en la etapa avanzada (43). Sélo donepezil estd aprobado para el tratamiento de la
demencia avanzada. El uso de estos farmacos en el deterioro cognitivo leve no ha demostrado ningun efecto
en el retraso de la aparicién de la EA. Los efectos secundarios mas comunes son nduseas y vomitos. Estos
efectos secundarios se presentan en aproximadamente entre el 10 al 20% de los pacientes y son de leves a
moderados. Los efectos secundarios menos comunes incluyen calambres musculares, disminucién de la
frecuencia cardiaca (bradicardia), disminucién del apetito y el peso, y el aumento de la produccién de acido
clorhidrico gastrico (44, 45).

El glutamato (Glu) es el mas importante NT excitatorio en el SNC, aunque en cantidades excesivas en la
hendidura sinaptica puede conducir a la muerte celular a través de un proceso llamado excitotoxicidad, La
misma se produce no sélo en la enfermedad de Alzheimer, sino también en otras enfermedades neuroldgicas
como la enfermedad de Parkinson y la esclerosis multiple (46). La memantina (47) es un antagonista del
receptor NMDA no competitivo utilizado por primera vez como un agente anti-influenza. Actta sobre el
sistema glutamatérgico mediante el bloqueo de los receptores de NMDA y la inhibicion de su sobre-
estimulacién por Glu (48). La memantina se ha demostrado que es moderadamente eficaz en el tratamiento
de la EA moderada a severa. Sus efectos en las etapas iniciales de la EA son desconocidos. Se ha informado que
los efectos adversos con memantina son infrecuentes o leves, incluyendo alucinaciones, confusién, mareos,
dolor de cabeza o fatiga (49). La combinacién de memantina y donepezilo se ha sefialado que puede tener una
"eficacia estadisticamente significativa pero clinicamente marginal" (50).

d) Deplecion de neurotrofina y neurotransmisores

Las neurotrofinas promueven la proliferacion, la diferenciacidon y la supervivencia de las neuronas y de
las células gliales que intervienen en el aprendizaje, la memoriay la conducta (11). En la ultima etapa de la
enfermedad de Alzheimer, los niveles elevados de receptores de neurotrofinas en las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal estdn reducidos. La inyeccidon del factor de crecimiento nervioso (BDN, segun su sigla en
inglés) puede rescatar neuronas basales en modelos animales. Por otro lado, un ensayo en fase 1 sobre el
tratamiento con el gen de BDN en la enfermedad de Alzheimer mostré una mejoria en la cognicién y en el
metabolismo cerebral. En la EA con un deterioro cognitivo leve, los niveles del factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), un miembro de la familia de las neurotrofinas, estan deprimidos, un hallazgo reproducido
experimentalmente con oligdmeros AB,,. El tratamiento con BDNF en roedores y primates no humanos
ayudan en la supervivencia neuronal, la funcidn sindptica y la memoria, lo que sugiere que la sustitucion del
BDNF es otra opcidn para el tratamiento de la EA (11).

e) Disfunciéon mitocondrial

El AR mitocondrial es un tdéxico potente, que afecta especialmente al conjunto de las sinapsis. En la EA
la exposicion al AB inhibe las enzimas mitocondriales esenciales del cerebro y de las mitocondrias aisladas. La
citocromo c oxidasa es atacada en forma particular (10). Por consiguiente, el transporte de electrones, la
produccién de ATP, el consumo de oxigeno y el potencial de membrana se deterioran. El aumento de los
radicales superéxido mitocondriales y la transformacién en perdxido de hidrégeno causan estrés oxidativo,
liberacidn de citocromo c y apoptosis. La acumulacién de A en las mitocondrias dafadas aisladas de los
cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer y los cerebros transgénicos coincide con otras evidencias
de Af intraneuronal en la EA (10, 11).
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f) Estrés oxidativo

Enla EAy en el envejecimiento normal del cerebro, la liberacidon de mitocondrias disfuncionales con
oxidacion de radicales libres produce lo que se conoce como estrés oxidativo (51, 52). Los modelos
experimentales demuestran que los marcadores del dafio oxidativo preceden a los cambios andtomo-
patoldgicos. EI AR, un potente generador de especies de oxigeno y nitrogeno reactivas, es el principal iniciador
de este dafio. Los receptores de los productos de la glicosilacién avanzada median el efecto pro-oxidante A
sobre las células nerviosas y la microglia. El perdxido de hidrégeno mitocondrial se difunde con facilidad en el
citosol para participar en la formacion de radicales hidroxilo catalizados por iones de metal. La microglia
estimulada es una fuente importante del radical dxido nitrico muy difusible. Estas especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno son daininas para varias moléculas. La peroxidacion de los lipidos de la membrana genera
aldehidos téxicos que perjudican alas enzimas mitocondriales mas importantes. Otras proteinas esenciales
son directamente oxidadas, obteniéndose derivados de carbonilo y nitratos. Posteriormente, el aumento de la
permeabilidad al calcio de la membrana y otros desequilibrios idnicos del transporte de glucosa agravan el
desequilibrio energético (51, 52).

2-2 TRATAMIENTO

Actualmente se esta experimentando con una nueva vacuna preventiva contra la EA. Estos estudios
estan basados en la idea de que el sistema inmune puede ser entrenado para reconocer y atacar la placa 3-
amiloide, lo cual podria revertir la deposicidon del mismo. Los resultados iniciales en animales de
experimentacion fueron prometedores. Sin embargo, cuando las primeras vacunas se probaron en seres
humanos en el afio 2002, produjeron inflamacién cerebral, concretamente meningoencefalitis, en una
pequefia proporcion de los participantes en el estudio, por lo que se detuvieron las pruebas (53). Se continué
estudiando a los participantes y se observé una mejora en lo que respecta a la lentitud del progreso de la
enfermedad. Recientemente se ha descubierto que la inflamacion cerebral estaba producida por una serie de
péptidos que se incluian con la vacuna AN-179, por lo que se estd investigando la creacién de una vacuna que
no esté presente dichos péptidos en su composicion (53).Una revisidn sistematica de los ensayos clinicos hasta
ahora desarrollados muestra resultados esperanzadores.

En el campo de la prevencion y educacion en salud, se considera que un estilo de vida saludable, la
practica regular de algun tipo de actividad fisica y una dieta equilibrada, podrian prevenir la aparicion de
muchas enfermedades.

2-3 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER FAMILIAR DE INICIO TEMPRANO

La Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio y esporddico muestra una patologia practicamente
idéntica a la EA de inicio temprano familiar, lo que sugiere que existen vias comunes para ambas formas de la
enfermedad.

Hasta la fecha, los estudios genéticos han revelado cuatro genes que pueden estar vinculados a la EA
autosémica dominante de inicio temprano o familiar. Estos cuatro genes incluyen: proteina precursora de
amiloide (APP), presenilina 1 (PS1), presenilina 2 (PS2) y apolipoproteina E (ApoE). Todas las mutaciones
asociadas con PPA y las proteinas PS pueden conducir a un aumento en la produccién de péptidos A,
especificamente la forma mas amiloidogénica AB42. Ademads de las influencias genéticas sobre la placa
amiloide y la formacion de ovillos intracelulares, los factores ambientales podrian desempefiar una funcién
importante en el desarrollo y la progresiéon de la EA (54, 55).

