Volumen 153
N° 1-2
2011

Fundada en 1858

COMITE DE PUBLICACION
EDITORIAL BOARD

Coordinador
Miguel D’ Aquino

Secretario
Gabriel Gutkind

Miembros
Miguel Caso
Luis E. Diaz

Manuel Limeres
Mario A. Los
Ronaldo Meda
Marcelo C. Nacucchio
Maria Luz Pita Martin
Marta M. Salseduc

Marcelo Squassini

Editada por la
Academia Nacional de
Farmacia y Bioquimica
Junin 956 - P. P.
Tel./Fax: (011)4964-8213
Buenos Aires
acad@ffyb.uba.ar

Direccion postal
Junin 956 P.P.
1113 Buenos Aires - Argentina
http://www. ffyb.uba. ar/academia/infex.htm

Disefio y composicion laser
Tall. Graf. Su Impres S.A.

La presente edicién
se termind de imprimir en
Tall. Graf. Su Impres S.A.
Tucuman 1480 C.A.B.A.
Tel./Fax: 4371-0029/0212

REVISTA
FADMACKEUTICA

REVIEWS

Editada por la
Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica
Personeria Juridica N°1 762-30/8/1968

CONSEJO DIRECTIVO 2011

Presidente
Acad. Carlos M. Baratti

Vicepresidente
Acad. Miguel Angel Caso

Secretario General
Acad. Gabriel Mato

Prosecretario
Acad. Marta M. Salseduc

Tesorero
Acad. Ronaldo Meda

Protesorero
Acad. Miguel D’ Aquino

Vocales Titulares
Acad. Carlos A. Gotelli
Acad. Juan P. Rossi

Vocales Suplentes
Acad. Otmaro Roses
Acad. Modesto C. Rubio

Revisores de Cuentas
Acad. Alfredo A. Hager
Acad. Eloy L. Mandrile

Acad. Francisco J. Stefano

Las ideas que se exponen en el Reviews son de exclusiva responsabilidad de los autores y no reflejan

necesariamente la opinion de la Academia™ Nacional de Farmacia y Bioquimica.




ACADEMIA NACIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

ACADEMICOS TITULARES

Acad. Sem M. Albonico
Acad. Maria Cristina Anén
Acad. Carlos M. Baratti
Acad. Mirta J. Biscoglio
Acad. Alberto A. Boveris
Acad. Carlos Bregni
Acad. Rodolfo Brenner
Acad. Néstor O. Caffini
Acad. Clyde N. Carducci
Acad. Ricardo A. Caro
Acad. Miguel A. Caso
Acad. Miguel D’ Aquino

Acad. Tomas de Paoli
Acad. Luis E. Diaz
Acad. Carlos H. Gaozza
Acad. Héctor 1. Giuliani
Acad. Carlos A. Gotelli
Acad. Gabriel O. Gutkind
Acad. Alfredo A. Hager
Acad. Silvia Hajos
Acad. Mario A. Los
Acad. Eloy L. Mandrile
Acad. Horacio José Gabriel Mato
Acad. Ronaldo Meda

Acad. Marcelo C. Nacucchio
Acad. Edgardo Poskus
Acad. Rubén V. D. Rondina
Acad. Otmaro E. Roses
Acad. Juan Pablo F. C. Rossi
Acad. Modesto C. Rubio
Acad. José Alberto Santomé
Acad. Alfredo Salibian
Acad. Marta M. Salseduc
Acad. Francisco J. E. Stéfano
Acad. Maria G. Volonté
Acad. Regina L. W. de Wikinski

ACADEMICOS EMERITOS

Acad. Arnaldo L. Bandoni

@ Acad. Osvaldo D. Castrelos
Acad. Jorge D. Coussio

Acad. Héctor M. Chechile

Acad. Mateo Chekherdemian
Acad. Enrique I6vine

Acad. Alejandro C. Paladini

Acad. Juan C. Sanahuja
Acad. Antonio Somaini

Acad. Horacio B. Rodriguez

ACADEMICOS HONORARIOS

BRASIL
Acad. Evaldo de Oliveira

ESPANA
Acad. Benito del Castillo Garcia
Acad. Federico Mayor Zaragoza

Acad. M. Teresa Miras Portugal

ITALIA
Acad. Rodolfo Paoletti

ACADEMICOS CORRESPONDIENTES

Acad. Anibal Amat
Acad. Marcelo O. Cabada
Acad. Osear H. Fay
Acad. Raul C. Fazio
Acad. Aida Pesce de Ruiz Holgado
Acad. Manuel Limeres

Acad. Guillermo Lossa

Acad. Rubén H. Manzo
Acad. Modesto R. Montecchia
Acad. Aldo Mottino
Acad. Elsa Maria Nadalin
Acad. Jorge O. Nicolini
Acad. Otto Orsingher
Acad. Ana Maria Pechen D’ Angelo

Acad. Gabriela del Valle Perdigén
Acad. Hugo G. Pérez

Acad. M. Luz Pita Martin de Portela
Acad. Clelia M. Riera
Acad. Alfredo Salibian

Acad. Marcelo Squassini




ACADEMICOS CORRESPONDIENTES EN EL EXTRANJERO

FRANCIA
Acad. Jean Marc A’iache
Acad. Paul Fleury
Acad. Carlos Soto

ALEMANIA
Acad. Pablo Steinberg

BRASIL
Acad. Aluisio Pimenta
Acad. Caio Romero Cavalcanti

ITALIA
Acad. Stefano Govoni

CHILE
Acad. Aquiles Arancibia Orrego
Acad. Marco A. Montes Guyot
Acad. Rosa I. Moran Gana
Acad. Wanda Quilhot Palma

MEXICO
Acad. Pedro Joseph-Nathan

PANAMA
Acad. Ceferino Sdnchez

COLOMBIA
Acad. Fleming Martinez Rodriguez

PARAGUAY
Acad. Luis H. Berganza

CUBA
Acad. Ricardo Galvis
Acad. Héctor Zayas Bazdn y Perdomo

PERU
Acad. Bertha P. Pareja
Acad. José Amiel Pérez

Acad. Fernando Quevedo Ganoza
ECUADOR

Acad. Julio E Ardoz
Acad. Eduardo Goetchel

URUGUAY
Acad. Jorge Ares Pons
Acad. Cayetano Cano Marotta Acad.
Cosme de los Santos Carballido
Acad. Uberfil Delbene Garate Acad.
Pietro Fagiolino
Acad. Raquel Lombardo de Bertolaza
Acad. Justo Emilio Menes
Acad. Patrick Moyna
Acad. Anibal Alberto Olmos Ferreira
Acad. Osear Polla Bermiidez
Acad. Joaquin E. Royer Meicoso

ESPANA
Acad. Maria del Carmen Francés Causapé
Acad. Tomds Adzet Porredon
Acad. Francisco Zaragoza Garcia
Acad. Eduardo Marino Herndndez
Acad. Miguel Ylla Citala Genis
Acad. Antonio Monge Vega

ESTADOS UNIDOS
Acad. Jorge R. Barrio

Acad. Jorge D. Brioini
Acad. Marcel E. Nimni

VENEZUELA
Acad. José Luis Andrade




ACADEMIA NACIONAL
DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

LEVISTA
FADMACEUTICA

Reviews

Vol. 153 (N° 1-2) Ao 2011
SUMARIO

LAS ACADEMIAS DE FARMACIA COMO ORGANOS DE OPINION Y

CONSULTA DE LOS PROBLEMAS DE LA SOCIEDAD ACTUAL.

Baratti CM, Rubio MC, Nacucchio MC, D’Aquino M......... PP PP TP PP PSP 5
COMPOSICION DE LAS FORMULAS PARA NUTRICION PARENTERAL.

PARENTERAL NUTRITION FORMULAE COMPOSITION.

Ana Maria Menéndez, Maria Luz Pita Martinn de POrtelil..........uuiiiiiiissississssasssssssssasassasrrrrrrrrs 11
EL PAPEL DEL FARMACEUTICO EN EL SISTEMA DE SALUD A TRAVES DE LA HISTORIA.

THE ROLE OF THE PHARMACIST IN THE HEALTH SYSTEM THROUGH HISTORY.

Mariano Guillermo Blake, Mariano Martin Boccia, Maria del Carmen szyczyk y Carlos Maria Bumtti ........................ 33
ADITIVOS ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS EN ALIMENTOS, FARMACOS Y COSMETICOS.

POSIBLES EFECTOS ADVERSOS

J B T B N P 43
FARMACOTERAPIAS ACTUALES Y FUTURAS PARA EL TRATAMIENTO DEL AUTISMO.

CURRENT AND FUTURE PHARMACOTHERAPY IN THE TREATMENT OF AUTISM.

BT 1 T 1 PPN 59
BIOQUIMICA DE LA RESISTENCIA A INSECTICIDAS EN INSECTOS

VECTORES DE ENFERMEDADES HUMANAS.

BIOCHEMISTRY OF INSECTICIDE RESISTANCE IN HUMAN DESEASE VECTOR- INSECTS.

Pablo L. SANT0 OFTHUCLA «..vvueen et es e s et e et s e e e et et e e e e e e e e e e e e et e e e e e e et e e e e e e e e e e ea e en e et eanesnannns 69
PROTEINAS “DESESTRUCTURADAS”: éPATOLOGfA O SALUD?

“UNSTRUCTURED” PROTEINS: PATOLOGY OR HEALTH?

DAV 07 s 7 83
INFLUENCIA DE LA PROTEINA DE RESISTENCIA DEL CANCER DE MAMA (BCRP)

EN LA FARMACOCINETICA DE LOS ANTIRRETROVIRALES.

gk T B A0 77 0 1 PP 91
LAS b-LACTAMASAS COMO EJEMPLO DE VERSATILIDAD AL SERVICIO DE

LA RESISTENCIA BACTERIANA.

Pablo Power, José Di Conza, Gabriel GUEKING .......cuuiiiuiiiiiiiiiiiiii i sa s ai s sa s e e e an s 103
BACTERIAS Gram (+) PROBIOTICAS: INFLUENCIA SOBRE EL SISTEMA INMUNE
Carolina, Maldonado Galdeano y Gabriela PerdigOm..........uuuuuuuiuiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiirii 123




Rev. Farm. vol. 153 n® 1-2: 5-14 - Baratti - Rubio - Nacucchio - D’Aquino (2011)

LAS ACADEMIAS DE FARMACIA COMO ORGANOS DE OPINION Y
CONSULTA DE LOS PROBLEMAS DE LA SOCIEDAD ACTUAL.

“UNA VISION PRAGMATICA DESDE NUESTRA REALIDAD” *

Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica, Reptiblica Argentina.
Baratti CM, Rubio MC, Nacucchio MC, D’Aquino M.

* Presentado por el Sr. Presidente de la ANFyB en el IV Congreso de la Asociacion Iberoamericana de

Academias de Farmacia (A. I. A. F), Cartagena, Espafia, Mayo 2011.

Resumen

Las academias son responsables del cum-
plimiento de “misiones conceptuales o univer-
sales” vinculadas a la Ciencia, la Tecnologia y la
Etica, todas ellas prioritarias en su quehacer. Por
otra parte, sus “misiones puntuales” surgen
como propias y especificas de las Academias
Cientificas, incluidas las de Farmacia. Fomentar
el estudio, la investigacion y la difusiéon de las
ciencias farmacéuticas, bioquimicas y afines,
asesorar, cuando le sea solicitado o bien por
iniciativa propia, al Gobierno Nacional y a los
Gobiernos Provinciales y Municipales, y a todo
otro organismo publico o privado acerca de las
problematicas vinculadas con la Farmacia, la
Bioquimica, la salud y el medicamento, asi como
a los organismos responsables de las po-liticas
cientificas, son parte de las misiones pun-tuales
de las Academias de Farmacia. También lo es,
mantener una estrecha cooperaciéon mu-tua con
todos los estamentos responsables de la Cultura
y la Educacion.

Si bien “la personalidad de las Academias
viene determinada por la excelencia de sus
(Académico JM Reol
Madrid) y ello es esencial para el logro de sus

Académicos” Tejada,
fines, no menos necesario es que nuestras
Academias posean independencia econdmica y
financiera. Ademas, deben establecer un dialo-

go con los nuevos factores de poder, tal como

son las Organizaciones No Gubernamentales
(ONG), que en el caso de nuestro pais, presen-
tan un fuerte perfil institucional, politico, im-
portantes recursos econémicos y gran capaci-
dad de gestion.

Por ultimo, es imperioso que reconozca-
mos que se ha producido una verdadera revo-
lucién en las formas y modos de comunicacion
social, a partir de la avasallante irrupcion en el
ambito publico y privado de las llamadas
Redes Sociales (Facebook y Twitter).

Las las fortalezas (F), las oportunidades
(O), debilidades (D) y las amenazas (A), reuni-
das en un analisis FODA que examina nuestra
situaciéon como Academia frente al entorno
con el cual “compite”, nos ilustrard acerca de
la vi-sién pragmatica a la que alude el titulo

de esta presentacion.

Origenes

En sus origenes las Academias tuvieron
funciones estrictamente culturales y en su deve-
nir histdrico fueron incorporando otras que han
extendido su mision. Asi, las Academias comen-
zaron a desarrollar actividades cientificas que se
prolongaron a lo largo de los siglos, dando lugar
a las Academias Cientificas, entre las cua-les las
Academias de Farmacia ocupan un lugar mas
que relevante (Sanahuja, 1999, 2005). En nuestro
pais, la Academia de Medicina (1822)
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fue la primera de esas caracteristicas. Treinta y
cuatro afios mas tarde, el 12 de Agosto de
1856,
Bonaerense, a la cual consideramos como la

se crea la Asociacion Farmacéutica

Institucion madre de la actual Academia
Nacional de Farmacia y Bioquimica (ANFyB).
El caracter de Academia Nacional lo adquiere
en 1997 a través de la Ley 24.824/97.

En nuestro Pais, y de acuerdo al Decreto
4362/55,
forma-das por “Las personas mas conspicuas

las Academias Nacionales estan

y repre-sentativas en el cultivo de las ciencias,
las letras y las artes”.

Deseamos destacar esta situacion como
no de escasa importancia ya que “dados la
edad, el nivel de reconocimiento alcanzado y
la no dependencia sus integrantes estan en
condicio-nes optimas para opinar respecto de
los proble-mas nacionales vinculados con su

experiencia” (Roncoroni A.J. 2003)

Misiones y Objetivos

En mas de una oportunidad, el Acad. Emérito
Sanahuja se ha referido a las “misiones
conceptuales o universales” de las Academias, que
son las vinculadas a la Ciencia, la Tecnologia y la
Etica, todas ellas prioritarias en su queha-cer. Por
otra parte, las “misiones puntuales” de las
Academias surgen como propias y especi-ficas de
las Academias Cientificas, incluidas, claro esta, las
de Farmacia. Dichas misiones en el ambito de
nuestras Academias podrian resu-mirse como se

indica a continuacién:

» Fomentar el estudio, la investigacion y la
di-fusion de las ciencias farmacéuticas,
bioqui-micas y afines, y su aplicacion para
el logro de una mejora de la calidad de

vida de la poblacién.

* Asesorar al Gobierno Nacional y a los go-
biernos Provinciales y Municipales, asi como
a todo otro organismo publico o priva-do,
acerca de las problematicas vinculadas con la
Farmacia, la Bioquimica, la salud y el
medicamento, cuando le sea solicitado, o bien
Cabe

asesoramiento a los organismos responsa-bles

por iniciativa propia. también el
de las politicas cientificas, con miras es-
pecialmente al resguardo del recurso huma-

no que serd responsable de su realizacion.

* Mantener una estrecha cooperaciéon mutua
con todos los estamentos responsables de

la Educacién y la Cultura

Realidades
“La personalidad de las Academias viene
determinada por la excelencia de los
Académicos...”. Asi se expresd en algu-na

oportunidad el Académico Juan Manuel Reol
Real

Academia Nacional de Farmacia. En tal sentido

Tejada, recordado Presidente de la
no tenemos ninguna duda que la composicién
del Claustro de la ANFyB, y de todas de las
Academias aqui reunidas, asegura pluralidad de
ideas, conocimiento, experiencia y capaci-dad
para la toma de decisiones orientadas al logro de
antes sefiala-dos,

las misiones y objetivos

evitando convertirse en un “Cenaculo de
notables envueltos en reminiscencias de epocas
que juzgan mejores, de limitada utilidad para el

progreso” (Roncoroni A.J., 2003)

Sin embargo, para la puesta en practica de
los medios requeridos para el logro de cual-quier
objetivo, se requiere una adecuada finan-ciacion.
Este es el talon de Aquiles de nuestra Academia,
ya que en el mismo momento en que es

nacionalizada, también es privada de “... las
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contribuciones y subsidios previstos a favor de
las academias nacionales...”, que estan destina-

“

dos “... al pago de su personal administrativo y
a la atencion de los gastos de funcionamiento,
entre los cuales deben reservar una parte para la
impresion y distribucion de sus publicacio-
nes...” (Ley 4362/55). Pese a los esfuerzos que
venimos realizando desde hace 14 anos, la si-
tuacion de discriminacion que sufre la ANFyB, y
que también alcanza a la Academia Nacional de

Odontologia, no se ha revertido.

Articulacion de ANFyB con la Sociedad
En los dltimos afios hemos asistido al na-
cimiento y desarrollo acelerado de dos fend-
menos con fuertes connotaciones sociales, que
pueden condicionar y restringir las posibles
articulaciones que las Academias y otras insti-
tuciones cientifico-culturales mantienen con la
Sociedad a la cual se deben. Nos referimos a las
Organizaciones No Gubernamentales (ONG) u
Organizaciones De La Sociedad Civil (OSC), con
fuerte perfil institucional y politico, y a las Redes
Sociales (RS) (Facebook y Twitter) que impac-tan
(y modifican) los modos (y contenidos) en que se
comunican los distintos actores sociales.
En términos politicos y de poder econdmi-
co, las ONG son “...

muy profesionalizados, afios de experiencia y

organizaciones con staffs

presupuestos millonarios [...] con gran poder de
lobby...” (Sued, G, 2010). En nuestro pais existen
mas de ciento cincuenta de ONG, al-guna de
ellas con fuertes aportes monetarios externos,
decidida influencia en los debates le-gislativos y,
en casos particulares, dudosa neu-tralidad
politico-partidaria.

Nuestra Academia, pese a ser Nacional, ya
se ha dicho, no recibe aportes del Estado. Su
presupuesto anual es ridiculamente inferior al

de una ONG y est4 basado en el aporte solida-

rio de sus Académicos, de algunas entidades
benefactoras provenientes de la industria far-
macéutica y bioquimica y profesionales, nin-
guna de las cuales ejerce presién para que la
ANFyB favorezca sus intereses particulares.
Las Academias “no viven para si mismas
“... 'y deben mantenerse sensibles a los grandes
temas que interesan a la Sociedad, deponiendo
intereses corporativos y sosteniendo un didlogo
permanente con los distintos factores de poder.
Reconocemos que las ONG son parte integral de
los mismos y creemos que es necesario co-
menzar a considerar qué tipo de vinculo deberia
mantener la ANFyB con esas Organizaciones,
respectando a ultranza nuestras propias normas
estatutarias y reglamentarias. El debate esta
planteado en el seno del Claustro de la ANFyB.
De igual forma es imperioso que reconoz-
camos que se ha producido una verdadera re-
volucién en las formas y los modos de comuni-
cacion social, a partir de la avasallante irrupcion
en el ambito publico y privado de las llamadas
Redes Sociales, cuyas expresiones, tal como se ha
mencionado, son Facebook y Twitter. En nuestro
de diez

adherentes al primero y cerca de medio millén

pais existirlan mas millones de
(en crecimiento) al segundo. Ambas RS consti-
tuyen una mesa gigante de intercambio de opi-
niones, en muchos casos sin la adecuada funda-
mentacion y emitidas bajo la influencia de una
gran carga emocional y de manera tendenciosa.
Nos preguntamos si estos estilos de comuni-
cacion social también alcanzaran de lleno a las
Academias y a otros protagonistas del quehacer
cultural y cientifico, y como impactaran en sus
costumbres y modos de interrelacién. Desde ya,
creemos firmemente que las Academias debe-ran
sostener el verdadero cambio de ideas (dis-
cusion) sobre las bases éticas, morales y cientifi-
cas que establecen sus estatutos y reglamentos.

Sin embargo, también deberan reflexionar acer-
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ca de una insercidn mas realista en la

Sociedad a la cual pertenecen.

Por otra parte, debemos comenzar a to-mar
en cuenta que el uso desmedido de las formas de
comunicacion social antes senialadas, a las cuales
anadimos los mensajes de texto e Internet,
ejerceria efectos no deseables sobre el
comportamiento de sus adherentes “fanaticos”.
Ello pareceria particularmente aplicable a po-
blaciones de jévenes menores de 18 afos y en
plena etapa de su formacion escolar secundaria.
Asi, un estudio realizado con estudiantes se-
cundarios del medio oeste de los EEUU, reveld
que un 20% de ellos enviaba mas de 120 men-
sajes de texto diarios, y que un 12% pasaba mas
de 3 horas por dia en contacto con redes socia-les
virtuales (Scott, 2010). Los adolescentes “hi-
perconectados” presentaron riesgos mas altos de
expresar comportamientos agresivos, mayor
consumo de alcohol y promiscuidad sexual. A su
vez, los adolescentes con excesiva actividad en
los “sitios sociales” de la red, manifestaron
mayor tendencia a bajos rendimientos académi-
cos, al abuso de sustancias, a la depresion y al
suicidio (Scott, 2010).

En ambos casos estariamos frente a “com-
portamientos desadaptativos individuales con-
ducentes a un deterioro significativo tanto per-
sonal como de las relaciones interpersonales”
(Baratti y col., 2009), una de las caracteristicas
salientes de las adicciones. En la Argentina, el
16% de los usuarios de Facebook tiene menos de
18 afnos de edad. Vale entonces mantenernos
alerta frente a este nuevo problema, en cuanto

organos de opinién y consulta.

Analisis Final
A partir de lo expuesto, resumiremos
nuestras Fortalezas (F), Oportunidades (O),

Debilidades (D) y Amenazas (A), utilizando un

bosquejo muy simplificado de gestiéon empre-
sarial conocido como Analisis FODA. El
mismo examina la interaccion entre las
caracteristicas particulares de nuestra ANFyB
y el entorno con el cual “compite”. Para ello se
tomaran en cuen-ta algunos aspectos internos

de la Academia (F y D) y del entorno (A y O).

ANALISIS FODA
Pluralidad de

experiencia, conocimientos especificos y

» Fortalezas: ideas,

objetividad y  neutralidad  politica-
ideoldgica de sus opi-niones.

* Oportunidades: Acciones previstas por su
Estatuto y Reglamento. Asesora de entes
publicos y privados.

* Debilidades: Presupuesto propio no previsi-
ble y aleatorio. Procedimientos internos mas
lentos de lo deseable por tratarse de una es-
tructura corporativa que requiere de consen-
so para la toma de decisiones. Disparidad de
tiempos dedicados por sus Académicos a las
actividades de la Academia.

* Amenazas: Desconocimiento de la comuni-
dad del concepto de Academia. Poca o nula
aceptacion para la figura del Académico
como experto en areas de su competencia

con influencia en la Sociedad

Reconocer y aceptar las realidades resu-
midas en esta presentacion, podria contribuir
a mantener plenamente vigente lo expresado
hace muchos anos por el académico Santiago
A Celsi “Uno de los prejuicios generalizados
es el de considerar a las Academias como
corpora-ciones intelectuales dominadas por
un espiritu conservador, por la rutina, por el
anquilosa-miento de las ideas. Nada menos

cierto ni mas injusto”.
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Resumen

La nutricién parenteral (NP) es uno de los
grandes avances de la medicina que, desde el
siglo pasado, ha permitido que muchos pacien-
tes reciban, por via endovenosa, los nutrientes
necesarios que no son capaces de tolerar, por su
estado fisiopatolégico, mediante la alimen-tacién
oral o enteral. La indicacion general es la
necesidad de nutrir a pacientes gravemente en-
fermos, con diferentes patologias, cuando exis-te
incapacidad o necesidad de reposo de utili-zar el
tubo digestivo o situaciones que no per-miten el
aporte completo de nutrientes por via enteral.
NP

macéuticos estériles, extemporaneos y de gran

Las mezclas de son preparados far-
volumen para infusion endovenosa. Deben ser
elaboradas asépticamente en base a mas de 50
componentes nutricionales que se transfieren a
un recipiente tinico de plastico (bolsas estériles)
para brindar al paciente una compleja féormula
farmacéutica en un dnico sistema de adminis-
tracion. Los nutrientes que se utilizan en NP
deben administrarse bajo la forma quimica en
que son utilizados por el organismo. Los ma-
cronutrientes orgdnicos son aminoacidos, glu-
cosa y lipidos; los electrolitos son sales solubles
de calcio, fésforo, magnesio, sodio, potasio y
cloruro o sales orgénicas de calcio y fésforo; los
micronutrientes incluyen los oligoelementos o
microminerales y las vitaminas. Para llevar a

cabo con éxito esta terapéutica nutricional es

necesario el trabajo interdisciplinario que ga-
rantice la eficacia, reduzca las complicaciones,

aumente la eficiencia y mejore el costo beneficio

Palabras clave:

nutricién parenteral, nutrientes

Summary

Ower the past four decades parenteral nutrition
(PN) has become an important primary and adjunc-
tive therapy in a variety of disease states. Parenteral
nutrition refers to total nutrient mixtures and for-
mulations which benefits patients having significant
disruption in gastrointestinal function. PN formu-
lations are extremely complex, containing 50 or more
components including amino acids, dextrose, fat
emulsions, water, electrolytes, trace elements, and
vitamins. Each of these components is a regu-lated
prescription drug product.. With a potential for
significant benefit to many patients, its complexity
warrants an effective process of ordering, prepara-
tion, administration and monitoring to assure a
quality outcome from therapy. Early PN programs
focused on minimizing the frequency, severity, and
type of complications that could result from this
therapy. The interdisciplinary approach was found to
improve efficacy, reduce complications, and facili-tate
efficient, cost-effective PN therapy.
Key words:
parenteral nutrition, nutrients

Introduccion

La nutriciéon parenteral (NP) es uno de
los grandes avances de la medicina que, desde
el siglo pasado, ha permitido que muchos
pacien-tes reciban, por via endovenosa, los
nutrientes necesarios que no son capaces de
tolerar, estado

por su fisiopatoldgico,

mediante la alimenta-cién oral o enteral.

La NP puede administrarse por via central
o periférica. La elecciéon de una u otra via tiene
en cuenta: el contenido de la féormula de nutri-
cién parenteral, las necesidades del paciente, el
estado de los accesos venosos y el tiempo esti-
mado de tratamiento nutricional (1).

La NP central es la mds utilizada en los pa-
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cientes adultos. Se administra a través de venas pe-
riféricas que llegan a una central, o centrales de gran
calibre —subclavia, yugular interna, vena cava supe-
rior o femoral para alcanzar la auricula derecha - que
permiten la administracion de soluciones o emulsio-
nes sin restriccién de volumen ni de osmolaridad (2).
La NP periférica se administra a través de
una vena periférica (basilica, cefdlica o um-
bilical). En la actualidad, se utiliza mas en pe-
diatria que en adultos y, se indica a pacientes
que requieren nutricién parenteral por no mas
de 7 a 10 dias, o en los que es imposible o est4
contraindicado un acceso venoso central (que-
mados, politraumatizados). Si bien presenta
menor riesgo de complicaciones técnicas —neu-
motdrax, hemotdérax-, menor costo y menor
riesgo de infeccion, tiene el inconveniente que se
pueden administrar solo limitados volime-nes,
y las soluciones deben ser de una osmo-laridad
de 500-900 mOsm/L, similares a la del plasma,
como maximo. Por lo tanto, para no su-perar
esta osmolaridad, se puede administrar escasa
hidratos de

carbono, electrolitos y minerales. En cambio la

concentracion de aminodacidos,

concentracion de lipidos, puede ser practi-
camente la misma que por via central, ya que al
agregarlos disminuye la osmolaridad de la

emulsion final (3).

Indicaciones de la nutricion parenteral

La mayoria de los individuos que requiere
Nutricién Parenteral son pacientes gravemente
enfermos. La indicacién general es la necesidad
de nutrir a pacientes con disfuncion severa del
intestino y/o con la incapacidad de absorber nu-
trientes por via enteral u oral. Este tipo de nu-
tricién esta indicada en diferentes patologias,
cuando existe incapacidad de utilizar el tubo
digestivo o hay necesidad de reposo del tubo
digestivo u otras situaciones donde se reco-

mienda la NPT hasta lograr el aporte completo
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de nutrientes por via enteral (cuadro 1) (4, 5, 6,
7,8).

Composicion de las féormulas

para Nutricion Parenteral

Las mezclas de NPT son preparados far-
macotécnicos extemporaneos, y constituyen
infusiones endovenosas estériles de gran volu-
men, elaboradas asépticamente en base a mas de
50 componentes nutricionales requeridos por el
organismo. Los componentes individua-les de
nutrientes, contenidos en envases esté-riles de
plastico, frascos de vidrio, frasco-am-pollas,
ampollas, se transfieren a un recipiente tinico de
plastico (bolsas estériles) para brindar al paciente
una compleja féormula farmacéutica en forma de
un unico sistema de (9).

Estas mezclas intravenosas (IV), general-
mente, se denominan “dos en uno” y “tres en
uno o todo en uno”. Las primeras, son una for-
mulacién acuosa que, a pesar de la incorrecta
denominacion, suelen contener todos los nu-
trientes excepto lipidos, y las “todo en uno”
son emulsiones que generalmente contienen
todos los nutrientes incluyendo los lipidos
(10). Cualquiera sea la denominacion, deben
cum-plir ciertas caracteristicas que garanticen
su calidad: la esterilidad y apirogenicidad, la
exac-titud en las dosis de cada uno de los
nutrientes y la compatibilidad y estabilidad de
los compo-nentes entre si y en la emulsién,
una vez que se ha efectuado la preparacion.

Preparacion de las férmulas
para Nutricion Parenteral
Segun la disposiciéon Argentina, ANMAT-
2592/2003, de la Administracion Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnologia Médica
(11) y las legislaciones de los deméds paises de
América y del mundo, el proceso de prepa-

racion de las mezclas de Nutricion Parenteral
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debe ser realizado y supervisado por un
profe-sional farmacéutico (9,11, 12, 13, 14).

La disposicion Argentina estipula que la
Nutricién Parenteral es una terapéutica que se
utiliza en pacientes con situaciones clinicas de
alto riesgo y por lo tanto, la elaboracién de
dichas mezclas intravenosas solo pueden rea-
lizarse en laboratorios, especialmente disefia-
dos, dependientes de los servicios de farmacia
hospitalaria (11) o en establecimientos priva-dos,
habilitados por la autoridad sanitaria, como
de

Nutricionales de Uso Inmediato (11). Para la

Laboratorios  Elaboradores Soluciones
obtencion de dicha habilitacion se debe cum-plir
con ciertos requisitos referentes a las ins-
talaciones, estructura, equipamiento, personal.
Ademas, en la actualidad el Laboratorio elabo-
rador deberd cumplir las Buenas Practicas de
Fabricaciéon y Control (16), y poseer un Sistema
de Gestion de la Calidad a fin de garantizar que
las preparaciones cumplan con los requisitos de

calidad, seguridad y pureza establecidos (11) .