Actualmente se han descubierto vias moleculares claves en el funcionamiento dentro de las células
cerebrales, que parecen alterarse ante la presencia de la APOE4 (56). Los investigadores estudiaron cambios
en la expresion de 215 genes entre los portadores y de los no portadores de la APOE4. De éstos, identificaron a
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20 que parecian ser los "reguladores maestros" de procesos claves dentro de las células. Al menos dos de
éstos (el SV2A y el RNF219) parecen cambiar la forma en que trabajan dependiendo del tipo de
apolipoproteina E con que se encuentran dentro de las células (56).

2-4 CAUSAY PROGRESION DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La causa y la progresion de la enfermedad de Alzheimer aln no se conocen detalladamente. Las
investigaciones realizadas hasta el momento indican que la EA se asocia con las placas amiloides y ovillos
neurofibrilares en el cerebro (7,8). Los tratamientos actuales sélo ayudan a paliar los sintomas de la
enfermedad. No existen tratamientos para detener o revertir la progresion de la enfermedad. Se necesita mas
estudios sobre las formas de prevenir la enfermedad de Alzheimer. Hasta el momento mas de 1.000 ensayos
clinicos han sido realizados y otros tantos se estan llevando a cabo para encontrar diferentes formas de tratar
la enfermedad, pero se desconoce aun si alguno de estos tratamientos funciona.

Mantener una mente activa, una dieta saludable, actividad fisica y tener una vida social intensa fueron
identificados como factores potenciales de proteccién en la mediana edad que pueden ayudar a mantener la
reserva cognitiva en la vida adulta. Controles de presién arterial, colesterol y lipoproteinas, glucosa en sangre,
acido fdlico, vitamina B12 y el peso son vitales, ademas de no fumar. Todo este conjunto de medidas
preventivas puede ayudar a retrasar los sintomas cognitivos (aunque no la patologia del cerebro) en las
personas mayores sanas, pero no existen pruebas concluyentes de esto.

3. CONCLUSIONES

En este articulo hemos comentado varios mecanismos de daino que estan presentes en la EA, varios de
ellos ademads serian comunes a diversas patologias neurodegenerativas. Asi, la EA probablemente corresponde
a un proceso de multiples etapas que incluye eventos ambientales, epigenéticos y genéticos, lo que concuerda
con las evidencias clinico-epidemioldgicas y experimentales (57, 60). La contribucién relativa en la EA de cada
uno de los mecanismos expuestos es probablemente diferente para distintos individuos. La EA parece
asociarse a un fenotipo pro-inflamatorio, con aumento de la reactividad glial y de la actividad citotdxica en el
SNC. La disminucion de la agregacion proteica, del estrés oxidativo, el dafio mitocondrial, la respuesta
inflamatoria y la acumulaciéon de metales pesados (51, 52), como también el re-establecimiento de la
neurotransmision y bloquear la excitotoxicidad son aproximaciones terapéuticas experimentales hoy dia, pero
que pueden demostrar ser beneficiosas como tratamiento el dia de mafiana. Tanto las neuropatologias como
los estudios por imagen convergen en observaciones de los eventos patolégicos implicados en la EA que
ocurren temprano en el curso de la enfermedad y preceden a los sintomas clinicos. Por otra parte, la
progresion de la patologia de la EA en el cerebro se puede seguir utilizando las técnicas de neuroimagenes
(57). En los ultimos afios, numerosos estudios han demostrado que la atrofia cerebral y el hipometabolismo en
las regiones clave del cerebro pueden distinguir con precision la EA del envejecimiento normal y de otras
demencias. Asimismo, se esta investigando como evitar o disolver los cimulos de proteinas neurotdxicas, por
ejemplo, se estd investigando obtener una vacuna para la enfermedad de Alzheimer que impida la
acumulacion de la proteina beta-amiloide (58, 59). Por ultimo, la terapia génica ofrecera la posibilidad de
reemplazar los genes defectuosos que dan lugar a las enfermedades hereditarias (60). De este modo se
conseguiria que las proteinas que sintetizan los pacientes enfermos vuelvan a ser normales con lo que se
podria evitar la neurodegeneracion.

Existe toda una serie de lineas de investigacion para prevenir, enlentecer o frenar la
neurodegeneracion cuyos resultados practicos es probable que estén disponibles a medio plazo. Pero ademas
la investigacién sobre células madre abre la esperanza de poder restituir las neuronas perdidas y conseguir

que los sintomas desaparezcan: se trataria de trasplantar células que remplazarian a las neuronas perdidas. El
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trasplante de células madre resulta, desde un punto de vista tedrico, una posibilidad muy atractiva para el

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. En todo caso, la investigacién con células madre no ha

hecho sino empezar y es posible que las posibilidades de este tipo de tratamiento superen en la préctica

nuestras expectativas actuales optimistas (60).

En resumen; proteger las neuronas intactas es un objetivo mas importante que reparar las neuronas ya

dafiadas. Retrasar la aparicion de la enfermedad de Alzheimer es un paso importante. Actualmente contamos

co

n buena evidencia a partir de investigaciones cientificas que muestran que adoptando un estilo de vida

"cerebro saludable", se puede reducir el riesgo de desarrollar deterioro cognitivo
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RESUMEN

En la actualidad, el estudio de la coenzima Q10 (CoQ10) representa un area de vacancia en Argentina.
La CoQ10 es fundamental para la produccién celular de energia y es considerada un potente antioxidante
enddgeno. Su deficiencia se asocia a diversas patologias que revierten parcial o totalmente con la
suplementacién terapéutica de CoQ10, especialmente si es administrada en nifios. Sin embargo, en Argentina,
la CoQ10 es considerada un suplemento dietario y para el tratamiento sélo se encuentra disponible
comercialmente una formulacion sélida que no sélo posee baja biodisponibilidad sino que ademads es
inadecuada para su uso pediatrico, resultando en una pobre o inexistente respuesta terapéutica. Un mayor
conocimiento de las patologias que involucran la deficiencia de CoQ10 facilitaria al equipo de salud el manejo
de estas enfermedades que actualmente se conocen como “huérfanas” en Argentina.

Palabras clave: Coenzima Q10, Ubiquinona, enfermedad huérfana, formulacion huérfana.

COENZYME Q10 DEFICIENCY: AN ORPHAN DISEASE IN ARGENTINA?

SUMMARY

At present the study of coenzyme Q10 (CoQ10) is a large vacant area in Argentina. CoQ10 is essential
for cellular energy production and is considered a potent endogenous antioxidant. Its deficiency is associated
to different pathologies that partially or completely reversed with the therapeutic
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supplementation of CoQ10, particularly if it is administered in children. However, in Argentina, CoQ10 is
considered a dietary supplement and for treatment is only available a solid formulation that not only has low
bioavailability but also is unsuitable for pediatric use, resulting in poor or no therapeutic response. A greater
understanding of diseases involving CoQ10 deficiency would facilitate the health team management of this
disease that today are known as "orphan" in Argentina.

Keywords: Coenzyme Q10, ubiquinone, orphan disease, orphan product.

INTRODUCCION

La coenzima Q10 (CoQ10) es un compuesto endégeno que se encuentra en todas las células de nuestro
organismo. Dado su caracter ubicuo y su estructura de quinona, la CoQ10 también es conocida como
ubiquinona. Inserta en las membranas celulares y con posibilidad de movilizarse a través de ellas, esta quinona
es particularmente reconocida por su rol vital en el transporte electrénico de la cadena respiratoria
mitocondrial favoreciendo la produccién de ATP. La CoQ10, ademas, actia como un potente antioxidante en la
prevencion del dafio oxidativo del ADN, membranas bioldgicas y lipoproteinas (1, 2) y regenera a otros
antioxidantes como la vitamina E, por lo que es asociada a numerosos procesos de estrés oxidativo.