Nutrientes necesarios en la NPT

El primer requisito a tener en cuenta cuan-
do es necesario recurrir a la NPT es el calculo de
los fluidos a administrar y el aporte de las
calorias necesarias para reponer y mantener el
estado nutricional normal, asi como, la calidad y

cantidad de los demas nutrientes requeridos.
Para determinar los requerimientos
caldri-cos y el reparto de esas calorias en los
se debera tener en
edad,

nutricional y la patologia del paciente (17).

nutrientes necesarios,

cuenta la fisiolo-gia, el estado

Los nutrientes que se utilizan en NP deben
administrarse bajo la forma quimica en que son
utilizados por el organismo: los macronutrien-
tes organicos como aminoacidos, glucosa, lipi-
dos; el agua; los electrolitos como sales solubles

de calcio, fésforo, magnesio, sodio, potasio y
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cloruro o sales organicas de calcio y fésforo;
los micronutrientes que incluyen los oligoel-
ementos o microminerales y las vitaminas. En
aquellos pacientes lo se

que requieren

agregan, ademads, medicamentos.

Fluidos
Los requerimientos normales de agua
son de 35 a 50 ml/Kg/dia en adultos, de 50 a
100 ml/Kg/dia en los pediatricos y de 100-120
ml/ kg/dia en los neonatos.
Para el calculo de los requerimientos de fluidos
en pacientes adultos se debe tener en cuenta (18):
La diuresis (1200 ml)
Las pérdidas insensibles (alrededor de 1000
ml)

Otras pérdidas: diarrea, fistulas, drenajes,

etc

Hipertermia: 300 ml por cada grado de
tem-peratura superior a lo normal.

En neonatologia y pediatria la cantidad de
fluidos necesarios guarda una relacién inver-
sa con el grado de madurez, la edad y la talla.
En neonatos prematuros los requerimientos de
fluidos se deben incrementar a medida que
au-mentan las pérdidas, causadas por:
aumento de la superficie corporal, inmadurez
del

inmadurez de la fun-cién renal y al uso de

estrato corneo y de la epidermis,
incubadoras y terapia con luz UV (19).

La cantidad del volumen total de fluidos,
en pacientes que reciben NP, se recomienda

cal-cularla segiin se muestra en la Tabla 1.

Energia
La finalidad del Soporte Nutricional es
preservar o mejorar las funciones fisiologicas y
evitar la pérdida excesiva de peso, o restaurar el
peso y la composicion corporal de los enfermos
(20). La pérdida de peso severa (20 a 30% del

peso) representa una amenaza para la vida. Es
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importante aportar la cantidad de calorias
ade-cuadas para cada paciente, ya que en
enfermos con traumas severos, en quienes se
producen grandes y rdpidas pérdidas, no se
pueden ha-cer aportes parciales menores al
debe

administrar excesiva cantidad de calorias que

requerimiento diario. Tampoco se
produciran efectos ad-versos, con importantes
alteraciones metabdli-cas (21).

El gasto energético se puede medir con
exactitud mediante calorimetria directa o indi-
recta, pero pocos centros hospitalarios cuentan
con calorimetros disponibles (22). Por dicho
motivo, el aporte caldrico total a administrar al
paciente se acostumbraba calcularlo en rela-cion
al gasto energético, para evitar un déficit
significativo. Sin embargo, las ecuaciones que
permiten calcular el gasto energético basal de
sujetos sanos no se adaptan al enfermo.

En pacientes hospitalizados se reduce el
gasto energético debido al grado de desnutri-
cion, la inanicién y la inmovilizacion, pero se
contrarresta con el incremento de requerimien-
tos asociados a la severidad del trauma o a la
sepsis. Una aproximacién consiste en tomar un
valor promedio de 1 Kcal/kg/hora (6 4,18 kJ/kg/
hora) para varones, no estresados, en reposo, y
realizar ajustes seguin el sexo (menos 5-10% en
mujeres), el grado de estrés y las anormalidades
del peso (por ejemplo en obesos) (21).

En los afios 70 se administraban enormes
cantidades de calorias, de acuerdo al criterio de
“hiperalimentaciéon parenteral”, basdndose en
supuestos erréneos: que en pacientes gra-
vemente enfermos se debia obtener un balance
nitrogenado positivo; la idea que “si un poco
hace bien, mas hara mejor”, y la creencia que las
condiciones de trauma severo y sepsis se asocian
con gran aumento del gasto energético. Después
se demostro, que la mayoria de los pa-cientes

que ingresan a los hospitales presentan
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cierto grado de desnutricion, que disminuye el
gasto energético. Por lo tanto, el soporte nutri-
cional debe tener objetivos mas modestos, tales
como: modular la respuesta catabdlica, limitar el
desgaste y la pérdida de tejidos y mantener las
funciones de los 6rganos (21). Por todo lo ex-
puesto, las necesidades caldricas se deben deter-
minar en relaciéon con el gasto, pero ademas te-
niendo en cuenta la capacidad del paciente para
metabolizar los nutrientes y utilizar las calorias
en forma correcta. La mayor parte de los pacien-
tes hospitalizados presenta una combinacion de
enfermedad grave y desnutricion. Sus gastos
caléricos son generalmente mucho menores a los
valores obtenidos con las ecuaciones clasicas y
de las tablas publicadas en los libros. La gran
mayoria de los pacientes adultos, inclusive los
internados en unidades de terapia intensiva, tie-
nen gastos energéticos que no superan las 2000
Kcal/dia. Durante la fase metabdlica aguda del
trauma o la sepsis, no se debe dar un aporte
excesivo de calorias para lograr un balance ni-
trogenado positivo, ya que la sobrealimentacion
puede conducir a graves complicaciones y efec-
tos adversos (23). En la Tabla 2 se especifican los

requerimientos de calorias totales.

Macronutrientes
Se debe considerar el aporte caldrico total y la

proporcidn de los diferentes sustratos que la proveen.

Proteinas

Entre el 10-15% del aporte caldrico total
debe ser administrado en forma de proteinas (7,
8). El Comité de Expertos de Dietary Reference
Intakes, 2002 (22) concluy6 que el aporte de
proteinas, de alto valor bioldgico, para un adul-
to es de 0,80 g/kg de peso corporal por dia. Los
requerimientos de proteinas para los pacientes
con Nutricién Parenteral se observan en las
Tabla 3 (5, 7,8,20).
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La determinacion de las necesidades de
proteinas y aminoacidos durante la enferme-dad
presenta dificultades porque la intensi-dad de
cada  proceso  patoldgico modifica los
requerimientos. Durante la fase aguda de dis-
tintos estados (fiebre, fracturas, quemaduras y
traumatismos quirurgicos) se pierde una gran
cantidad de proteinas, que se deben recuperar
durante la convalecencia. Por esto, son diferen-
tes los requerimientos proteicos durante la fase
aguda que durante la recuperacion. Se reco-
mienda que los pacientes con deplecién protei-
ca reciban un aporte de aminodacidos esenciales
similar al de los nifios en crecimiento. Se debe
reducir el aporte proteico en algunas enferme-
dades tales como: insuficiencia hepatica aguda,
para evitar el coma hepatico, o en la uremia (0, 5
g de proteina/kg de peso) donde la capacidad de
excretar los productos finales de nitrégenos es
limitada (23).

Se debe tener en cuenta que para lograr
la sintesis proteica, no basta aportar solo fuen-
tes nitrogenadas, sino que se debe administrar
el aporte energético necesario para la sintesis.
Actualmente se considera que la relacion
nitré-geno/calorias no proteicas en pacientes
hospita-lizados debe ser: 120-150 Kcal/g de
nitrogeno y en situaciones de agresion severa
o sepsis: 80-100 Kcal/g de nitrégeno (20).

En nutricién parenteral el aporte nitroge-
nado se realiza a través de la administracion de
una mezcla de L-aminoacidos libres, provistos
por la industria farmacéutica en forma liquida y
estéril. El organismo utiliza de 18 a 20 ami-
nodcidos para llevar a cabo la sintesis de las dis-
tintas proteinas, nueve de ellos no pueden ser
sintetizados en forma enddgena y son llamados
esenciales o indispensables. Se suelen clasificar
en indispensables, dispensables y condicional-
mente indispensables (24, 25).

- Indispensables: leucina, isoleucina, valina, trip-

tofano, treonina, fenilalanina, lisina, metionina e
histidina.

- Condicionalmente indispensables: arginina,
tauring,  tirosina, glutamina 'y  cisteina.
glutamina, prolina, serina.

- Dispensables: dcido glutamico, alanina y dcido
aspdrtico.

Existen aminoacidos que se denominan
esenciales especificos, porque son condicional-
mente indispensables en determinadas etapas
fisiolégicas de la vida o en algunas enfermeda-
des. En lactantes: la histidina es necesaria para
el crecimiento, en neonatos pretérmino y a tér-
mino: cisteina, taurina y tirosina, en prematu-
ros: tirosina, taurina y L-carnitina (26), en en-
fermos renales: histidina y serina; en pacientes
con enfermedad hepatica, sepsis o injuriados:
leucina, isoleucina y valina; y en el sindrome
de Intestino corto-SIC y sindromes de mala
ab-sorcion: la glutamina. En la insuficiencia
renal crénica, la concentracion de tirosina y su
rela-cién con la fenilalanina son muy bajas
debido a una oxidacién reducida de tirosina a
partir de la fenilalanina (por inhibicién parcial
de la enzima fenilalanina-hidroxilasa) (27).

Los aminoacidos ramificados (AAR) son
componentes cuantitativamente mayoritarios de
la proteina muscular; por ello, sus requeri-
mientos son muy elevados -entre el 38 y el 45%
del total de aminoacidos- en todas las etapas de
la vida. Los AAR en la Nutricién Parenteral
constituyen un importante factor de inhibicién
de la protedlisis, se requieren para la sintesis de
las proteinas de fase aguda y de la albimina, y
estimulan la replecién de la masa muscular (27).

Los aminodcidos condicionalmente indis-
pensables, como la Taurina, Glutamina y Arginina y
otros aminodcidos del ciclo de la urea, que tienen
funciones protectoras contra mediadores proinflama-
torios, y actian como inmunomoduladores, partici-

pan de la respuesta al estrés y previenen la eventual
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hiperamonemia causada por la sobrecarga de ami-
nodcidos (26,27).

Carbohidratos

La glucosa es el carbohidrato que mas se
utiliza en las férmulas para Nutricion Parenteral.
La glucosa puede ser utilizada por la mayoria de
las células del organismo, inclu-yendo las células
del sistema nervioso central y periférico, las
células sanguineas y las de los tejidos de
cicatrizacién (28). La glucosa se alma-cena en el
higado y en el musculo esquelético, pero las
reservas hepaticas son limitadas y se agotan
después de 24 a 36 horas de ayuno. El glucégeno
muscular no puede ser utilizado por otro tipo de
células. Cuando las reservas de glucdgeno
hepatico se agotan, la glucosa se pro-duce por
gluconeogénesis a partir de los ami-noacidos,
como la alanina, el glicerol o lactato. En
situaciones de trauma, la alta tasa de glu-
coneogénesis no puede ser reducida en forma
eficiente por el mayor aporte de glucosa (28). La
captacién y utilizacién de la glucosa se ve
reducida por la accién de hormonas de contra-
regulacion (catecolaminas, glucagon, cortisol)
produciendo hiperglucemia, glucosuria y coma
hiperosmolar. Por esto, grandes aportes de glu-
cosa en el paciente critico pueden aumentar el
estrés, que se evidencia a través del aumento de
las catecolaminas. La administraciéon de gran-des
cantidades de glucosa a pacientes hiperme-
tabolicos da lugar a acumulaciéon hepatica de
glucégeno y grasa, pudiendo asociarse a una
hepatomegalia stibita y disfuncion severa que se
inicia como colestasis (27, 28).

La glucosa es el sustrato energético de pre-
ferencia y el hidrato de carbono mejor tolerado
por via parenteral en situaciones normales. En
estado post-agresivo no presenta las mismas
ventajas, ya que la tolerancia disminuye y da

origen a la saturacion de los tejidos y las conse-
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cuencias son hiperglicemias y glucosurias. Por
este motivo, se han buscado fuentes alternati-
vas de energia; entre ellas, otros carbohidratos
solubles como la fructosa y los polialcoholes:
xilitol, sorbitol y glicerol, todos con similar co-
ciente respiratorio y densidad energética de
aproximadamente 4 Kcal/g (27). Estas fuentes
alternativas presentan ventajas y desventajas
que se sefialan en el Cuadro 2 (27,28).

A pesar que la administracion de fructosa
tiene ventajas en pacientes con intolerancia a la
glucosa, porque no requiere insulina, su utiliza-
cion se ha limitado debido a los efectos adver-sos
El difunde

dentro de la célula y al igual que la fructosa no

observados. xilitol rapidamente
es insulino dependiente. Por su parte, el sorbi-tol
se transforma a nivel hepatico en fructosa,
siendo ambos sustratos interconvertibles (27).
Las combinaciones de carbohidratos uti-
lizadas en la clinica son: fructosa-glucosa; glu-
cosa-fructosa-xilitol y sorbitol-xilitol. De ellas la
que mas se ha utilizado es la de glucosa-fruc-
tosa-xilitol en las proporciones 1:2:1. Sin em-
bargo, actualmente se utiliza exclusivamente
glucosa como fuente de carbohidratos en la nu-
tricion parenteral. La incidencia y severidad de
las alteraciones metabdlicas se reducen cuando el
aporte de glucosa se mantiene por debajo del
gasto energético, y se recomienda una tasa
maxima de infusién inferior a 5 mg/kg/minuto.
Aportes mayores de glucosa estimulan el con-
sumo de oxigeno y aumentan la produccion de
diéxido de carbono, lo que causa problemas res-
piratorios y disfunciéon hepatica, en especial en

pacientes adultos gravemente enfermos (27,28).

Lipidos
Las

energé-tico necesario y tienen, ademas, una

grasas constituyen un sustrato
influencia sobre el sistema inmune y sobre la

sintesis de eicosanoides.
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En la NPT las grasas se administran en
forma de emulsiones lipidicas, no sélo para
prevenir la deficiencia de acidos grasos esen-
ciales (AGE), sino también para administrar
un importante aporte caldrico (30-40% de las
calo-rias) principalmente en pacientes graves
con re-sistencia a la insulina (27,29). La
administracion de lipidos, junto con los demas
nutrientes, per-mite disminuir la incidencia y
severidad de los efectos adversos provocados
por el exceso de glucosa. Los requerimientos
de lipidos deberan ser estimados para cada
ya
notablemente de un individuo a otro.

paciente en particular, que variara

También es importante considerar la com-
posicion de los 4cidos grasos, la proporcion de
lipidos saturados, monoinsaturados y poliinsa-
turados, la relacion de w-6 y w-3, y el contenido
de antioxidantes de las emulsiones lipidicas. Las
emulsiones elaboradas en base a aceite de soja
y/o cartamo, contienen una proporcion ex-cesiva
de

palmente w-6- pero una cantidad escasa de an-

acidos grasos poliinsaturados —princi-
tioxidantes, como a-tocoferol (29). Actualmente
se ha puesto un especial interés en el aporte de
acidos grasos polinsaturados w-3 (PUFA w-3,
provenientes de aceite de pescado) por consi-
derarse que los eicosanoides formados por la
serie W3 son menos inmunosupresores que los
producidos por el acido araquidénico. Las so-
luciones comerciales de LCT son eficaces para
mantener los depdsitos de w-6 (linoleico), w-9
(oleico) y w-3 (linoleico) (27, 29).

Desde hace mas de 20 afios han aparecido
en Europa y se comercializan en nuestro pais
productos que contienen mezcla de triglicéri-dos
de cadena larga (LCT) provenientes de la soja y
triglicéridos de cadena media (MCT). Existen
otras preparaciones que contienen acei-te de
oliva, aceite de pescado y triglicéridos es-

tructurados que incluyen en la misma solucién
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una mezcla de 4cidos grasos de cadena larga y
media, o con contenido adicional de a-tocofe-rol.
Los MCT son ésteres de acidos grasos sa-turados
con 8 a 12 4tomos de carbono, pero no son fuente
de 4cidos grasos esenciales. Su bajo peso
molecular y su hidrosolubilidad facilita la accion
de las enzimas digestivas en la luz intes-tinal y,
por lo tanto, su hidrdlisis es mas rapida y
completa que los LCT (18). Por otro lado, tie-nen
mas rapida depuraciéon en sangre; rapido
metabolismo y oxidacién; no se almacenan en el
tejido adiposo; son mejores donantes de energia
y no necesitan carnitina para su betaoxidacion en
la mitocondria. Es por ésto que se utilizan en los
prematuros, pacientes pedidtricos y en los
adultos graves o sépticos.

Los lipidos para uso endovenoso se en-
cuentran en el mercado en forma de emulsiones
aceite en agua. Estos productos son fuente de
acidos grasos esenciales, poseen alta densidad
caldrica, entre 10 y 11 Kcal/g (por el agregado de
glicerol) y una baja osmolaridad que permite su
administraciéon en nutricion parenteral peri-
férica, y las dosis recomendadas para NPT se
observan en la Tabla 4 (27, 29).

En prematuros de menos de 32 semanas
de gestacion se debe agregar L -carnitina o
una mezcla de 4cidos grasos de cadena media
con acidos grasos de cadena larga (MCT/LCT).
También se utilizan en nifios los lipidos con
80% de aceite de soja y 20 % de aceite de oliva
y aquellos que poseen ademas el agregado de
aceite de pescado.

Electrolitos
En NP se deben administrar al paciente
sodio, potasio, calcio, magnesio, cloruro, ace-tato
y fosfato. En la Tabla 5 se muestran los
requerimientos normales de electrolitos duran-te
la Nutricional Parenteral de pacientes adul-tos.

En algunos casos es necesario ajustar los
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valores de acuerdo con la situacion clinica de
los pacientes, por ejemplo, aumentar las dosis
cuando excesivas

hay pérdidas

gastrointestina-les  (fistulas, diarreas) o
reducirlos en la insu-ficiencia renal, cardiaca o

ante la presencia de una sobrecarga.

Sodio

Es el principal cation y agente osmoti-co
del liquido extracelular. Aunque el cuerpo
puede contener hasta 4000 mmol de sodio,
s6lo la mitad es libremente intercambiable.
Aproximadamente 22400 mmol de sodio se
filtran a través del rifion diariamente y 22300
son reabsorbidos en los tiibulos renales. Como
respuesta a los cambios de presiones y flujos
intravasculares, el rifién reacciona por medio
del sistema renina-angiotensina-aldosterona,
las hormonas natriuréticas, la dopamina, las
prostaglandinas y el sistema simpatico, para
controlar la cantidad de sodio excretado y
mantener la condiciéon de equilibrio en el
liqui-do extracelular. La desnutriciéon y los
estados patoldgicos pueden alterar el manejo
renal del sodio (20).

El sodio se aporta como cloruro de sodio
y como fosfato de sodio, también hay que con-
siderar el sodio y potasio que contienen las so-
luciones de aminoacidos.

Potasio
Es el cation principal intracelular (20) y
cuando el potasio sérico esta bajo, refleja de-
ficiencia de potasio, particularmente si estd
acompanado de alcalosis, aunque la pérdida
corporal total puede estar asociada con hi-
perkalemia en un estado catabolico

acompana-do por oliguria.
Cuando las células comienzan a sintetizar
glucogeno y proteinas se produce la captacion

de potasio y es necesario realizar mayores apor-
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tes con la NPT. El potasio es requerido en orden
de 5 mEq por cada gramo de nitrégeno, para la
sintesis proteica. La acidosis se asocia con pér-
dida de potasio intracelular y por el contrario, el
aumento de pH se acompafa de captacion de
potasio. La manifestacion de una deplecion
severa de potasio es la alcalosis con aciduria
paradodjica. Este trastorno se trata, no solo con
potasio sino con reemplazo de volumen.

La glucosa, en especial en combinacion
con insulina, causa una rapida captacion celu-
lar y una caida en los niveles séricos de pota-
sio. Por esto, en los primeros dias de la terapia
nutricional es necesario realizar el ionograma
diariamente y ajustar el contenido en las mez-
clas de nutriciéon parenteral para restablecer
las pérdidas de potasio sérico (20). En la NPT
se aporta como cloruro de potasio y como
fosfato de potasio.

Magnesio

Se distribuye principalmente en el tejido
6seo (500-600 mmol) y en el espacio intracelular
(500-850 mmol). Solo 12-20 mmol estan presen-
tes en el liquido extracelular, en una concentra-
ciéon de 0,7 y 1,2 mmol/L. Es un componente
esencial de muchos sistemas enzimaticos y tie-ne
una funcién en la estabilidad del potencial de
membrana (Na*, K*, ATPasa). Cuando los niveles
en sangre estan bajos y hay deficiencia de
magnesio se produce una hiper irritabilidad
neuromuscular, y en los casos severos pueden
producirse convulsiones, arritmias cardiacas y
vasodilatacion periférica (20).

Se encuentra deficiencia de magnesio, es-
pecialmente en la enfermedad gastrointestinal,
acompafiada por pérdidas excesivas de liquido y
en el sindrome de intestino corto. En la en-
fermedad de Crohn, donde suelen presentarse
diarreas y fistulas se puede desarrollar hipo-

magnesemia clinicamente significativa (30).
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En la nutricidon parenteral total de
pacien-tes adultos se utilizan soluciones de
sulfato de magnesio, en cantidades diarias de
5-12 mEq/ dia (tabla 5).

Fosfato

Es el anion mas abundante en el orga-
nismo y gran parte estd ligado al tejido dseo
(25000 —27000 mmol). El resto se distribuye en el
liquido intracelular y solo una pequefa parte se
halla en el liquido extracelular (12-20 mmol). El
fosfato es necesario para muchos sistemas de
coenzimas y otros compuestos que participan en
los procesos metabdlicos. El rifion filtra 150
mmol/dia y reabsorbe 120 mmol/d. La excre-cién
renal de fosfato aumenta a medida que au-
menta su concentracién plasmatica, excepto en
la insuficiencia renal. En los procesos catabdli-
cos por enfermedades, las células pierden fosfa-
to que se excreta por via renal. Por el contrario,
con el comienzo del anabolismo o la adminis-
tracion de glucosa y proteinas hay una capta-
cién celular de fosfato y debe administrarse una
cantidad adecuada para evitar la peligrosa
hipofosfatemia, que causa debilidad muscular,
insuficiencia cardiaca y respiratoria, deterioro de
la conciencia y muerte (20). Se administra como
fosfato de sodio o de potasio de 30 a 64 mEq/dia

y como fosfatos organicos (tabla 5).

Calcio

Es el catién mas abundante del cuerpo hu-
mano y su contenido es de 1300 g. El 99% se
encuentra en el esqueleto y sdlo el 1% es libre-
mente intercambiable. La concentracion normal
en el plasma es de 2,2-2,5 mmol/L, en un 50%
unido a proteinas. Por lo tanto, con la caida de la
albiimina sérica asociada a la enfermedad, la
concentracién de calcio se debe ajustar (30,31).

El calcio juega un rol fundamental en la
conductibilidad neural, la contraccién muscu-
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lar, la secrecion de hormonas y como segundo
mensajero en muchos procesos metabdlicos.
La disminucién del calcio libre se relaciona
con tetania, convulsiones, pérdida de
conciencia y ain muerte.

En los pacientes con nutricién parenteral
durante un periodo corto o durante una en-
fermedad critica no suele verse deficiencia de
calcio; por el contrario, en nutricion parenteral
a largo plazo se puede presentar enfermedad
6sea. Por esto es importante el adecuado apor-
te de calcio y vitamina D, especialmente en los
lactantes, nifios y embarazadas (30). El calcio
en la nutricion parenteral se adiciona en forma
de sales organicas de gluconato de calcio y en
el adulto las dosis utilizadas son de 4,6 a 6,9

mEq/ dia (tabla 5).

Micronutrientes
La administracién de dosis adecuadas de
micronutrientes esenciales organicos (vitami-
nas) e inorganicos (oligoelementos o micro-
minerales) es imprescindible para el manteni-
miento de la vida y la recuperacion de los pa-
cientes que reciben NPT.

Vitaminas

En los cuadros 3 y 4 se describe la funcidn,
me-canismo de accién bioquimica, signos de
deficiencia y dosis de las vitaminas liposolubles e
hidrosolubles, respectivamente, para los pacientes
adultos con NPT (20)(31, 32, 33,34, 35).

Los signos clinicos de deficiencia de las vita-
minas hidrosolubles que intervienen en el metabo-
lismo energético (B1, B2, niacina) pueden aparecer
a los pocos dias de administrar la NPT, ya que el
organismo mno cuenta con reservas. También
pueden manifestarse signos de deficiencia de
vitamina C a consecuencia del estrés fisiolégico
asociado a las di-versas patologias (32,33).

En el caso de las vitaminas liposolubles, dcido
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folico y vitamina B12 la deficiencia puede aparecer
fundamentalmente en pacientes con procesos
croni-cos que han llevado a deplecion de los
depdsitos o en aquellos que reciben NPT durante
periodos prolon-gados (33).

Microminerales esenciales
La deficiencia de algunos micronutrien-
tes minerales puede ser la causa principal del
compromiso clinico del paciente. Por lo tanto
el Equipo de Terapia Nutricional necesita

y
administracion en todos los pacientes que

valorar su importancia asegurar su
reciben nutricién paren-teral (31, 36, 37).

La mayoria de los pacientes, al inicio de la
NPT, presentan una deficiencia de micromine-
rales y muchos tendran aumentados sus reque-
rimientos debido a una inadecuada absorciéon
gastrointestinal, excesivas pérdidas o anormali-
dades en el metabolismo (37). Esto puede ocu-
rrir como resultado de una dieta pobre en estos
minerales por razones médicas o culturales, o en
el caso de los ancianos, porque habitual-mente
consumen poca cantidad de alimentos. También
de

microminerales, el alcohol y las drogas de abu-

pueden afectar los requerimientos
so. Los neonatos tienen un requerimiento espe-
cial ya que experimentan un rapido crecimiento
postnatal, poseen una pequena reserva al mo-
mento del nacimiento, inmadurez del tracto
gastrointestinal e importantes pérdidas endo-
genas. En el momento de prescribir una férmu-la
para nutricién parenteral se debe considerar que
los requerimientos de micronutrientes de los
nifnos nacidos a término y de los prematuros son
muy diferentes (26).

Los microminerales considerados esen-
ciales en el humano son: cobre, cromo, hierro,
manganeso, molibdeno, zinc, selenio, yodo y
fluoruro (17,36). Cada elemento tiene por lo menos

un rol importante que cumplir dentro del organis-
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mo, y para cada uno hay un rango dentro del cual
se mantiene la homeostasis (36 37, 38, 39

Se debe tener en cuenta que las cantidades de
micro minerales que deben ser aportadas en la NPT
presentan diferencias sustanciales con las de la ali-
mentacion oral ya que los nutrientes por via paren-
teral llegan directamente al torrente sanguineo. Por
ello, gran parte del avance en el conocimiento de las
necesidades de micronutrientes minerales se ha de-
bido a la administracion de formulas para NPT que
no los tenian incorporados o los tenian en cantidad
insuficiente. En algunos de esos pacientes alimenta-
dos con NP se han descrito alteraciones en los niveles
plasmiticos de micronutrientes minerales, indicati-
vos de deficiencia aguda asi como sintomatologia
clinica que, en algunos casos ha llevado a trastornos
irreversibles y a la muerte (39,40,41).

En el cuadro 5 se resumen las funciones, el
mecanismo bioquimico de accidn, los efectos de la
deficiencia y las dosis recomendadas en pacientes
adultos que reciben NP (39,42,43).

No es aconsejable el agrega-
do de Fe en las férmulas de NPT ya que puede
agravar la patologia del paciente grave y duran-
te un proceso infeccioso exacerbar la incidencia y

virulencia de ciertas infecciones (20,

Productos comerciales para NP
Aminoacidos: en el mercado argentino hay
mezclas de aminodcidos en concentraciones del 5%,
6,9%, 8,5%, 10%, 11,5% y 15%.
Existen soluciones de aminoacidos:
a)

proporciones indicadas para adultos. b) Organo-

Estindar, que cumplen con las
especificas: para pacientes renales con aminodcidos
esenciales y en-riquecidos con aromdticos; para
pacientes hepdticos (con mayor porcentaje de
aminodcidos ramificados); c) soluciones especificas
para pediatria, con histidi-na, taurina y cisteina,
aminodcidos  condicio-nalmente

que  son

indispensables en nifios y en prematuros (26,27).



Rev. Farm. vol. 153 n® 1-2: 5-14 - Menéndez - Pita Martin de Portela (2011)

La cisteina esta presente en el mercado
farmacéutico en forma individual y se utiliza
en nifios prematuros; la glutamina existe en
forma de dipéptidos para agregar a las
mezclas de Nutricion Parenteral (26, 27).

Las

solucio-nes de aminoacidos son productos

especialidades medicinales de
fabricados por Laboratorios de nuestro pais
(Laboratorios Rivero y Roux Ocefa) o son
importados de Estados Unidos y Europa
(Laboratorios Baxter, Braun y Fresenius).

Carbohidratos, para uso endovenoso, pre-
sentes en la industria farmacéutica: son productos
con glucosa en agua, en forma de dextrosa, en con-
centraciones del 5% al 70% en envases que gene-
ralmente son de 500 o 1000 mL. Para las prepara-
ciones de las mezclas de Nutricién Parenteral los
farmacéuticos utilizan, por razones de restriccion
de volumen, las soluciones de dextrosa en agua al
50 y 70%. Las mezclas con concentraciones
superiores al 10% solo podrin utilizarse por via
endovenosa central.

Lipidos para uso endovenoso: se encuen-tran
en el mercado en forma de emulsiones aceite en agua
en presentaciones de 500 mL o 1 litro al 10%, al 20%
y al 30%, fabricados por Laboratorios de Estados
Unidos (Abbott y Baxter) o de Europa (B Braun,
Fresenius). Estos productos son fuente de dcidos
grasos esenciales, poseen alta densidad cald-rica, entre
10 y 11 Kcallg (por el agregado de glice-rol) y una
baja osmolaridad que permite su adminis-tracion en
nutricion parenteral periférica y central.

Electrolitos para via IV estan presentes
en diferentes Laboratorios Farmacéuticos en la
Argentina (Rivero, FADA, etc.). Las concen-
traciones que se utilizan habitualmente para la
preparacion de la NP son:

Sulfato de Magnesio al 25%; Fosfato de
sodio (3 mmol de fésforo/mL); Fosfato de po-

tasio (3 mmol de P/mL); Glicerofosfato de so-
dio anhidro (Fosfato: 1 mmol/mL; Fosforo 31
mg/mL); Cloruro de Sodio al 20% (Na y Cl-:
3,4 mEq/mL); Cloruro de Potasio 1 Molar y 3
Molar (1 y 3 mEq/mL); Gluconato de Calcio al
10% (Ca: 4,65 mEg/mL, 9,3 mg/mL), Acetato
de sodio 1 molar y lactato de sodio 1 molar.