La CoQ10 es sintetizada como producto terminal de la via del mevalonato (3) y, ademas de su
produccidn enddgena, es incorporada a través de la dieta dado que algunos vegetales (perejil, ajo, brocoli,
coliflor, repollo), aceites (oliva, soja, mani, girasol), carnes (de vaca, pollo y cerdo) y ciertos mariscos y
pescados (caballa, atin, salmén, pulpo) presentan altos contenido de CoQ10 (4). Sin embargo, sélo un
pequefio porcentaje de la CoQ10 contenida en los alimentos es absorbida por esta via. Es por ello que los
niveles endégenos de CoQ10 estan determinados principalmente por su tasa de produccién de novo vs
consumo y, en menor medida, por el aporte exdgeno.

La deficiencia de CoQ10 puede ser clasificada como primaria o secundaria. La primera, relativamente
menos frecuente, ha sido asociada a mutaciones autosdmicas recesivas de diversos genes involucrados en su
biosintesis ocasionando enfermedades neuromusculares, mitocondriales y degenerativas con una grave
presentacion clinica que involucra degeneracidon motriz progresiva, pérdida de la memoria, dificultad en la
deglucidn y diferentes grados de retraso mental.

Las deficiencias secundarias, por el contrario, de mayor prevalencia, resultan de presentacion clinica
mas leve asocidndose a diversas patologias como fibromialgia, enfermedad cardiovascular, enfermedades
neurodegenerativas, cancer, diabetes, infertilidad masculina, embarazos de riesgo, entre otras. (5-8)

No obstante, el tratamiento con CoQ10 presenta grandes beneficios terapéuticos revirtiendo las
patologias y / o mejorando la calidad de vida del paciente con mejores resultados especialmente si el
diagndstico y tratamiento se realiza durante la nifiez (5). Es por ello que resulta fundamental el diagndstico
precoz de la deficiencia de CoQ10 y el inicio del tratamiento adecuado.

DIAGNOSTICO DE LA DEFICIENCIA DE COQ10

La determinacién de la concentracién plasmatica de la coenzima Q10 usualmente es utilizada para la
estimacion del estado de dicha coenzima en humanos, principalmente por representar una muestra poco
invasiva. Los niveles de referencia son extremadamente bajos: 0.40-1.40 uM en sujetos sanos (6, 9). Sin
embargo, esta determinacioén no refleja estrictamente los niveles tisulares de CoQ10 siendo poco clara la
correlacion de los niveles plasmaticos de CoQ10 con la patologia o la respuesta terapéutica (1). Este hecho
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hace indispensable, si bien resulta invasivo, la determinaciéon de CoQ10 en muestras como biopsias musculares
o fibroblastos de piel. Trabajos recientes plantean la posibilidad de estimar con mayor precision los niveles
tisulares de CoQ10 mediante su determinacién en células sanguineas mononucleares o en plaquetas (10-12),
aunque los rangos de referencia aun deben ser pertinentemente determinados.

TERAPEUTICA

Actualmente las formulaciones de CoQ10 no son consideradas como especialidad medicinal. Esto se
debe a que aun no resultan concluyentes los estudios clinicos que avalen los beneficios terapéuticos en
diferentes patologias en una poblacion lo suficientemente elevada. Si bien la Universidad de Florida (EEUU) en
colaboracion con la FDA (Food and Drug Administration), recientemente ha finalizado la fase Ill de un estudio
clinico que evalla la seguridad y el efecto terapéutico de la CoQ10 en pacientes con patologias mitocondriales
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00432744), las Farmacopeas internacionales contindan definiéndola
como un suplemento dietario (13). Dado que no pueden desconocerse los beneficios terapéuticos reportados
en numerosos trabajos de investigacidn en distintos paises (14-29), los especialistas recomiendan su uso si
bien a las preparaciones solicitadas se las conoce como “formulaciones huérfanas”.

Las formulaciones disponibles en el mercado internacional son variadas: capsulas duras conteniendo
CoQ10 sélida, capsulas blandas con suspensiones oleosas, sistemas autoemulsionables, micelas, complejos con
ciclodextrinas, microemulsiones, nanoemulsiones o nanoparticulas. Por otra parte, las tabletas efervescentes y
las tabletas de rapida disolucidn son utilizadas con menor frecuencia.

Todas las formulaciones diseinadas tienen por objeto incrementar la pobre y variada biodisponibilidad
de la CoQ10. Dicha molécula presenta un elevado peso molecular y es altamente lipofilica, tiene una muy baja
solubilidad y muy baja permeabilidad, lo que en forma sdlida la hace poco apta para la absorcion en el tracto
gastrointestinal. Ademas, la absorcién presenta una elevada variabilidad intra e interindividual. Debido a ello,
las formulaciones reportadas como mds biodisponibles son aquellas que intentan mantener la CoQ10 en forma
soluble (30-34).

Se ha reportado que la administracion de CoQ10 es segura al menos hasta los 1200 mg/dia y que no se
acumula en tejidos al suspender el tratamiento, lo que incrementa su nivel de seguridad. La dosis mas utilizada
en nifios es entre 10-30 mg/Kg/dia y hasta 2400 mg diarios en pacientes adultos con deficiencias graves,
idealmente administrada tres veces al dia aunque aun no se han estandarizado protocolos de tratamiento y los
resultados no son uniformes en todos los pacientes (35).

Dosis superiores a los 3000 mg/dia no causan graves efectos en humanos pero se han reportado
trastornos gastrointestinales y nauseas a estos niveles terapéuticos (30).

Un tratamiento temprano a elevadas dosis de CoQ10 podria cambiar radicalmente la historia natural
de aquel grupo de patologias que involucran una deficiencia primaria de CoQ10. Los pacientes con todas las
formas de deficiencia de CoQ10 muestran mejoras con la suplementacion oral, si bien los sintomas cerebrales
son solo parcialmente aliviados probablemente por el dafio cerebral estructural causado antes del tratamiento
y dada la pobre penetracion de la CoQ10 a través de la barrera hematoencefalica (36, 37).

El control terapéutico de la concentracién plasmatica de la coezima Q10 deberia considerarse a partir
de las 3-4 semanas de tratamiento ininterrumpido, cuando se espera que se alcance un estado de equilibrio
gue generalmente puede establecerse en concentraciones plasmaticas de CoQ10 de 5-10 pg/mL (38, 39).
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TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS DERIVADOS DE COQ10

Puesto que la absorcion intestinal de la CoQ10 es muy limitada, el desarrollo de analogos estructurales
similares a la CoQ10 pero menos hidrofdbicos y, por lo tanto, con un mejor perfil farmacocinético, emergen
como tratamientos prometedores cuando la funcidon mitocondrial se encuentra alterada. Los farmacos
Idebenona y MitoQ® han sido evaluados en estudios clinicos en cuanto a seguridad, toxicidad y eficiencia en el
tratamiento de diferentes patologias demostrando resultados exitosos en el Sindrome de Leigh, Ataxia de
Friedreich, MELAS (mitochondrial encephalopaty lactic acidosis and stroke-like episodes) y Parkinson.

Ambos analogos presentan una mejor absorcidn intestinal y atraviesan la barrera hematoencefalica.
Sin embargo, a largo plazo se espera que se disefien agentes terapéuticos que incrementen la sintesis
enddgena de CoQ10 mas que el uso de sus analogos. (30).

INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

Los farmacos utilizados en la disminucion del colesterol, como lovastatina y pravastatina, inhiben la
enzima Hidroxi Metil Gluratil CoA Reductasa requerida tanto para la sintesis del colesterol como de la CoQ10,
resultando en una disminucién de los niveles séricos de esta ultima (40, 41). Los beta bloqueantes, como el
propranolol y metoprolol (42), y las fenotiazinas y antidepresivos triciclicos, han demostrado inhibir ciertas
enzimas CoQ10 dependientes (43). Por otra parte, dado que la CoQ10 actda como la vitamina K (cofactor
positivo del proceso de coagulacién) podria contrarrestar el efecto anticoagulante de la warfarina (44). A su
vez, cuando la CoQ10 es co-administrada con drogas antihipertensivas, se ha observado que podria potenciar
su efecto (45). Asimismo, la CoQ10 puede mejorar la funcionalidad de la célula beta pancreatica e incrementar
la sensibilidad a la insulina. Esto reduciria los requerimientos insulinicos en pacientes diabéticos (46).

SITUACION ACTUAL EN ARGENTINA

Si bien la situacion mundial es diferente, existe un gran vacio de conocimientos en lo que respecta al
estudio de la CoQ10 en Argentina. Como consecuencia de la escasez de conocimientos especializados en el
area, se generan diagndsticos equivocados, se dificulta establecer la prevalencia real de la deficiencia de
CoQ10 vy se retrasan los desarrollos analiticos apropiados para su correcta evaluacién asi como el desarrollo de
medicamentos eficaces para su tratamiento. Sumado a ello, las empresas farmacéuticas se muestran
renuentes a la produccion de tales medicamentos en condiciones normales de mercado, ya que no hay una
expectativa razonable de que el costo de poner en marcha dicha produccion se restituya a través de la
comercializacion. Es por ello que estas patologias se encuentran “desamparadas” no sélo del interés del
mercado sino también de las politicas de salud publica lo que se traduce en impedimentos para que mejore la
calidad de vida de los pacientes con este tipo de patologias. Todo lo expuesto contribuye a concluir que la
deficiencia de CoQ10 constituye una “enfermedad huérfana” en nuestro pais.

Hasta hace relativamente poco tiempo en Argentina no existia la posibilidad de realizar la
determinacidon de CoQ10 en ninguna matriz puesto que no se habian desarrollado las metodologias analiticas
adecuadas para tal fin. Como resultado, en caso de sospecha de déficit de CoQ10, las muestras debian ser
enviadas al exterior con la consecuente demora en los resultados que podia ser de hasta un afio y la elevacion
de los costos. Desde el afio 2010, en el Centro de Investigacién y Control Farmacéutico (CIDEC) de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, se puede realizar la determinacidn plasmatica,
muscular y plaquetaria de CoQ10 para el diagndstico y control post tratamiento en pacientes que presentan
deficiencias tanto primarias como secundarias de CoQ10 (47-50). Actualmente se estan desarrollando
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métodos analiticos de elevada sensibilidad y selectividad por impresién molecular asi como métodos no
invasivos de diagndstico y seguimiento evaluando CoQ10 en células mediante un hisopado bucal que sera
especialmente beneficioso para la poblacion pediatrica.

En relacidn a la terapéutica, el Unico tipo de formulacién disponible en Argentina se limita a la forma
de CoQ10 solida (cdpsulas o sellos) a nivel magistral. Como se menciond previamente, ademas de la baja
biodisponibilidad de esta forma farmacéutica que se prescribe en la actualidad, su uso es aun mas
problemdtico en neonatos, en pacientes pediatricos, en pacientes con patologias mitocondriales (que
presentan una gran dificultad para ingerir sélidos) y en pacientes sondados, por lo cual el tratamiento resulta
absolutamente inadecuado e ineficiente.

En concordancia con esta afirmacion, hemos observado que el 100% de los pacientes pediatricos que
son suplementados con la formulacién sélida de CoQ10, que son analizados en nuestro laboratorio, no
alcanzan los niveles plasmaticos esperados post tratamiento. Ante la imposibilidad de deglutir la cdpsula, los
padres se ven obligados a colocar el contenido de la misma en agua para administrarsela a sus hijos. Sin
embargo, esta practica, dada la insolubilidad de la CoQ10 en agua, disminuye notablemente la cantidad
ingerida. Por otra parte, la administracidon en neonatos con deficiencia de CoQ10 se ve impedida puesto que
estos pacientes habitualmente se encuentran sondados y la CoQ10 sélida queda parcialmente retenida en la
sonda. Ademas, es sabido que las formas farmacéuticas sélidas no deben ser administradas por sondas
nasogdstricas, a menos que fuera estrictamente necesario debido a que éstas se obstruyen facilmente y deben
ser reemplazadas. Las formas liquidas son las recomendadas para su administracion en estos casos (51).

En respuesta a estos efectos negativos de las formulaciones sélidas, en el CIDEC iniciamos el desarrollo
de formulaciones liquidas de CoQ10. En tal sentido, recientemente hemos desarrollado una forma liquida de
CoQ10 que ha resultado ser fisicoquimicamente estable, de sabor agradable y de facil dosificacion (52, 53). Los
estudios preliminares de biodisponibilidad relativa demuestran que presenta un incremento en su
biodisponibilidad de 6 veces respecto de las formulaciones sdlidas disponibles en la actualidad (54). Es de
esperarse que la administracién de estas formulaciones se traduzca en un mayor efecto terapéutico.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El estudio de la CoQ10 es un campo aun requiere investigacion. Nuevos aportes cientificos se publican
a nivel mundial en relacién a las deficiencias halladas en diferentes patologias, mayores beneficios
terapéuticos y formulaciones farmacéuticas cada dia mas novedosas. Investigadores de diversos paises
preocupados por su estudio integran el International Coenzyme Q;, Association (ICQA) que se relne cada dos
afios para sumar conocimientos en el area. Sin embargo, en nuestro pais aun hay mucho camino por recorrer.
La evaluacién de nuevas patologias que evidencien deficiencia de CoQ10, el desarrollo de mejores y mas
eficientes métodos analiticos para la correcta evaluacion y diagndstico preciso y el disefio de mejores
formulaciones que puedan ser utilizadas por nifios y adultos con el fin de mejorar la respuesta terapéutica son
herramientas necesarias para que los pacientes y profesionales de la salud, especialmente pediatras y
neurdlogos infantiles, tengan acceso a los avances en el conocimiento de la CoQ10 para un mejor manejo de
su deficiencia.
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RESUMEN

La farmacovigilancia comienza en los afios 60 luego de la tragedia de la Talidomida. Es una
herramienta fundamental en el control y fiscalizacion de los medicamentos, ya que permite la deteccidn
temprano de los efectos adversos y/o inesperados de los medicamentos y esto permita tomar medidas
regulatorias . Los efectos adversos a los medicamentos se definen como una reaccién nociva y no deseada que
se presenta tras la administracion de un farmaco, a las dosis utilizadas habitualmente. Tanto los profesionales
de la salud como los pacientes pueden notificar una supuesta reaccién adversa. La ANMAT analiza datos de
diversos paises y conjuntamente con los hallados en nuestro pais, publica mensualmente tales novedades.

Palabras clave: farmacovigilancia, efectos adversos, ANMAT

SUMMARY

Pharmacovigilance begins in the 1960s after the tragedy of Thalidomide. It is a fundamental tool in the
control and oversight of drugs, since it allows early detection of adverse or unexpected effects of drugs, and
this will allow to take regulatory actions. Adverse drug effects are defined as harmful and undesired reaction
that occurs after the administration of a drug, in the dose commonly used. Both health professionals and
patients may report an alleged adverse reaction. The ANMAT analyzes data from various countries and
together with those found in our country, monthly published such news.