Vitaminas para uso endovenoso: estin pre-
sentes en la industria farmacéutica en productos
para nifios y para adultos. Las formulas de cada
frasco-ampolla de liofilizado para adultos con-tiene
las siguientes vitaminas: Acido Ascorbico 100.0
mg; Vitamina A 1.0 mg; Ergocalciferol 5.0 mcg;
Tiamina Clorhidrato 3.36 mg; Riboflavina 5-
Fosfato-Sédico 3.6 mg; Piridoxina Clorhidrato 4.86
mg; Niacinamida 40.0 mg; Dexpantenol 15.0 mg;
Vitamina E 10.0 mg; Biotina 60.0 mcg; Acido
Félico 400.0 mcg; Cianocobalamina 5.0 mcgL. Las
formulas de nifios contienen las vita-minas en las
concentraciones: Acido Ascérbico 80 mg; Vitamina
A 2300 U USP; Ergocalciferol 400 U USP;
Tiamina Clorhidrato 1.2 mg;, Riboflavina 5-
Fosfato-Sédico 1.4 mg; Piridoxina Clorhidrato 1
mg; Niacinamida 17 mg;, Dexpantenol 5 mg;
Vitamina E 7 U USP; Biotina 20 mcg;, Acido
Félico 140 mcg; Cianocobalamina 1 mcg;
Fitonadiona 200 mcg.

Oligoelementos o microminerales estan
disponibles en envase multidosis de
elementos traza que contiene en mg/mL: Zinc
0,327, Cobre 0,076, Hierro 0,195;.Manganeso
0.055; Cromo 0,001; Molibdeno 0,001;
Selenio.0,002; Fluor 0,057 y Yodo 0,013
(Tracutil ®, Laboratorio Braun y Ritraz ®,
Laboratorios Rivero). Ademas, Zinc, Cobre,
Cromo, Molibdeno, Selenio y Manganeso se
encuentran

individuales (Laboratorio FADA y Rivero).

dispo-nibles  en  envases
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Cuadro 1

Indicaciones de la nutricién parenteral

Segun patologias

Enfermedad de pancreas: Pancreatitis aguda complicada, Pancreatectomias
con ileo
Cancer del tracto digestivo alto, posterior a una reseccion quirdrgica.
Fistulas enterocutaneas o Fistulas linfaticas
Sindrome de intestino corto
Enfermedades inflamatorias del Intestino: Colitis ulcerosa, Enfermedad de
Crohn rebelde al tratamiento medicamentoso convencional
[1 Complicaciones de cirugia digestiva: Esofagoplastias, Reintervenciones y

abscesos intra-abdominales, Estenosis pilérica, Fistulas internas

[J Otras indicaciones: comas neuroquirdrgicos, enteritis actinica, desnutricién
post-bypass yeyunoileal, etc.

|

O oo™

Segln la capacidad digestiva
[ Incapacidad de utilizar el tubo digestivo:

» Cirugia: reseccion intestinal o cirugia digestiva mayor; cirugia de
cabeza y cuello; complicaciones: peritonitis, dehiscencia de suturas.
lleo intestinal
Sindromes obstructivos
Trauma abdominal
Malabsorcién severa
Intolerancia a la nutricién enteral (NE)

Quimio y radioterapia
Malformaciones congénitas
[l Necesidad de reposo del tubo digestivo:
» Fistula enterocutanea
» Enfermedad inflamatoria intestinal descompensada
» Diarreas incorercibles
» Pancreatitis aguda grave
[J Otras situaciones:
donde podria utilizarse la via digestiva, pero se recomienda la NPT, hasta lograr un
aporte completo de nutrientes por via enteral:
» Grandes quemados
» Politraumatismo y TCE
» Sepsis
» Fracaso renal y hepatico
Ref: (4,5,6,7,8)

YVVVVVVY
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Tabla 1l

Requerimiento de fluidos expresado como volumen de liquidos

Requerimientos

Neonatos-Prematuros

110 - 150 mL Kg/dia

Nifios segln Peso (kg)

2-10 100mL Kg/dia
11- 20 1000 mL + 50 mL/Kg (> a 10 Kg)
>de 20 1500 mL + 20 mL/Kg (> a 20 Kg)
Adultos 1000- 3000 mL/dia
Ref: (19); (20).
Tabla 2
‘ Requerimiento caldrico
|Pacientes Kcal/kg/dia
Adultos 20-30
Neonatologia
|__Prematuros (<1500 g) 110-120
|Pediatria
Nifios a término o 80-105
|lactantes
1 a7 afios 75-90
7 a 12 afios 50-75
12 a 18 afos 30-50

Ref: (19); (20)

Tabla 3
Requerimientos proteicos para pacientes con NPT *,
Segln estado fisiologico
g/Kg de peso
Adultos 1-1.2
Adolescentes (11 a 17 afios) 0,8-1,5
Lactantes 2-3
Prematuros 2-4
ADULTOS Segln patologia**
g/Kg de peso
Mantenimiento 0,8-1
Pacientes catabélicos 12-2
Alteracion renal crénica 1,2-15
Alteracion renal aguda 15-1,8
catabolismo

Ref: (7, 8), (20).
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Cuadro 2

Carbohidratos alternativos en Nutricién Parenteral

Carbohidratos | Ventajas | Efectos adversos e inconvenientes
Simples

Acidosis lactica, lipogénesis hepética,
Fructosa - No insulino-dependiente hipofosfatemia, incremento de los

niveles de acido urico y bilirrubina,
deplecion de ATP.

Polialcoholes

No puede ser utilizado directamente

Xilitol - No insulino dependiente por los tejidos periféricos. Causa
acidosis lactica y diuresis osmotica
- No insulino-dependiente. [ Acidosis lactica, lipogénesis hepatica,
Sorbitol - Interconvertible con hipofosfatemia , incremento de los
fructosa niveles de acido Urico y bilirrubina,
deplecion de ATP.
Ref: (27).
Tabla 4
LIPIDOS ENDOVENOSOS: dosis recomendadas en NPT
Adultos 0,8 a 1.2 g/kg de peso /dia

Neonatos a término y lactantes

1 a 3 g/kg de peso /dia

Prematuros 0.5 a 2,5 g/kg de peso /dia
Ref: (27, XX).
Tabla 5
ELECTROLITOS: cantidades recomendadas en NPT
Requerimiento estandar
Electrolito Adultos Neonatos Nifios Adolescentes y
pretérmino nifos > 50 Kg
Fosforo 20-40 mmol 1-2 mmol/Kg 1-2 mmol/Kg 10-40 mmol
Magnesio 8-20 mEqg 0.3-0.5 mEg/Kg | 0.3-0.5 mEqg/Kg 10-30 mEq
Calcio 10-15 mEq 2-4 mEq/Kg 2-4 mEq/Kg 10-20 mEq
Potasio 1-2mEq/Kg 2-4 mEq/Kg 2-4 mEq/Kg 1-2mEq/Kg
Sodio 1-2mEq/Kg 2-5 mEq/Kg 2-5 mEq/Kg 1-2mEq/Kg
Acetato 70 — 150 Cantidades necesarias para mantener el equilibrio
Cloruro 105 - 175 acido-base
Ref: (20, 30).
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Cuadro 3

VITAMINAS LIPOSOLUBLES

Funciéon, mecanismo de accién, deficiencia y dosis recomendadas

en NPT de adultos

Vitaminay Funciéon y mecanismo bioquimico de Efectos por Dosis
Sinonimia accion Deficiencia IVidia
Vision crepuscular (Rodopsina en retina)
Integridad de epitelios, Xeroftalmia
Vitamina A conjuntiva y cérnea Ceguera 1000
Ret!nol P Sintesis proteica y de glicoproteinas nocturna pg/dia
ﬁg::ixniogé?é?:a Reproduc_cién, crec?miento, desarrollo Aumentp _d_e (retin_ol 6
Diferenciacion celular susceptibilidad |palmitato
(receptores nucleares) a infecciones de retinilo)
Expresion génica
Funcion inmune
Absorcion del Ca Osteomalacia
Vitamina D Homeostasis del Calcio y Fosforo (adultos) 5.0 ug
Colecalciferol Metabolismo éseo Raquitismo
Antirraquitica Transcripcion mediada por receptores [ (nifios) Ergo-
a 1-25-di-OH D Disminucién de [calciferol
Diferenciacion celular y de macréfagos |la inmunidad
Vitamina E Antioxidante -Anemia 10 mg
Tocoferol (Inactivacion de radicales libres) hemolitica (a-tocoferol
-Envejecimiento
Sintesis de factores de coagulacion -Trastornos de
Vitamina K Sintesis de osteocalcina la coagulacion  |150 pg

(calcificacion 6sea)
Cofactor de la y glutamil carboxilasa

-Osteoporosis

Ref: (20, 33, 32, 35).
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Cuadro 4

VITAMINAS HIDROSOLUBLES

Sinonimia, funcién, mecanismo de accioén, deficiencia
y dosis recomendadas en NPT de adultos

Vitamina y Funciones y mecanismo de accién Signos de Dosis
sinonimia deficiencia en NP
Utilizacién de la energia Beri-beri con
B: Reacciones de decarboxidacion oxidativa efectos cardiacos
Tiamina como TPP: Co-decarboxilasa, transcetolasa |y neurolégicos 6.0 mg
Aneurina Sindrome de
Transmision nerviosa Wernicke
Korsakoff
B2 Flavoproteinas Lesiones en
Riboflavina | (Flavin adenina dinucléotido-FAD 6 FMN) labios, lengua y
Lactoflavina |en reacciones de transferencia de H piel (sindrome 3.6 mg
Ovoflavina Dehidrogenasa, Aminoacido- oxidasas oro-Oculo-genital)
otras oxidasas
Be Decarboxilasas no oxidativas Anemia (nifios)
Piridoxina Transaminasas Dermatitis en 6.0 mg
Adermina Dehidrasas labios y piel.
Trans sulfurasas Convulsiones
Niacina Pelagra:
Acido Coenzima de NAD/NADP Aceptor y Diarrea,
nicotinico dador de H Dermatitis, 40 mg
Nicotinamida Demencia
Factor PP
Transferencia de unidades de un C, Anemia
B2 coenzimas folato dependientes megaloblastica o
Ciano- Sintesis de acidos nucleicos perniciosa 5.0 ug
cobalamina | Metabolismo de aminoacidos ramificados
Coenzima de la metil-malonil-mutasa Desmielinizacion
Acido Folico
Folacina Transferencia de carbonos: Sintesis de Anemia 600 pg
Factor purinas y pirimidinas megaloblastica
antianémico
Dermatitis
Biotina Lipogénesis, Gluconeogénesis escamosa 60 pg
Reacciones de carboxilacién Pérdida de
cabello
Acido Utilizacién de la energia. Formacion de la Dermatitis 15 mg
pantoténico |Coenzima A
Reacciones de hidroxilacion: Sintesis de Escorbuto
colageno (Hidroxiprolina, Hidroxilisina) de
Vitamina C catecolaminas, etc. Trastornos de 200 mg

Antioxidante
Absorcion de Fe (reduccion de Fe3+ a
Fe2+)

cicatrizacion y de
la funcién
inmune.

Ref: (20, 33, 32, 35).
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Microminerales

Funcidn, mecanismo de accién, deficiencia y dosis en NPT de adultos

Minerales Funcion y mecanismo bioquimico de Efectos de Dosis
accion deficiencia IV/dia
Cofactor enzimatico Disminucion del
Sintesis proteica crecimiento
Zinc Control de la diferenciacién Caida del cabello 25-5
Estabilizante de proteinas, receptores y Rash cutaneo mg
ADN “Zinc fingers” Reduce funcién
inmune
Componente de Ceruloplamina y Sangrado
cuproproteinas con actividad enzimatica en: |subperiéstico
Cobre Metabolismo del Fe, Arritmia cardiaca 0.3-0.5
Sintesis de colageno (Lisil-oxidasa) Anemia mg
Antioxidante (Superéxido-dismutasa Neutropenia
citosélica)
Cofactor de: Miocardiomiopatia
Selenio Glutation-peroxidasa (Antioxidante) Miopatia esquelética 20-60
Tirosina deiodinasa (metabolismo de Defectos en ufias Mg
hormonas tiroideas Riesgo de neoplasia
Cofactor de: Anormalidades de
Manganeso |Arginasa mucopolisacéridos 60-100
Superoxido-dismutasa mitocondrial Cambia color del Mg
(Antioxidante) cabello
Componente del Factor de Tolerancia Intolerancia a la
ala glucosa glucosa 10-15
Cromo Metabolismo de carbohidratos, Actividad Pérdida de peso Mg
insulinica, Metabolismo lipoproteico Neuropatia periférica
Expresion genética
Metabolismo de aminoéacidos, de purinas y Intolerancia a los
del Fe aminoacidos 19-50
Molibdeno Aldehido oxidasa azufrados mcg
Sulfito-oxidasa Taquicardia
Xantino-oxidasa Trastornos visuales
Yodo Metabolismo energético Hipotiroidismo 130 ug
Hormonas tiroideas
Mineralizacion de huesos/dientes 0,1-
Flaor (Fluoropatita 6sea y dental) Caries dentales 0,95
mg
Transporte y almacenamiento de O: Anemia microcitica
Hierro (Hemoglobina y Mioglobina) hipocrémica

Transporte de electrones (Citocromos)

Disminuciéon de
resistencia a
infecciones

Ref. (20, 41, 42, 43)
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Resumen

Las sustancias quimicas han sido siempre fun-
damentales para la terapéutica, y su uso ha evolu-
cionado a través de la historia. Las farmacias han
colaborado con la atencidon médica desde que fue
creada la profesién del boticario hacia el siglo VIII en
los paises musulmanes. El hecho de que los médicos
dejaran de preparar por si mismos los medicamen-tos
que prescribian, y debieran confiar esa tarea al
boticario, representd la primera gran transicion en la
atencion a los pacientes. En los primeros tiempos, las
drogas administradas se obtenian de las plan-tas en
forma de macerados, extractos, etc., y con el tiempo se
fue incorporando una serie de productos minerales,
que la farmacia cldsica excluia por con-siderarlos
excesivamente téxicos. La aceptacion del uso de
productos quimicos representé el segundo gran
cambio en la terapéutica farmacolégica. Con el correr
del

reduciéndose debido a la aparicion de las compaiiias

tiempo, la participacion del boticario fue
farmacéuticas, que comenzaron a preparar medica-
mentos a gran escala, y progresivamente dejaron de

prepararse las formulas magistrales. En el presen-
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te trabajo se tratan los aspectos de la historia de la
terapéutica farmacoldgica que estdn estrechamente
vinculados con los cambios que ha experimentado
la participacion del farmacéutico en el sistema de
salud a través de la historia.

Summary
Chemicals have always been fundamental
for medical treatment, and its use has evolved
through history. Pharmacies have collabo-rated
with health care since the profession of the
about the eighth

century, in Muslim countries. The first major

apothecary was created,
transition in patient care was the fact that the
physicians stopped to prepare themselves their
prescribed medications and entrusted this task to
the apothecary. In the early days, the drugs were
obtained from plants in the form of mari-nated,
extracts, etc. Mineral products, excluded from
the classic pharmacy for being considered
excessive toxic, were eventually incorporated to
therapy. This acceptance of the use of chemi-cals

represented another major change in drug
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therapy. The emergence of drug companies,
which began to develop drugs to large scale, was
progressively reducing the involvement of the
apothecary, who progressively left to pre-pare
master formulas. The present paper dis-cusses
some aspects of the history of drug ther-apy that
linked to the that

pharmacists experienced in their participation in

are closely changes

the health system through history.

Palabras clave: boticario, farmacéutico, me-
dicamento, atencion farmacéutica, industria
farmacéutica
Keywords: apothecary,

pharmacist, drug,

phar-maceutical care, pharmaceutical trade

La antigiiedad

Desde tiempos remotos, el uso de sustancias
quimicas ha constituido uno de los pilares funda-
mentales en el tratamiento de las alteraciones de la
salud.

Las civilizaciones antiguas consideraban que las
enfermedades tenian un origen sobrenatural, ya sea
debida a que el cuerpo del enfermo habia sido invadido
por espiritus malignos, o bien por castigos que los
dioses infligian como consecuencia de algu-na mala
conducta efectuada por el enfermo o algun familiar
cercano, etc. Por este motivo, las sustancias curaban
debido a

administracion siempre formaba parte de alguna clase

que poseian un “espiritu”, y su
de ritual, que estaba destinado a la expulsion del
espiritu diabélico o a pacificar a los dioses que habian
castigado al enfermo.