Keywords: farmacovigilance, adverse drug effects, ANMAT

INTRODUCCION

El concepto de seguridad de los medicamentos tiene una larga historia, aunque su evaluacién
sistematica y obligatoria comienza a principios del siglo XX. Tal como la entendemos actualmente, la
farmacovigilancia es posterior a las reformas del marco regulatorio de los medicamentos en los inicios de los
afos ‘60, en buena medida como consecuencia de la lamada “tragedia de la talidomida”.

La farmacovigilancia es una herramienta indispensable para el control y fiscalizacién de las
especialidades medicinales, ya que permite la deteccidén temprana de los efectos adversos y/o inesperados de
los medicamentos durante la fase de uso extendido de los mismos; también contribuye a la percepcién de las
fallas de respuesta terapéutica por deficiencias de calidad. De esta manera, permite tomar medidas
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regulatorias utiles, y en muchos casos, necesarias, tanto para la practica clinica como para que las politicas de
salud relativas a medicamentos (fundamentalmente, el acceso a medicamentos efectivos, seguros y de
calidad) resulten efectivas.

La farmacovigilancia, segun la definicidén de la Organizacién Mundial de la Salud (2002) es la ciencia y
las actividades relativas a la deteccidn, evaluacién, comprensidn y prevencién de los efectos adversos de los
medicamentos o cualquier otro problema relacionado con ellos. Es una definicion muy abarcativa, ampliada
con respecto a las empleadas en los afios previos, que pone énfasis en su cardacter cientifico (es el primer
elemento que incluye) y amplia el campo de incumbencia al incluir todo tipo de problemas derivados de los
medicamentos y su uso. Es probable que en los proximos afios se puntualice aln mas, de forma de definir aun
mejor el concepto y campo de aplicacidn de la farmacovigilancia, que, como actividad profesional, ha crecido
enormemente en los Ultimos afios, tanto a nivel global como en nuestro pais.

Los efectos adversos a los medicamentos se definen como una reaccidn nociva y no deseada que se
presenta tras la administracion de un farmaco, a las dosis utilizadas habitualmente. Para calificarlo como
efecto adverso, se debe considerar que hay una relacién de causalidad entre la administracién del farmaco y
la aparicién de esa reaccion, lo cual se hace a través de diversos procedimientos de analisis de imputabilidad.
Entre los diversos tipos de efectos adversos (cuya clasificacién es compleja) se incluyen no sdlo las categorias
mas frecuentes (como las reacciones colaterales y los efectos secundarios, de relacion directa y relativamente
simple con la dosis, o las reacciones idiosincraticas y las de hipersensibilidad, menos relacionados con las dosis
de uso en medicina) sino también manifestaciones asociadas al uso crénico (por ejemplo fenémenos
adaptativos a la exposicién prolongada a un farmaco), consecuencias diferidas en el tiempo (como teratogenia
o carcinogénesis), cuadros de abstinencia vinculados con la supresion del tratamiento e incluso los cuadros de
falla inesperada del tratamiento (por ejemplo como consecuencia de interacciones). En esa ultima categoria
se encuentra el limite con lo que la definicion mencionada lineas mas arriba incluye como "otros problemas
relacionados a los medicamentos", cuando aparece falta de eficacia por la utilizacién de un producto
“subestandar” (que pueden o no cumplir la definicién de efecto adverso) o situaciones tales como una
confusion en el nombre comercial, que se consideran dentro del rubro de errores de medicacién En el caso
de la aparicion de medicamentos falsificados, éstos pueden no presentar el efecto esperado, o un efecto
menor al esperado o, en algunos casos, incluso un efecto mayor o directamente téxico.

Durante la fase de desarrollo de un nuevo farmaco, la cantidad de pacientes expuestos no es
suficientemente numerosa como para detectar todos los efectos adversos; ademas, suele tratarse de
pacientes con cierta homogeneidad en su patologia y el tratamiento se realiza por un tiempo acotado. Por lo
tanto, las reacciones adversas poco frecuentes, las interacciones medicamentosas y otros efectos, por ejemplo
derivados de las posibles co-morbilidades, suelen no aparecer hasta tanto se generalice su uso en toda la
poblacién destinataria de ese medicamento. Uno de los principales objetivos de la farmacovigilancia es la
ampliacidn del conocimiento de una droga durante los primeros afios de su entrada en el mercado de un pais,
especialmente (pero no sélo) en lo referido a su seguridad. Entre otras, en esta etapa es muy importante la
deteccidn de los efectos adversos, de interacciones y de las consecuencias del empleo de esa droga en
poblaciones vulnerables (por ejemplo mujeres embarazadas) habitualmente exluidas de los ensayos clinicos
pero que inevitablemente aparecen durante el empleo corriente en terapéutica.

Recientemente en nuestro pais y desde hace unos afios en Europa y EEUU, las empresas farmacéuticas
deben presentar conjuntamente con la solicitud de registro de una nueva entidad molecular o nuevo farmaco,
un plan de seguimiento del mismo durante los primeros afios de su comercializacion. Este plan, denominado
de gestidn de riesgo, debe ser preparado por cada laboratorio teniendo en cuenta los riesgos hallados durante
la fases no clinicas y clinicas de la investigacidn de ese producto, y otros riesgos ya conocidos (por ejemplo,
efectos propios de la clase de medicamentos a la que pertenece el nuevo producto). El plan consiste en
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actividades corrientes de farmacovigilancia, mas instructivos para los médicos y en caso de riesgos
prevenibles, la descripcidn de los medios para evitar tales efectos adversos, en algunos casos, con elevada
participacién del propio fabricante: un ejemplo ilustrativo es la realizacién de estudios de laboratorio que se
deben realizar obligatoriamente antes de dispensar o utilizar un determinado medicamento. Una vez
aprobado el plan, la empresa farmacéutica que lo lleva a cabo debe presentar los resultados semestral o
anualmente, segln se haya estipulado.

En el marco cambiante y crecientemente judicializado del ejercicio profesional, los profesionales de la
salud que prescriben el medicamento tienen que acostumbrarse a optimizar su actividad, registrando mejor
los datos de los pacientes, su seguimiento clinico y de laboratorio, incluso los pertinentes a su seguridad. Es
decir, los médicos y odontdlogos deben hacer un seguimiento estricto de sus pacientes y registrarlo. Aunque
este concepto es general, teniendo en cuenta que muchos de los medicamentos recientemente aprobados son
de origen biotecnolégico, como anticuerpos monoclonales u otras moléculas complejas proteicas que pueden
tener efectos adversos graves, muchos de tipo inmunoldgico-infecciosos, se requiere aumentar la atencién
sobre este tipo de efectos adversos, ya que no siempre los profesionales estamos suficientemente alertas a
relacionar su presencia con los medicamentos.

Las notificaciones de los efectos adversos recibidas en el Sistema Nacional de Farmacovigilancia
argentino se incluyen en bases de datos nacionales e internacionales (la de la OMS). Estas bases son evaluadas
periddicamente con sistemas de analisis de tipo bayesiano (dado que no se sabe la cantidad de pacientes que
lo han consumido) con el fin de obtener las “sefiales” que luego pueden traducirse en hipdtesis, a ser
confirmadas o rechazadas con otros tipos de estudios, incluso ensayos clinicos.

Una actividad complementaria (no alternativa) de la notificacion y muy importante es la publicacién en
medios cientificos adecuados de los casos clinicos de efectos adversos, interacciones u otros problemas, de
modo de generar bibliografia cientifica sobre los mismos, lo que facilita su analisis y caracterizacion y en
definitiva, redunda en beneficio del correcto ejercicio de las actividades vinculadas a la salud. El conocimiento
de los efectos adversos de los medicamentos es fundamental para el profesional a la hora de elegir el
medicamento para su paciente, intentando ponderar el beneficio y el riesgo implicitos en su indicacién. Por
otro lado, los medicamentos pueden producir lesiones o manifestaciones dérmicas, hepaticas, hematoldgicas,
neuroldgicas etc., que deben ser conocidas al momento del diagndstico médico, dado que esos sintomas y
signos pueden confundirse con otras enfermedades y en muchas situaciones deben ser considerados como un
diagnéstico diferencial.

Actualmente se estd ampliando la idea de seguridad en el uso de medicamentos, de modo que el eje
de atencidn no es ya, exclusivamente, la seguridad del medicamento, sino que se incorpora también la
seguridad del paciente. Aunque suene obvio, un mismo medicamento representa diferentes riesgos en
pacientes distintos, y un mismo paciente tiene riesgos diferentes con medicamentos distintos. Es una relacion
donde ambos componentes de la interaccidn paciente-medicamento (y las condiciones en que se produce la
misma) son criticos y su descomposicion en elementos propios de cada puede hacer perder de vista ese
cardacter dialéctico. En el caso de la seguridad de los pacientes, se incluyen otros aspectos pero en la actualidad
contempla en gran medida el uso y contacto con los medicamentos .

¢COMO SE TRABAJA EN FARMACOVIGILANCIA?

Tanto los profesionales de la salud como los pacientes pueden notificar una supuesta reaccion adversa
o “no deseada” que considera que podria estar relacionada con la medicacion que prescribid, dispensé, ingirid
o (se) aplicd, dependiendo de quien notifica. Esta notificacidon actualmente puede realizarse on line, entrando.
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El formulario es diferente si se desea notificar un presunto efectos adverso, una falta de eficacia, un "efecto
supuestamente atribuido a vacunas e inmunizaciones" (ESAVI), un fitoterapico o un posible error de
medicacién.

El Sistema Nacional de Farmacovigilancia fue creado en 1993 por una resolucidon ministerial (908/93) y
funciona con un efector central, en el Departamento de Farmacovigilancia de la ANMAT (Av. de Mayo 869,
piso 11) y grupos de trabajo descentralizados, los efectores periféricos, donde los médicos y los farmacéuticos
son los actores principales, ubicados fisicamente en hospitales, colegios de farmacéuticos, facultades de
diversas universidades, etc. El efector central recibe las notificaciones y las evalua, tras lo cual las ingresa en
la base de datos de la OMS, en el Centro de Monitoreo de Eventos Adversos (UMC) que funciona en Uppsala
(Suecia) con mas de 5 millones de notificaciones, desde su creaci los que son utilizados para la deteccion de
sefiales (a través de los analisis mencionados lineas mas arriba).

A titulo personal, me parece importante que los fabricantes cuiden y conozcan sus propios productos,
estimulando entre los profesionales de la salud la deteccidn y notificacion de efectos adversos. Recientemente
han sido publicadas las Buenas Practicas en Farmacovigilancia (Disposicion ANMAT 5358/12), que establecen
un marco normativo local para el cumplimiento de las actividades de farmacovigilancia por todas las empresas
farmacéuticas de nuestro pais, a tono con las normas internacionales.

Durante 2012 el Sistema Nacional de Farmacovigilancia recibié un total de 7186 notificaciones. Entre
ellas, 5582 correspondian a reacciones adversas de medicamentos, de las cuales 4505 procedian de las
empresas fabricantes de medicamentos, 982 de efectores periféricos y 95 de otros notificadores. Se recibieron
también 678 notificaciones de desvios de calidad y 439 sobre eventos supuestamente atribuibles a vacunacién
e inmunizacién (ESAVI), ademas de las notificaciones desestimadas y las correspondientes a errores de
medicacion (efectivamente incurridos o posibles). Se aprobaron 34 planes de gestidon de riesgo y se recibieron
517 informes periddicos de seguridad correspondientes a productos en comercializacién. A partir dela
informacidn que genera o recibe de otras fuentes, las acciones llevadas a cabo por el sistema de FV pueden ser
la inclusion de informacién de seguridad en el prospecto o restricciones al uso del medicamentos, el cambio de
la condicién de expendio, retiro del mercado de un lote o de un medicamento.

LA IMPORTANCIA DE LA COMUNICACION Y DIFUSION DE LOS HALLAZGOS DE FARMACOVIGILANCIA

Distintas agencias de medicamentos internacionales (FDA, Health Canada, EMA, TGA de Australia)
publican diariamente en sus paginas web distintos problemas encontrados con medicamentos, ya sea nuevos
efectos adversos descriptos para nuevas drogas como retiros del mercados por defectos de calidad (recalls).

La ANMAT analiza esos datos y conjuntamente con los hallados en nuestro pais, publica
mensualmente tales novedades. En caso de retiro de lotes, esta informacion también aparece en el Boletin
Oficial.

En el minisitio de farmacovigilancia en la pagina web de la ANMAT :
(http://www.anmat.gov.ar/farmacovigilancia/principal.asp) se han publicado novedades de seguridad sobre
60 drogas, 11 grupos terapéuticos y 5 vacunas.

Otra modalidad de difusiéon que emplea ANMAT es la participacidn en cursos para profesionales de la
salud, presentaciones en congresos, publicaciones, etc.
La importancia de estas actividades de difusién surge de la magnitud de los efectos adversos comoproblema
de salud: segun diferentes estudios, del 15 al 20% de los pacientes internados tienen algunareaccién adversa a

medicamentos. Dado que muchos de esos problemas son prevenibles, éste y otros esfuerzos por hacerlos
conocer redundara en un mejor cuidado de salud de nuestra poblacién.
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concurso, de la asignatura Farmacognosia. En la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura de la
Univ. Nacional del Nordeste actué como Profesor titular con dedicacion exclusiva, interino, en la Catedra de
Toxicologia; y en la School of Pharmacy de la Universidad de Illinois (EEUU), fue nombrado Profesor asistente
en investigacion (1973). Fue investigador independiente del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas y fue nombrado subdirector del Instituto de la Quimica y Metabolismo del Farmaco (IQUIMEFA, UBA-
CONICET), en mérito a su contribucidn durante la creacidn de dicho Instituto por convenio con la Universidad
de Buenos Aires (1983).

Fue Secretario Académico y Consejero de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, miembro fundador de
la Sociedad Argentina de Toxicologia, de la Sociedad Argentina de Investigaciones en Quimica Orgdnica
(SAIQO) y de la Fundacidn Facultad de Farmacia y Bioquimica, en la que se desempefié como presidente y
vicepresidente. En esta Academia se desempend ademads como tesorero de su Consejo de Administracion.

Publico unos 65 trabajos en revistas locales y extranjeras y fue coautor de 7 libros. Actué como
organizador, disertante o participante con presentacién de trabajos o ponencias en cientos de Congresos,
Simposios, Jornadas y Reuniones cientificas, tanto en el pais como en el extranjero. Sus trabajos de
investigacion se han orientado al andlisis sistematico de las plantas medicinales argentinas, a las metodologias
de produccién de extractos vegetales y fraccionamiento de los mismos. Recibid el premio “Félix de Azara”
(bienio 1985-1986) y el “Bernardo Houssay", edicién 2003.

En la actividad privada fue Director Técnico de Farmacia y Codirector técnico y luego Gerente de
Control de Calidad en la Industria Farmacéutica, asi como Asesor de la misma mediante convenios con la
Facultad de Farmacia y Bioquimica, actuando en actividades relacionadas con el desarrollo de nuevos
productos y con la aplicacidn de las Buenas Practicas de Fabricacién y Control (GMP y GLP).