Fueron los presocrdticos quienes intentaron
desvincularse del pensamiento mdgico y se propu-
sieron conocer el origen de los fendmenos natura-
les [1]. Bajo esta perspectiva, atribuyeron a la en-
fermedad un origen relacionado con alguna clase
de alteracion orgdnica, es decir, una alteracién en
la armonia de los constituyentes de los organismos,

y durante siglos la terapéutica se establecid, entre
otras acciones, en la administracion de sustancias (en
aquellos tiempos representadas como infusio-nes,
extractos y macerados de productos naturales) para
lograr el alivio y la recuperacién de la armo-nia
perdida, es decir, de la salud. En este sentido, algunos
pensadores presocriticos le atribuyeron a ciertas
sustancias el papel de elemento primor-dial, del cual
se derivaban todos los demds: Tales de Mileto (639-
544 a.C.) consideré que era el agua, Anaximandro de
Mileto (611-546 a.C.) creyé que era la tierra,
Anaximenes de Mileto (570-500 a.C.) hizo lo propio
con el aire y Herdclito de Efeso (556-460 a.C.) con el
fuego. Sobre esta base, Empédocles de Agrigento (504-
443 a.C.) introdujo la doctrina de los elementos y
sostuvo que la composicion de todas las cosas
descansaba en esta pluralidad limi-tada de sustancias
(agua, aire, tierra y fuego). De acuerdo con esta
vision, el cuerpo humano, al igual que todas las cosas,
estd formado por estas sustan-cias primordiales; la
salud es consecuencia del equi-librio y la enfermedad
del desequilibrio entre ellas [2]. Esta concepcién de la
composicion del mundo fue madurando a través de los
siglos y constituyd la base de la doctrina humoral
desarrollada mds tarde por la escuela hipocrdtica, que
vinculd cada uno de estos elementos con uno de los
humores del cuer-po. El Corpus Hippocraticum (450-
350 a.C.), que parece ser el resultado de aportaciones
colectivas de diversos autores, mds que la obra de un
solo indivi-duo, emplea el vocablo pharmakon para
designar al medicamento, entendido como una
sustan-cia exterior al cuerpo, capaz de producir
una accién favorable o desfavorable sobre €l [3];

el opio es uno de los més citados en esta obra.

Puesto que este mismo punto de vista
formé parte de la visidn aristotélica, que do-
miné el pensamiento durante la mayor parte
de la historia de la humanidad, las concepcio-
nes acerca de la enfermedad y el tratamiento

farmacoldgico tampoco cambiaron sustancial-
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mente y el paso del tiempo sélo fue modifi-
cando y ampliando las utilidades terapéuticas
atribuidas a los distintos minerales y plantas.

Inicialmente, la administracion de sustan-
cias con fines terapéuticos seguia un criterio
puramente empirico. La escuela empirista de
Cnido recopilé informacion sobre los efectos que
las plantas tenian sobre los sintomas de los
enfermos y aplicaban tratamientos similares a
enfermos que presentaban los mismos sinto-
mas, aunque no tenia ni buscaba explicacion
para los mecanismos por los cuales actuaban
las sustancias administradas [2,3]. La cantidad
de sustancias empleadas no fue muy amplia,
pero las combinaron y suministraron de ma-
neras muy diversas: fumigaciones, eméticos,
purgantes, etc. A través del tiempo, el estudio de
los usos terapéuticos de las sustancias natu-
rales fue tornandose cada vez mas serio y rigu-
roso, siendo Teofrasto (372-288 a.C., una de las
autoridades en la medicina de la época y disci-
pulo de Aristoteles) quien escribié uno de los
primeros estudios sistematicos sobre las pro-
piedades medicinales de los metales y minera-
les (De lapidibus, que constituyd la base de todos los
tratados posteriores dedicados al uso farmacéutico de
los minerales) y de las plantas (el noveno tomo de su
obra De historia plantarum, que constituye el
herbario mas antiguo que sobrevive, y que en
realidad no es considerado como escrito por
Teofrasto, sino una recopilacion inspirada en
fuentes alejandrinas posteriores) [3].

Este cuerpo de doctrina gui6 la medicina
europea por mas de un milenio, sucesivamente
adoptado por médicos famosos de la antigle-
dad, como Celso (25 a.C. - 50 d.C.) y Galeno de
Pérgamo (130-216 d.C.), y descansaba sobre la
base de la teoria humoral y el empleo de las
plantas como fuente principal de medicamen-
tos. En contraposicion a estas ideas y utilizan-do
como fuente primaria los compuestos qui-
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micos, se desarrollé la farmacia alquimica [4].
Esta dltima constituyé una farmacia paralela a la
galénica, que también empleaba compuestos
quimicos para el tratamiento de enfermedades
pero los usaba con suma prudencia por consi-
derarlos inusuales, toxicos, absurdos y extra-
vagantes. Estas diferencias comenzaron a ser
zanjadas mucho mas tarde con la aparicion de
Teophrastus Bombastus von Hohenheim (1493-
1541), quien adoptd el nombre de Paracelso por
considerar que habia superado a Celso [5]. Los
puntos de vista galénico y paracélsico fueron
marcadamente opuestos, y los seguidores de
cada escuela consideraban ineptos a los médi-
cos de la otra. Los paracelsistas no solo estimu-
laron el uso de los compuestos quimicos como
medicamentos, sino que incluso promovieron el
uso de la alquimia para obtener medicamen-tos
nuevos. De este modo, Paracelso abrid el ca-
mino a la farmacia moderna, aunque de forma
colateral, pues su concepcion de la medicina no
era enteramente racional (patrimonio de la
escuela galénica), sino que tenia un marcado
sesgo magico y ocultista: de acuerdo con su
punto de vista, los medicamentos curaban por
su espiritu y no por sus principios activos [5].

Las farmacias galénica y alquimista per-
manecieron separadas durante toda la edad media
y
Renacimiento [4]. La incorporacion de los me-

convergieron tardiamente, durante el

dicamentos quimicos a las preparaciones
@ Y Oma-gistrales habria sido mas exitosa y
rapida si su principal promotor (Paracelso) no
sido considerado individuo

hubiera un

desequilibrado [5]. A pesar de ello, algunas
escuelas los incorpo-raron de forma relativamente
precoz, como la escuela inglesa, y con el correr del
tiempo los medicamentos quimicos pasaron a ser
parte muy importante de las opciones terapéuticas.
Sin embargo, la farmacia oficial estaba restrin-gida

a sectores de alto poder adquisitivo pues
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los precios de las férmulas magistrales eran
muy elevados, y la mayor parte de Ila
poblacién recurria a la farmacia popular que
continuaba empleando casi exclusivamente
preparaciones extraidas de las plantas.

El boticario

Antes de la industrializacién y aparicién de las
especialidades farmacéuticas, se empleaba mucho
tiempo en la recoleccion y adquisicion de los princi-
pios activos y el proceso de elaboracion de las prepa-
raciones magistrales era complejo y laborioso. Por este
motivo, la preparacion de las formulas magis-trales
progresivamente fue dejando de ser realizada por el
propio médico y en esta primera gran tran-sicién fue
surgiendo otro profesional de la salud: el boticario
(voz que proviene de la palabra griega apo-thecario).
La evolucién del boticario como un profe-sional
independiente comenzd en Bagdad, ciudad en la que
aparecieron las primeras boticas durante la Edad
Media, la primera de las cuales se establecié a
mediados del siglo VIII [6]. Alli es donde aparece el
reconocimiento del boticario como un profesional
calificado académicamente y diferente del médico y
una clara separacion entre ambas profesiones [7], a
pesar de que recién a partir del siglo XV debié ob-
tener el diploma de maestro para poder ejercer la
profesion. Las descripciones que los drabes hicieron
acerca de la medicina y de la preparacion de drogas
fue rdpidamente aceptada como la norma de autori-
dad a lo largo de toda la Edad Media y sucesivamen-
te fueron apareciendo numerosos escritos destinados a
la recopilacién y descripcién de las propiedades y los
usos terapéuticos de los productos empleados para el
tratamiento de diversas enfermedades. Entre estas
obras sobre farmacologia, la mds importante de la
cultura musulmana fue escrita por Abii Mansur
Muwaffaq a fines del siglo X: el “Kitab al-abniyia ‘an
(Los fundamentos de las

verdaderas propiedades de los medicamentos), que

Hagqa’iq  al-adwiya”

describe 585 drogas (466 vegetales, 44 animales y

75 minerales). Un poco mids adelante, Ibn Baitar
(s.XIII) escribe el “Kitab al-Jamey fil Adwiya al-
Mufrada”, conocido como el Jami, que constituye una
enorme recopilacion que describe unas 1400 drogas
[2]. En el
comprendido entre la publicacién de estas dos obras

ordenadas  alfabéticamente periodo
aparece la que puede ser considerada la principal obra
relacionada en forma directa con los origenes de la
farmacia: el “Grabadin”, también conocido como
Manual del boticario o Antidotarium, es-crito
por el “seudo-Mesué”, que es otro enor-me
compendio de drogas, el méas popular en la
Europa medieval, escrito en latin (que se cree
que es una traduccién de un original arabe que
jamas pudo ser hallado) [2]. Asi, los boticarios se
constituyeron en especialistas del medica-mento,
ejercieron el arte de preparar, almace-nar y
conservar las drogas y sus boticas eran
periddicamente inspeccionadas por oficiales de
gobierno llamados Mubhtasib, quienes ame-
nazaban a los boticarios con castigos corpora-les
humillantes si adulteraban las drogas, de modo
que eran estos sindicos quienes habilita-ban a los
boticarios para que pudieran ejercer su profesion
[7].

La medicina 4rabe descuidé la anatomia
y la cirugia, ramas en las que no pudieron
efectuar avances significativos debido a la idea
oriental de que es pecaminoso tocar el cuerpo
muerto con las manos, pero en su lugar la qui-
mica era tenida en alta estima y fue la madre
de la alquimia, fundada por Geber (702-765),
quien describié algunas operaciones esencia-
les de los procedimientos quimicos, como la
destilacion, la filtracion, la sublimacion y el
bafo maria [2]. A pesar de emplear los méto-
dos que forman las bases para el nacimiento
de la quimica, la alquimia era en realidad una
corriente filosofica, cuya doctrina, el “anima
mundi”, sostenia que en todas las cosas y sus-

tancias moraban espiritus, esencias y quin-
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taesencias que podian ser extraidos mediante
el fuego. Los siete cuerpos celestes conocidos
en la época (el Sol, la Luna, Marte, Mercurio,
Jupiter, Venus y Saturno) se correspondian
respectivamente con los siete dias de la sema-
na y con los siete metales conocidos (oro, pla-
ta, hierro, mercurio, estafio, cobre y plomo).
Los alquimistas creian que estos siete metales
se originaban en las entrafnas de la Tierra, por
lo que su finalidad principal era encontrar la
“sustancia germinal”. En concordancia con
esta idea, sostenian que los metales podian
transmutarse unos en otros y tenian la nocion
de la existencia de un “elixir de la vida”, que
se suponia que tenia la naturaleza del aurum
potabile (oro potable), cuya propiedad era la de
curar todas las enfermedades y conferir la
inmortalidad a quien lo bebiera [2].

Las estrategias llevadas a cabo para el
tratamiento de las enfermedades en aquellos
tiempos no se efectuaban sobre una ideologia
Unica, sino que eran practicadas sobre la base
de una multiplicidad de tendencias diferentes,
tan diferentes que a veces eran incompatibles
entre si. En este escenario conviven varios
puntos de vista, todos ellos construidos, en
mayor o menor medida, sobre la base de con-
cepciones simbdlicas, metafisicas o filosoficas,
constituyendo un entramado de teorias que se
disputaban la verdad y que continuamente se
descalificaban utilizando argumentos, pero no
pruebas [8,9,10]. Estos enfrentamientos persis-
tieron sobre una base pseudocientifica hasta
que Claude Bernard publicéd su “Introduccion
al estudio de la medicina experimental”, en
1865 [11]. De estas corrientes de pensamiento,
la homeopatia es la tinica de las orientaciones
que ha perdurado hasta nuestros dias. La dis-
cusidn entre la homeopatia y la medicina con-
vencional parece interminable. Los homeopa-
tas sostienen que los médicos convencionales,

ignorando las leyes de la terapéutica, intoxican a
los enfermos con dosis erréneas de sustancias
toxicas elegidas de forma desacertada. Por su
parte, la medicina convencional sostiene que la
homeopatia es dafiina porque administra
placebos a enfermos que precisarian un medi-
camento. Ambos sostienen posiciones global-
mente incompatibles, y es notable la similitud
existente entre las discusiones sostenidas entre
los partidarios de las escuelas galénica y para-
célsica, y las desarrolladas entre los homedpa-tas

y los médicos convencionales.

Fig. 1 - Primera pagina de la obra de
Claude Bernard, Introduccion al estudio
de la Medicina Experimental.
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La industrializacion

El modelo mencionado anteriormente, en
el que los médicos prescribian los medicamen-
tos y los boticarios los elaboraban, persistioé has-
ta que algunas droguerias (que hasta ese mo-
mento sdlo eran los proveedores de las materias
primas para que los boticarios elaboraran sus
preparaciones magistrales), se transformaran en
laboratorios que se lanzaron al desafio de la
confeccion de los llamados “especificos” (pre-
paraciones elaboradas por los laboratorios) y
convirtio a las boticas en centros para la dispen-
sacion de medicamentos y a los laboratorios en
sus productores. Esta segunda gran transicion

marco el inicio de la industria farmacéutica, y

muchos boticarios se opusieron al cambio y a la
difusion de los especificos. Con el tiempo, las
especialidades farmacéuticas de los laboratorios
terminaron imponiéndose por su bajo costo y
por la facilidad de su expendio [12]. Los boti-
carios recibian los productos de manos de los
drogueros, que ademas de entregarles los prin-
cipios activos que los boticarios utilizaban para
confeccionar las preparaciones magistrales, aho-
ra también les entregaban los especificos ya ela-
borados. La empresa mas antigua vinculada con
la industria farmacéutica a escala industrial es
Merck, cuyo origen se remonta a 1668, momento
en que Friedrich Jacob Merck adquirié la Botica
Angel (Engel-Apotheke).

Fig. 2 — Engel-Apotheke en la segunda
mitad del siglo XVII, cuando fue adquirida
por Friedrich Merck. Fuente:
“Von der Merckschen Engel-Apotheke zum
pharmazeutisch-chemischen Grofibetrieb”

Pocas decenas de afios mas tarde, ya en
el siglo XVIII, en plena expansion de la indus-
tria farmacéutica, Félix Palacios publica su
“Palestra Pharmaceutica, Chymico-Galenica”,
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en la que se trata la eleccion adecuada de los
principios activos, se mencionan recetas ma-
gistrales antiguas y otras mdas modernas, y se
ordenan los métodos farmacéuticos de prepa-
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racion y virtudes de los medicamentos [13]. Fue

esta la obra de difusion mds importante de su

[13], a
tra-vés del cual estos tltimos tuvieron acceso a

Cirujanos y en particular Boticarios”

tiempo,

“una obra muy util y necesaria para

todos los profesores de la Medicina, Médicos,
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Fig. 3 — Primera pagina de la Palestra

Farmacéutica, escrita por Félix Palacios.

América no era ajena a esa evolucion, y
recientemente se publicé una exhaustiva y
cui-dadosa revisiéon del desarrollo de la

Farmacia en nuestro pais [14].