Durante su desempeiio en el drea de Farmacognosia desde 1966, formd numerosos recursos humanos
interactuando con los docentes graduados, muchos de los cuales han permanecido como tales en la docencia
universitaria mientras que otros ocupan cargos profesionales en la industria farmacéutica. Fue uno de los
primeros en utilizar en nuestra profesién las modernas tecnologias computacionales en la actividad cientifica
en el pais (inicio de los afios 70). Esta decisién lo orientd en toda su futura labor, tanto en la actividad cientifica
como en la industria, donde impulsé el uso de bases de datos como herramientas que facilitaban el trabajo
rutinario o simplificaban la busqueda y organizacion de informacidon. Merece una especial mencidn su labor en
la creacién y confeccién de una base de datos de las plantas medicinales argentinas. Editada en 3 reediciones
sucesivas, en la misma quedaron registradas, gracias a mas de 30 afios de su labor personal y la de un grupo de
sus colaboradores, 1.531 especies nativas medicinales o tdxicas, con mdas de 20.000 registros sobre nombres
cientificos y comunes, usos y referencias bibliograficas. Es una obra que revela varios aspectos fundamentales
de la personalidad del Dr. Rondina: su motivacidon por la actualizacién permanente, su perseverancia y su
estrategia planificadora, atributos que reiteradamente fueron valorados por colegas e instituciones
profesionales.

Gracias a estas mismas cualidades personales, fue junto con el Dr. Jorge D. Coussio uno de los
encargados de reformar la catedra de Farmacognosia en nuestra Facultad, orientandola hacia las nuevas
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tendencias de la especialidad, motivados por la aparicién y perfeccionamiento de nuevas tecnologias
analiticas. Con este mismo objetivo, fueron ambos los introductores en la Argentina de la cromatografia
instrumental de alta resolucién y responsables de la incorporacién del tema en los programas de estudio;
dictando los primeros cursos para graduados en el pais sobre la materia.

El Dr. Rondina supo aportar el buen juicio y la oportuna gestién, y promovié o fundd hitos en nuestras
ciencias. Pero también es fundamental que se ponderen sus cualidades personales, los valores intangibles, la
condicién humana en su afecto, su cordialidad, su alegria, su siempre buena predisposicion, su experiencia
humana, su actitud planificadora y creativa, su impetu, su sencillez, su dedicacién a ultranza y no solo su
testimonio profesional. Por esto el Dr. Rondina fue un Académico cabal y le debemos este modesto pero
emotivo homenaje.

Arnaldo L. Bandoni
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SEMBLANZA DE ANIBAL G. AMAT

Anibal Gumersindo Amat, miembro correspondiente de esta Academia desde hace cinco afios, habia
nacido en La Plata el 16 de febrero de 1958. Lo conoci en su mocedad, cuando a comienzos de 1976 iniciamos
juntos la Licenciatura en Ciencias Naturales (Orientaciéon Botanica) en la Facultad de Ciencias Naturales y
Museo de la Universidad Nacional de La Plata. Yo habia decidido complementar mi formacién farmacéutica y
bioquimica y él se debatia entre su aficidn literaria (Anibal era un promisorio poeta) y su vocacién por el
estudio de la “Ciencia Amable”, como denominara Linneo a la Botadnica.A pesar de la diferencia de edad (yo ya
habia finalizado mi tesis doctoral y él acababa de completar sus estudios secundarios), se establecié entre
ambos a partir de entonces una hermosa amistad, que se prolongé hasta su desaparicién, ocurrida el mes
pasado, pocos dias antes de cumplir los 55 afos.

Anibal Amat obtuvo su titulo de grado (Licenciado en Ciencias Naturales con Orientacién Botanica) en
1985 y se doctord en 1991, cuando ya era integrante del plantel docente de la joven Facultad de Ciencias
Exactas, Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Misiones, en la ciudad de Posadas, donde
constituyd su domicilio y formd una hermosa familia, integrada por su esposa y sus tres hijos. En el momento
de su desaparicion revistaba como Profesor Titular Regular con Dedicacion Exclusiva de las Catedras de
Farmacognosia y de Biologia Vegetal de la mencionada Unidad Académica, sita en la calle Félix de Azara de la
ciudad de Posadas, asi llamada en homenaje al primer naturalista rioplatense, nombre que también recibe uno
de los premios que otorga la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos aires y al que
Anibal Amat se hizo acreedor en el afio 2006... (¢ coincidencias?).

Apenas ingresado a la Universidad Nacional de Misiones fue designado Coordinador del Ciclo Especifico
de la Carrera de Farmacia, donde se desempefié sucesivamente como Director del Departamento de Farmacia
de la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales y luego sucesivamente como Director del
Departamento de Biologia y como Consejero Directivo de dicha Unidad Académica. A pesar de no ser
farmacéutico, fue el responsable de la organizacion de la Carrera de Farmacia en la Universidad Nacional de
Misiones, para lo cual contd esencialmente con el apoyo de profesores de las Universidades de Buenos Aires y
de La Plata. Dado su inicio como docente auxiliar en la Catedra de Farmacobotdanica de la Facultad de Ciencias
Exactas de la Universidad Nacional de La Plata, su formacién botanica inicial se fue enriqueciendo en el
conocimiento de las propiedades de las plantas medicinales, a tal punto que le valié el reconocimiento de sus
pares farmacéuticos, quienes propusieron su incorporacidon hace ya algunos afos como Miembro de la
Subcomisién de Fitoterapicos de la Farmacopea Nacional Argentina.

Su tarea como investigador también revelé ese sesgo farmacoldgico que adquirié su formacién inicial
como botdnico, donde privan y se destacan sus trabajos relacionados con estudios farmacobotanicos y
farmacogndsticos de especies medicinales utilizadas en Misiones, incluidos estudios de genotoxicidad de las
mismas y de sus aplicaciones en la ciencia forense. No menos trascendente fue por otra parte su aporte como
Director de Conservacién y Medio Ambiente de la Secretaria deCultura de la Provincia de Misiones, vinculados
a la Restauracidon y Puesta en Valor de los Conjuntos Monumentales Jesuiticos Reducciones de Indios
Guaranies existentes en Misiones y en Paraguay, entre los que pueden citarse los Estudios de Conservacién -
aspectos floristicos- en los Conjuntos Jesuiticos de San Ignacio Mini y de Nuestra Sefora de Loreto de Misiones
y elMicroanalisis de Materiales Estructurales yDecorativos de origen vegetal en la Reduccién de San Cosme y
San Damian en Paraguay, asi como los correspondientes a la Restauraciéon de las Reduccioneslesuiticas de
Santa Ana, Santa Maria La Mayor y Santos Martires del Japdn,que contaran con el apoyo y reconocimiento de
la Sociedad Estatal V Centenario de Espafia, de laComisidon Nacional de Monumentos y Sitios de Argentina y de
la UniversitadegliStudi di Napoli "Federico II" de Italia. .
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El compromiso adquirido para con su patria chica adoptiva lo llevd finalmente a actuar como
Coordinador del Proyecto “Museo Virtual de la Biodiversidad de la Provincia de Misiones, Argentina”,
emprendimientoconjunto del Consejo Federal de Inversiones, la Provincia de Misiones y la Universidad
Nacional de Misiones. Este original emprendimiento esta planteado como un espacio de articulacién entre el
conocimiento cientifico actual y el interés general, publico y privado, teniendo como eje central la diversidad
biolégica, resaltando los tres planos de la misma: diversidad de ecosistemas, diversidad de especies y
diversidad genética, organizado sobre la base de imagenes y textos vertebrados en una base de datos.

Al comienzo de esta semblanza hice referencia a la temprana vocacidn poética de Anibal Amat, de la
que tuve oportunidad de ser testigo en una presentacion oral organizada por el grupo literario platense
“Latencia” al que él pertenecid, alla por 1978, pero de la que no creo que haya quedado mucha informacién
escrita, como tampoco de su admiraciéon por Borges, con quiense encontré en mas de una oportunidad. De
todos modos su vocacion literaria le permitié editar un par de libros, claro que no de poesia ni de ficcion, sino
relacionados con la veta académica, como “Farmacobotdnica y Farmacognosia en la Argentina”, editado en
2001, o “Improntas Epidérmicas de Plantas Cultivadas”, aparecido en el 2009.

Nuevamente en esta oportunidad, como en el caso de Eloy Mandrile el afio pasado, me toca despedir a
un amigo. A un amigo que precisamente fue propuesto como Académico Correspondiente a instancias de
EloyMandrile, aunque por el hecho de residir en Posadas, Anibal Amat probablemente no era conocido por Ia
mayoria de los académicos presentes. Los que si lo conocimos y tuvimos el placer y el honor de compartir con
¢l ya sean vivencias personales, cientificas y/o académicas, hoy lamentamos que nos haya dejado. Y a este
lamento seguramente se une esta corporacién académica, que se priva de seguir contando con el aporte de
uno de sus mas jovenes y promisorios miembros. Sdlo resta despedirlo, agradeciendo sus aportes a la
profesién farmacéutica. Adiés, Anibal, querido amigo.

Acad. Néstor Cdffini
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REVISTA FARMACEUTICA : RECOMENDACIONES PARA LOS AUTORES

Revista Farmacéutica, drgano de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica, considerara la
publicacidn de trabajos vinculados directa o indirectamente a las Ciencias Farmacéuticas y 6 Bioquimicas, en la
forma de Reviews (Revisiones).

Los trabajos deben remitirse al Comité Editor de Revista Farmacéutica, Junin 956 (1113) en Buenos
Aires — Argentina, por escrito a renglén por medio. El autor deberd enviar una versidon electrénica a
acad@ffyb.uba.ar, conteniendo el archivo correspondiente en Word for Windows.

La presentacion deberd ajustarse a las siguientes normas generales:

La extension del trabajo, incluyendo graficos, cuadros, tablas, etc. y referencias bibliograficas, no
deberd superar 20 carillas.

Configuracion de paginas: El texto debe ser presentado en el procesador de texto Microsoft Word, con
un tamano de papel A4, con margenes superior, izquierdo, inferior y derecho de 2,5 cm e interlineado de 1,5
con alineacidn justificada, numeradas en el angulo inferior derecho de cada pagina. En cada punto y aparte
dejar sangria. La letra a emplear es Arial, estilo normal, tamafio 11.

Titulo: debe ser conciso y suministrar la mayor informacién sobre el contenido del trabajo, en la
primera linea de la primera pagina. Debe ser claro, descriptivo y no exceder las 20 palabras, sin abreviaturas,
alineacién centrada, en negrita. Letra Arial, tamafio 14.

Los trabajos en espaiiol, deberan incluir una traduccién del titulo en inglés, que se incluira dentro del
Summary.

Autores: debajo del titulo deberan consignarse los nombres y apellidos completos de los autores,
separados por una coma y en negrita, con indicacion (*) de quien es el autor a quien dirigir la correspondencia.
A continuacién deberd sefialarse lugar de pertenencia o afiliaciones y direcciones completas de los mismos,
indicando con superindices en nimeros la relacién entre un autor y su afiliacién y direccién.

Resumen: en la segunda pagina escribir la palabra “RESUMEN” en negrita. El resumen debera contener
de 200 a 300 palabras con interlineado 1,5. No debe presentar abreviaturas. Debe reflejar claramente y de
manera concisa los temas tratados en el trabajo. A continuacion se incluird un summary en ingles.

Deberan incluirse tres palabras clave o key words en espafiol e ingles, respectivamente luego del
resumen correspondiente.

Tabla de contenidos: incluira los subtitulos de cada seccidn que componga el cuerpo del manuscrito:
Resumen —Summary

Introduccion

Desarrollo (incluyéndose los diferentes items que lo componga)

Conclusiones

Referencias Bibliograficas

Agradecimientos (si corresponde)

Cuerpo del manuscrito: Cuando se hagan referencias en el texto a cantidades nunca deberdn expresarse en
letras. Para cantidades decimales debera utilizarse la coma (,) incluso cuando se trate de una cita en inglés (Ej:
33506,20). Valores porcentuales deberan ser expresados con dos cifras decimales. Las unidades de cualquier
dato deben seguir el sistema de unidades internacionales. Se pueden incluir abreviaturas de términos que se
repetiran a lo largo del trabajo. Cuando se emplee por primera vez una abreviatura debera estar precedida de
los términos completos.
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Los nombres cientificos completos deberan ser colocados en su primera mencidén. En posteriores
menciones se usara solo la letra inicial del género mas la especie sin agregar el clasificador (abreviaturas
“var.”, “subsp.”, etc.). Los nombres comunes de especies bien conocidas pueden ser usados una vez que hayan
sido identificados con los nombres cientificos completos en su primera mencidon. Toda locucidn latina debera ir

en letra cursiva (Ej.: et al., in vitro, Opuntia boldinghii).

Citas en el texto: En el texto, las referencias se colocaran con nimeros consecutivos, entre paréntesis,
de acuerdo con el orden en que se presenten y deberdn ser ordenadas numéricamente en las
correspondientes referencias bibliograficas.

Tablas y cuadros: Se citaran con numeracién arabiga con su correspondiente titulo y epigrafe. Los
titulos de las tablas deberan colocarse por encima de las mismas y seran numeradas con nimeros arabigos. En
el texto, la palabra “Tabla” no debe ser abreviada. Las abreviaturas dentro de las tablas deberan ser
identificadas con una nota al pie de la misma.

Resultados graficos que se toman de bibliografias de trabajos publicados, deberan presentar
autorizacién del autor o del editor que los publicé, y se consignard el crédito de la procedencia en el
manuscrito.

Figuras: Los archivos de las figuras deben tener extensiéon TIFF, BMP o JPEG, con un tamafo
aproximadamente de 12 cm. de alto y con una resolucidn de 300dpi. Pueden ser figuras en color. Los titulos de
las figuras deberan colocarse por debajo de las mismas y ser numeradas con numeros arabigos.

En el texto la palabra “Figura” debe ser abreviada a “Fig.”. Las abreviaturas dentro de las figuras deben
ser identificadas con una nota al pie de la misma.
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ENTIDADES COOPERADORAS DE LA ACADEMIA

Colegio de Farmacéuticos de la Provincia de Bs. As.
Confederacidon Farmacéutica Argentina (COFA)
Colegio Oficial de Farmacéuticos y Bioquimicos
Fundacién Rene Baron
Asoc. Argen. de Farm. y Bioq. Industrial (SAFYBI)
CAEME
Laboratorios Abbot

Bagod S.A.

Casasco S.A.l.C.

Roemmers S.A

Roux Ocefa S.A.

La Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica expresa su agradecimiento a las Entidades
Cooperadoras que permiten el cumplimiento de sus objetivos, “la promocion y el progreso de las
Ciencias Farmacelticas y Bioquimicas”, y la publicacion de la “REVISTA FARMACEUTICA” Y
“ANALES DE LA ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA”
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