La participacion del Farmacéutico en
nuestros dias: Atencion Farmacéutica
A pesar del enorme desarrollo que tuvo
la industria farmacéutica, y al hecho de que la
preparacion de férmulas magistrales fue

reduciéndose progresivamente, la importante

participacion del farmacéutico en el sistema de
salud es incuestionable. El farmacéutico siguid
y sigue estando bajo la demanda cons-tante de
los pacientes que los consultan acer-ca de los
medicamentos que compran y con-sumen, de
modo que su papel en el sistema de salud
nunca se vera comprometido, pues por la
altisima demanda que tienen nuestros
hospitales, los farmacéuticos son, en muchos
casos, el primer acercamiento del individuo al

sistema sanitario.
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En este contexto, en un necesario intento
por formalizar esta participacién en el sistema
de salud, se institucionaliza el llamado “Consejo
Farmacéutico” [15], que consiste en el acto de
informar a las personas sobre medicamentos y
otros aspectos relacionados con la salud. Si bien
no representd un verdadero cambio en la par-
ticipacion del farmacéutico, si lo representé en
cuanto a que esta funcién se le reconocié en for-
ma oficial. Se establecio, entonces, que el farma-
céutico debia brindar consejo sobre el uso de los
medicamentos y la automedicacién, prestando
especial atencién a los grupos sociales en los que
se debe insistir acerca de estos aspectos: consu-
midores de medicamentos de venta libre (por la
ausencia de control médico y la incidencia de
efectos adversos, especificamente las alergias),
individuos polimedicados (por el mayor riesgo
de interacciones medicamentosas), enfermos con
patologias crénicas (hipertensos, diabéticos,
bronquiticos, epilépticos, etc., especialmente en
los casos en que los margenes terapéuticos son
reducidos), mujeres embarazadas y sujetos con
edades extremas, como ancianos y nifios; en es-
tos ultimos grupos las funciones se orientaron
especificamente hacia la educacién sanitaria y la
conservacion de la salud.

De este modo, el “consejo” torna oficial-
mente al farmacéutico en un participante
activo del sistema sanitario, que se ocupa
fundamen-talmente de tres aspectos:

el expendio de medicamentos
* la promocion de la salud y prevencion
de la enfermedad

la deteccion de factores de riesgo para

enfermedades crénicas

Luego de este reconocimiento del farma-
céutico como un participante activo en el sis-
tema de salud, Hepler y Strand introducen el
concepto de “Atencion Farmacéutica” en 1990,
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que considera “la participacién activa del far-
macéutico para la asistencia del paciente en la
dispensacion de medicamentos y el seguimien-to
del tratamiento farmacoldgico, cooperando asi
con el médico para conseguir resultados que
mejoren la calidad de vida del paciente” [16,17].
Incluye actividades que podrian enmarcarse en
el ambito de la clinica, como indicacion de
medicamentos de venta libre, prevencién de la
enfermedad, educacién sanitaria, farmacovigi-
lancia y toda otra actividad relacionada con el
uso racional de los medicamentos. Ademas de
dispensar medicamentos y dar consejo sobre los
mismos cuando se le pide, el farmacéutico
estaria asumiendo la responsabilidad de las ne-
cesidades del paciente relacionadas con el trata-
miento farmacologico [15].

En los tiempos en que esta idea estaba sur-
giendo, la Organizacion Mundial de la Salud
organizd dos conclaves (en 1988 en Nueva Delhi
y en 1993 en Tokio) con el objeto de definir “El
papel del farmacéutico en el sistema de atencion
de salud” [18,19]. En estas reuniones se consi-
dera que la atencidn farmacéutica es aplicable en
todos los paises, independientemente de las
diferencias en la evolucion socioeconémica
existentes entre ellos. La Atenciéon Farmacéutica
queda definida como “el compendio de las ac-
titudes, los comportamientos, los compromisos,
las inquietudes, los valores éticos, las funciones,
los conocimientos, las responsabilidades y las
destrezas del farmacéutico en la prestacion de la
farmacoterapia, con objeto de lograr resulta-dos
terapéuticos definidos en la salud y la ca-lidad
de vida del paciente” y se considera que “la
Atenciéon Farmacéutica es una actitud profe-
sional a la que todo farmacéutico debe tender”
[18,19].
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Resumen

Se realiza una revision sobre los principales
agentes antimicrobianos utilizados por diferentes
vias como conservadores en los productos: alimen-
tos, medicamentos y cosméticos.

Estos compuestos permitirdn mantener la ca-
lidad desde el punto de wvista microbioldgico
durante el almacenamiento, comercializacion y uso
de tales productos.

Se resaltan los tipos de riesgos que pueden
dar lugar la presencia de microorganismos:

Riesgos Sanitarios (con probabilidad de infec-
cién e intoxicacién) y Econdmicos (con probabilidad
de deterioros sobre el producto o principios activos).

Asimismo, se resaltan otros tipos de riesgos
que son producidos por los compuestos conservado-
res, en especial, algunos de ellos.

Es importante remarcar que la clasificacion
de estos agentes quimicos puede cambiar segin
nue-vos estudios que se realicen sobre su sequridad
de empleo.

De igual forma, se remarca la tendencia de hoy
dia a disminuir o anular la presencia de estas sus-
tancias que podrian resultar un inconveniente para el
organismo humano, reemplazdndose por una tec-
nologia limpia, extremdndose el empleo de buenas
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prdcticas de elaboracion y/o conocimiento adecuado
de factores fisicos o elementos naturales que
tienden a disminuir dichos riesgos.

Se describen las caracteristicas y propiedades
de uso de dichas sustancias asi como las regulacio-
nes correspondientes.

Palabras clave
Aditivo antimicrobiano — conservador —
preservacion

Summary

This is a review on the main antimicrobial

of
preservatives of products such as foods, medicines
These

compounds allow to keep the microbiological

agents external  application, used as

and  cosmetics. main  antimicrobial
quality of the commercial prod-ucts during storage,
commercialization and general usage.

We stress on “Kind of Risks” that microor-
ganisms may cause on products: 1. Sanitary Risks (

intoxications and / or infections) and, 2. Economic
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Risks ( deterioration of the commercial products or
even on the active components).

At the same time, the danger of the some preserva-
tives on the human organism are described.

We also remark on the tendency of today to dimin-
ish (or even to avoid) the use of these antimicrobial
chemical agents in such products, that may cause
some symptoms in humans.

These chemicals may be substituted by a clean tech-
nology, maximizing the use of GMP in the elabora-
tion, and a better knowledge of the physical factors (as
well as on the natural materials to be used) with the
aim to diminish the Risks of above. Finally, it is
described the properties of use and characteristics of
the antimicrobial agents ; as well as the effective-ness

and the corresponding regulations.

Key Word
Antimicrobial aditive — preservative - preservation

Introduccion

Desde el punto de vista técnico y segtin el Food
Protection Committee of the Food and Nutrition
Board, Natural Academy of Sciences, un aditivo es
cualquier sustancia o mezcla de sustancias distin-tas
a los componentes bdsicos”, que se hallan pre-sentes
en un fdrmaco, cosmético o en un alimento, como
consecuencia de su produccion, procesado, al-
macenamiento o envasado.

En el caso de farmacos, por ser éstos, medi-
camentos, debe tenerse en cuenta la ruta de admi-
nistracion, ya que no es lo mismo si el agente in-
corporado obre en forma tdpica, en piel o mucosas,
oralmente o en forma inyectable. Con los cosméti-
cos, por ser éstos

Productos tépicos ¢ estéticos, obran principal-
mente por la epidermis. En cuanto a los alimentos,
obran por via oral, por lo que habrd que vigilar la
toxicidad de los agentes que ingresen por esta via.

Como aditivo antimicrobiano, se refiere a cual-
quier sustancia que se opone a la multiplicacién de los
microorganismos ya sea por una accion inhibi-toria
(microbiostdtica) o por una accién destructiva
(microbicida). Ello se logra a través del uso de adi-
tivos antimicrobianos llamados Conservadores, 6 a
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través de las Buenas Practicas de Elaboracion, esto
ultimo representa uno de los aspectos mds impor-
tante de la garantia de calidad en la elaboracién de
los productos mencionados, ya que originarian un
ambiente hostil al crecimiento microbiano. Ambas
acciones permitirin sostener la calidad desde el
punto de vista microbioldgica durante el almacena-
miento, comercializacion y uso.

La presencia de microorganismos en uno de
esos productos puede significar un riesgo sanitario
por la probabilidad de una infeccion o intoxicacion,
0 un riesgo econdmico por el deterioro que puede
producir sobre el producto o sobre un principio
acti-vo. Por ello la preservacion se hace necesaria,
si bien hoy dia existe una tendencia a disminuir o
anular la presencia de distintos tipos de aditivos
antimicro-bianos quimicos, que podrian resultar
un incon-veniente para el organismo humano, hay
productos que resultan imposibles de obviar a este
elemento. En el caso de obviarlos, se habla de una
tecnologia limpia, extremando las buenas prdcticas,
emplear diversos factores fisicos que inciden sobre
la vida microbiana, o utilizar agentes naturales.

Si la persistencia microbiana se mantiene pue-
de dar lugar a todos esos inconvenientes sefialados. La
Farmacopea Europea establece limites de presen-cia de
microorganismos en los medicamentos que varian con
el tipo de producto (1) y el uso al que estd destinado.
Si bien se ha mejorado la situacion con posteridad a
1970 (2) el problema puede existir aun en los
medicamentos sobre todo oculares en produc-tos
multidosis (3), asi por ejemplo, en USA se han
descripto dafios microbioldgicos por acumulacion
durante el uso de cosméticos (4) y en otros paises
europeos también hallaron lo mismo.

Los informes por lo general, describen como
protagonistas principales a especies Gram nega-
tivas, como ser pseudomonas, asi como esporas de
bacterias y hongos; no obstante, otros tipos de
bacte-rias fueron sefialadas. Por lo general, los
productos con tenor de agua, revelan a bacterias
Gram nega-tivas.

El significado clinico y farmacéutico de las
contaminaciones de medicamentos ha sido estudia-
do por varios autores (5) y en los cosméticos por
(6). La implicancia del deterioro en ambos tipos de
pro-ductos fue informado por tales autores.

Se tendrd presente que en cualquiera de los
productos, el riesgo que pueda ocurrir sea econd-
mico 6 sanitario dependerd de la especie microbia-
na presente, dosis infectante, ruta, y resistencia del
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huésped, sobre todo en el 1iltimo tipo de riesgo,caso  proteccion, muchas veces se hace necesario reforzar la
por ejemplo de personas inmunodeprimidas . En la  misma, por lo comiin, combinando o cambiando com-
presente revision no se descuida otro tipo de riesgo  ponentes de la formulacion, a fin de disminuir o blo-
que puede ser motivado por la misma sustancia  quear la multiplicacion microbiana, esta accién forma
con-servadora y que ha dado lugar a numerosos parte de la proteccién de alimentos, donde el afiadido
debates sobre el empleo de la misma. No ha sido de un conservador se halla rigidamente limitada.
posible por lo extenso, tratar este aspecto con todas Los aspectos bdsicos, como ser factores que
las sustan-cias utilizadas pero el enfoque principal — condicionan  la  proteccion — de  alimentos,
se ha hecho con algunas de ellas muy comunes en  medicamen-tos y cosméticos fueron establecidos por
los diferentes productos. diversos au-tores (9-14) remitiéndose a ellos para
La incorporacion de un conservador, no siem-  profundizar los mismos.
pre puede ser deseable, si bien otorga una adecuada

Tipos
Aditivos antimicrobianos utilizados sobre Alimentos:

Son compuestos afiadidos voluntariamente para preservar un alimento, principalmente son agentes
quimicos, ya que la preservacién podria realizarse por métodos fisicos, desde tiempo remotos se han utili-
zado a elementos quimicos, tal como sal comiin, vinagre, humo,etc. Pero hoy dia se utilizan a algunos de
estos agentes, como ser dcido citrico o acético, que por sobre todo no deben aportar toxicidad y ademds se
tiene en cuenta los niveles a los que el Hombe se halla expuesto asi como su clasificacion legal, no
obstante, muchos podrian ser reconsiderados de acuerdo a nuevos estudios que aporten mds datos sobre la
inocuidad de los mismos. La FDA (Food and Drug Administration) considera a un subgrupo de
sustancias que por lo general son seguras, se las denomina sustancias GRAS (Generalmente Reconocidas
Como Seguras), (15) entre ellas se encuentran:

Acido acético y su sal sédica, potdsica y calcica Dioxido de azufre
Acido benzoico y su sal sédica, potdsica y cdlcica Dioxido de carbono
Acido ldctico Glicoles

Acido propicnico y su sal sédica, potdsica y cdlcica Etanol

Acido sérbico y su sal sédica, potdsica y cdlcica Lisozima
Bacteriocinas Metilparabeno
Butilhidroxianisol (BHA) Propilparabeno
Butilhidroxitolueno (BHT) Metabisulfito sodico
Bisulfito sédico Natamicina
Bisulfito cdlcico Nisina

Aditivos antimicrobianos utilizados sobre farmacos y cosméticos

Muchos de ellos son comunes con los anteriormente mencionados, pero se afiaden otros compuestos
que se hallan prohibidos para una ingesta de alimento o medicamento, ya que no se consideran GRAS, y
que por otra parte forman parte de formulaciones mds complejas donde es necesario muchas veces
combinarlos en un verdadero sistema preservativo, donde se involucran no solo la mezcla de agentes, sino
el rol de diversos factores fisicos y otros constituyentes de la formulacién. Entre ellos tenemos:

Acido benzoico y sus sales Feniletanol

Acido bérico Fenilmercurio

Acido dehidroacético Fenoxietanol

Acido sérbico y sus sales Hexametilentetramina
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Alcohol bencilico Imidazolidinil urea

Aldehidos Metilcloroisotiazolinona y metil-
Amonios cuaternarios isotiazolinona (Kathén CG)
Bigudnidos Parabenos

Bronopol Plata

Clorobutanol Propilenglicol

Diazolidinil urea (Germal 1) Quaternium 15 (Dowicill 200)
Dimetiloldimetil hidantoina (Glydant) Mercuriales

Etanol Triclosan (Irgasan DP 300)

Compuestos mezclas

Clasificacion:

Sin tener en cuenta la finalidad de uso, pues ésta se basa en las caracteristicas, pautas y
reglamentacion correspondiente, un intento de clasificacion podria tener en cuenta su agrupacion
quimica, por lo que se clasificarian en:

Derivados alcohdlicos: etanol, bencilico, fenoxietanol, etc.

Derivados de dcidos orgdnicos e inorgdnicos: benzoico, sérbico, bérico,

etc. Derivados bigudnidos: clorhexidina, derivados poliméricos, etc.

Derivados de amonio cuaternario: benzalconio, cetrimida, de 3ra.generacion, 4ta. generacion,
etc. Derivados nitrogenados heterociclicos: diazolidin urea, imidazolidin urea,etc.
Liberadores de formaldehido: dimetiloldimetilhidantoina, quaternium,

etc. Derivados fendlicos: feniletanol, cresol, xilenol, etc.

Derivados bioldgicos : bacteriocinas, lisozima,

antibidticos. Derivados azufrados: sulfitos, didxido de

azufre, etc. Derivados metdlicos : plata, merciirio, etc.

Derivados ésteres de hidroxibenzoico : parabenos (p-hidroxibenzoato de metilo, de propilo,etc.)

Si bien los farmacos y cosméticos son diferentes en su accionar, poseen bastantes similitudes en su
estructura y esto trae como consecuencia una manifestacion de problemas microbioldgicos que induce al
afiadido de aditivos antimicrobianos a fin de evitar deterioros o vehiculizar organismos patégenos.

La seleccion de estos agentes constituye un tema complejo ya que pocas sustancias poseen todas las
caracteristicas necesarias para esa finalidad.

Por otra parte la seleccion de un antimicrobiano, debe tener en cuenta consideraciones sobre las
propiedades de la formulacién, pues ésta por lo general puede atentar contra la eficacia de un agente
conservador por lo que hay que tener muy en cuenta el disefio de una férmula.

Se han realizado numerosos intentos para aumentar la eficacia de un conservador, ya sea por mezcla de
los mismos aprovechando sus caracteristicas antimicrobianas o a través del uso de agentes potenciadores.
También es posible modificar su coeficiente de reparto, reduciendo el alcance de la migracion a
regiones lipofilicas, lo que se consigue afiadiendo cosolventes hidrofilicos a fin de modificar el coeficiente
aceite:agua y distribucion de micelas para favorecer la conservacion de la fase acuosa. Tenemos el ejemplo
de Blomfield que modificé la mejora de eficacia de los parabenos en una emulsién con pequeiias cantidades
de etanol o glicoles como cosolventes hidrofilicos.
Otros ejemplos de mejora puede observarse
con: Mezcla de parabenos
Imidazolidinlurea mds parabenos
Parabenos mds fenoxietanol
Clorocresol mds fenoxietanol
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Etilendiaminotetracético con compuestos cuaternarios, parabenos, dcido sorbico. Imidazolidinurea mds
lauricidina

De igual forma, las fragancias pueden incrementar el poder protector, asi como la existencia de una
accion sinérgica entre la mezcla de acetatos con lactatos y propionatos.
En cambio pueden existir empeoramientos en otras mezclas, como
ser: Acido sérbico con parabenos
Benzalconio con clorocresol

Como puede haber interacciones en una formulacion compleja entre microorganismos y
conservadores, no se puede predecir muchas veces el grado de precision efectiva de un agente quimico.
Esto nos lleva a obtener alguna seguridad sobre la performance del compuesto, para ello debe realizarse un
ensayo de efectividad microbioldgica sobre la formulacién completa 6 el producto que debe ser conservado.

Métodos de medicion de eficacia

Existen diversos ensayos para determinar eficacia de conservadores que comparten muchas
caracteristicas similares, no obstante varian significativamente la interpretacion de los resultados.

Los productos son desafindos mezclandolos en forma homogénea con suspensiones de
microorganismos, que pueden variar segun la metodologia e incubdndolos a temperatura ambiente
durante un tiempo determinado.

Para ello se pueden utilizar métodos oficiales, de Farmacopeas o Instituciones y procedimientos no
oficiales de igual valor pero que permiten determinaciones en un tiempo mds corto, lo que facilitaria
realizar el estudio con numerosos productos simultineamente.

Entre los primeros se encuentran los especificados por la Farmacopea de los Estados Unidos,
Britanica, Europea (UE), Argentina, CTFA (Cosmetic, Toiletry and Fragrante Association) y ASTM
(American Society for Testing Materials) (16) (17) (18) (19).

Entre los segundos se encuentran el método de Regresion Lineal (RL) y el Ensayo Presuntivo
Acelerado (APT) (20) (21), ensayos que permiten obtener resultados dentro de las 48 horas y que resultan
muy titiles en los disefios de productos, a fin de no dilatar los tiempos.

Los métodos recomiendan efectuar el ensayo con una concentracion de 1 x 10° / g/ml para bacterias
y 10° /g/ml para hongos.

Con respecto al tipo de cultivos, se realizan en general con cultivos puros, pero algunos como CTFA
y ASTM, sefialan que pueden efectuarse con cultivos mezclas, dado que en esta forma, pueden reflejar en
forma mds aguda la contaminacion normal de un producto, no obstante, un cultivo puro puede exhibir
mayor resistencia a un conservador.

En sintesis las diversas metodologias oficiales en su interpretacion de reduccién de microorganismos
frente a un conservador incégnito, poseen un denominador comiin y es lo que ocurre en 7 dias y 14 dias,
segun las distintas categorias de formulacion de farmaco ya sea oftdlmico, tépico u oral segun la tabla
siguiente:
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Interpretaciones de las diferentes Reglamentaciones

METODOLOGIA BACTERIAS HONGOS
USP Oftilmicos 3 log en 14 dias No >en 14 y en 28 dias
Topicos 2 log en 14 dias “ “
Orales 1 log en 14 dias “ “
BP Oftilmicos 3logen6h 2 log en 14 dias
Topicos 3logen48 h 2 log en 14 dias
Orales 2 log en 7 dias No > en 14 dias
UE Oftalmicos y parent. | 2logen 6 h—-3/24h 2 log en 7 dias
(1 log en 24 h -3/7 dias) (1 log en 14 dias)
Topicos 2logen 48 h 3 log 7 dias | 2 log en 14 dias
(3 log en 14 dias) (1 log en 14 dias)
Orales 3 log en 14 dias 1 log en 14 dias
CTFA 3 log en 7 dias 1 log en 7 dias
ASTM 3 log en 7 dias Levaduras 3 log en 7 dias
Hongos 1 log en 28 dias
No incremento en No incremento en tiempos
tiempos sucesivos sucesivos

Referencias:lo existente entre paréntesis y en italica,significa satisfactoria
cuando No puede hallarse la efectividad recomendada,sin paréntesis.

Por lo general, los productos deben ser preservados adecuadamente, sobre todo teniendo en cuenta el
uso que se les va a dar. Las recomendaciones se hallan siempre en revision

Caracteristicas y propiedades de uso de algunos compuestos utilizados sobre todo en forma
masiva; y posibles acciones adversas a tener en cuenta:

Se comentard a continuacion los rasgos principales de algunas sustancias utilizadas en los
diferentes productos, dado que no es motivo de este revision describir a todos ellos, por tal razon, se
tomardn como modelos varias sustancias de los distintos derivados quimicos. Algunos de ellos pueden
utilizarse en cual-quier clase de productos (fdrmaco, cosmético o alimento) como los parabenos o
benzoatos. Se describirdn los mds comunes:

Aditivos antimicrobianos de uso en farmacos y cosméticos:

Derivados catiénicos: amonio cuaternarios y biguanidos

El amonio cuaternario mds comziin es el cloruro de benzalconio, (alquildimetilbencilamonio) (22) que
es un compuesto de primera generacion, surgiendo posteriormente otros derivados de estos compuestos y
otras generaciones, como ser la segunda,(alquildimetiletilbencilamonio).la cuarta (didecildimetilamonio) y
asi se contintian las modificaciones, hasta siete. Cada una de esas generaciones dispone de mejor
performan-ce y ventajas en cuanto a incompatibilidades como ser el agua dura, ya que ésta antagoniza la
accion de los compuestos catidnicos; también disminuyen la toxicidad y la sensibilidad al antagonismo de
sustancias organicas. Como ejemplo de toxicidad en las nuevas generaciones (22) podemos apreciarla de
acuerdo a su LD50 en la siguiente tabla:
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Compuesto Generacion LD50 mg/Kg ratas
Benzalconio 1° 300

BTC 2125 3° 700
Didecildimetilamonio 4° 500-700
Onamero M (poliquaternium 1) 7° 4.470

Otros cuaternarios

Cetilpiridinio 200
Bencetonio 360

Dowicil 200 2.200
Cetavlon (Cetrimida) 44

El cloruro de benzalconio, posee la apariencia de un
polvo blanquecino, pero comunmente se lo encuen-
tra al 80%, es muy soluble en agua y alcohol, su
pH 6ptimo oscila de 4 a 10. pero obra mejor a pH
alcalinos. Es un compuesto estable a temperatura
elevada de 120° C por lo menos durante 30 minu-
tos. Es incompatible con los compuestos anidnicos
como los jabones, asi como con los nitratos, citratos
y elementos orgdnicos como suero, sangre, proteinas
que pueden inactivarlo, esta accién se logra tam-
bién con lecitina y tensioactivos no iénicos como

el Tween 80. Su actividad se manifiesta principal-
mente sobre las bacterias Gram positivas, su CIM
(Concentracion Inhibitoria Minima) para S.aureus
es de 10 mg/Litro

Puede hacerla ademds sobre ciertas bacterias Gram
negativas, por lo general en forma conjunta con un
agente secuestrante como el EDTA; las concentra-
ciones de uso van de 0.01 a 0.1% .

Biguanidos: son compuestos cationicos con carac-
teristicas similares a los amonios cuaternarios en
cuanto a sus incompatibilidades, poseen mejores ac-
tividades antimicrobianas y se utilizan mucho como
conservadores siendo su principal representante la
clorhexidina que posee un alto espectro de actividad
y baja toxicidad. (LD50 2.500 mg/kg), Son de ac-
cién rdpida y duracion prolongada. Su actividad re-
siste bastante en presencia de material orgdnico. Se
utlizan por otra parte, derivados poliméricos como
el PHMB (polihexametilenbigudnido) y PHMG,
(polihexametilenguanidina) con muy buena activi-
dad para los microorganismos

Ambos con toxicidad baja (LD50 5.000 mg/Kg el
PHMB y mayor de 5000 mg la sol.1% del PHMG).
El CIM para S.aureus, es de 20 mg/Litro
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Liberadores de formaldehido: Si bien el formal-
dehido no se utiliza como conservador en los me-
dicamentos, su uso como tal en los cosméticos es
limitado a 0.2%,por sus acciones toxicas, el CIM
para S.aureus, es de 125 mg/Litro. Sin embargo se
utilizan otros compuestos que gradualmente libe-
ran al aldehido, pero en concentraciones mds bajas,
tal como la Imidozolidinil urea (Germal 115),
sustancia que es efectiva al 0.2%, tanto para bac-
terias Gram positivas como bacterias Gram negati-
vasasi como para determinados eumycetes (hongos
y levaduras) Diazolidinil Urea (Germall II),
con actividad antibacteriana mayor que el Germall
115, al 0.2%, y con una actividad mejor para los
eumycetes. Dimetiloldimetil hidantoina, de am-
plia actividad contra las bacterias, pero requirién-
dose mayor concentracion para eumycetes, dosis

de 0.4 y 0.6% como mdximo son las aconsejables.
Metilcloroisotiazolinona y  metilisotiazlli-
nona (Kathon CG), producto muy activo sobre
bacterias y eumycetes en concentracion de 0.05 y
0.15%. Hexametilentetramina (Urotropina),
que se utiliza en alimentos, sobre todo pescados en
concentracion de 0.02 y 0.03% pero su uso se sigue
discutiéndose por la liberacion del formaldehido.
2-bromo-2-nitropropano-1-3 diol (Bronopol),
que es solamente activa sobre bacterias Gram posi-
tivas y se usa en cosméticos en dosis de 0.01 y 0.1%.
El National Cancer Institute (NCI) llamé la aten-
cion sobre la imidizolidin urea como resultado de la
liberacién de formaldehido en un producto cosmético
de uso dérmico, combinado con parabeno, sobre todo
si la misma excede el 0.3% y presenta una exposicion
larga 6 crénica. No hay estandar 6 guia establecida
por NIOSH (Nacional Institute for Occupational
Safety and Health), ni OSHA (Occupational Safety



Rev. Farm. vol. 153 n® 1-2: 5-14 - D’ Aquino (2011)

Health Association), ya que se encuentra en lista 3
(inertes de toxicidad), en la Unién Europea se permite
hasta el 0.6% y en Japon hasta 0.3 %. En general no
se encuentran estudios epidemioldgicos  sobre
exposicién y riesgos de cdncer. Investigaciones
realizadas en el Reino Unido durante 10 afios, sobre
5.000 productos, parece demostrarse una frecuencia
de alergia dermatoldgica de 0.99%. Su LD50 oral es
de 2.600 mglkg y dérmica en conejo es mayor de
8.000 mg; el CIM de esta sustancia para S.aureus es
de unos1.000 mg/Litro. La mutagenicidad con el Test
de Ames es positiva en algunos casos con
concentraciénes superiores, a las concentraciones de
uso, con y sin sistema microsomal.

La liberacion de formaldehido en cosméticos se pro-
duce entre 10 y 60 grados y a un pH aproximado
de 6.

Con diazolidin urea ocurre algo similar su CIM es
de 250 mg/Litro: pero aun se hallan en discusion
estas acciones toxico-genéticas.

Alcohol bencilico: liguido con aroma
suave,puede hallarse en forma natural en flores y
plantas. Su solubilidad en agua es baja hasta un
4%, mucho mds miscible lo es en alcohol de alta
graduacion. Actia dptimamente a pH dcido no
mayor de 5. Lentamente se oxida a benzaldehi-do.
Se inactiva con agentes no idnicos, dilucién y
agentes oxidantes; se lo utiliza en concentra-cion
entre 1y 3 %. Es activo frente a bacterias Gram
positivas y Gram mnegativas. Su CIM para
S.aureus es de 120 mg/ml. Se halla contraindica-
do en nifios menores de 3 afios.

2-Fenoxietanol: derivado fendlico alcohéli-co,
liguido oleoso de aroma suave, miscible con
alcohol y propilenglicol, poco soluble en agua
(2.67%).

Su pH éptimo posee un amplio mdrgen,. Muy
estable atin calentado en autoclave, incompa-
tible con agentes oxidantes y con elementos no
iénicos; en cambio, es compatible con com-
puestos catiénicos y anidnicos. Se lo utiliza en

concentracion de 0.5 a 2%. Muy activo frente a
bacterias Gram mnegativos, por lo que puede
combinarse con otros compuestos no tan activos
frente a éstas. Su toxicidad es baja, y se lo ha
propuesto como reemplazante del tiomerosal en
vacunas, pero puede traer hipersensibilidad en
la piel. En la piel de conejo la sensibilidad es
baja en 24 hs, es de 500 mg dosis mds elevada
que lo que se wutiliza como conservador,
mientras que el ensayo de irritacion ocular es
leve, siendo de 0.25 mg en 24 hs. En general la
DL50 oral en ratas es de 1,2 g/Kg.y su CIM
para S.aureus es de 2.000 mg/Litro.

Algunas vacunas utilizan a esta sustancia como
alternativa del timerosal.

Mercuriales: Solamente trataremos a estos com-
puestos como su uso en la conservacion, ya que son
compuestos que por sus propiedades toxicas, han
sido dejado de lado; no obstante se emplean algu-
nos derivados en la antisepsia, como agentes de
bajo nivel (23) Pero por la importancia que tienen
en su relacion con ciertas afecciones neurologicas,
dis-cutiéndose el pro y contra del empleo de estas
sus-tancias en la conservacion, la revision se
extenderd un poco.

De estos compuestos solamente los derivados orgd-
nicos del mercurio en bajas concentraciones suelen
emplearse como conservador en gotas oftdlmicas 6
en vacunas. Principalmente el agente mds amplia-
mente utilizado es el timerosal que ha sido incorpo-
rado a vacunas sobre todo de multidosis desde 1930
(24), es el derivado etilmercurio, que posee aproxi-
madamente un 50 % de mercurio; por lo tanto el
timerosal se metaboliza a etilmercurio y tiosalicila-
to. Pero es interesante sefialar que desde las
ultimas décadas, se ha cuestionado su uso por
considerdrselo neurotoxico .

De los derivados orgdnicos el metilmercurio es el mds
estudiado por sus acciones toxicas en el sistema
nervioso central sobre todo en nifios pequerios.
Diferentes organismos internacionales han estable-
cido limites mdximos a esta sustancia en poblacion
adulta de 60 kg. de peso (25):

EPA (Environmental protection agency): 0.10 ug/kg/de persona/dia
FDA (Food and Drug Administration) : 0.43 ug/kg/de persona/dia
OMS (Organizacion Mundial de la Salud): 0.47 ug/kg/personaldia
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Pero se ha establecido que la dosis establecida por
EPA, es la mds indicada sobre todo para mujeres
embarazadas a fin de evitar riesgos toxicos para el
sistema nervioso central del feto.

Como se desconocen los niveles de etilmercurio, se
suele homologar con los limites ya establecidos del
metilmercurio.

En un estudio de revisién la Academia Americana
de Pediatria (26) a fin de estudiar evidencias de
toxicidad del timerosal como conservante de vacu-
nas concluye que no hay evidencias de toxicidad;
no obstante sugiere que la vacunacién de nifios con
vacunas que poseen timerosal, podria dar lugar a
ni-veles de acumulacion que superan los niveles
acon-sejados por EPA. Se desconocen en general la
accion de los niveles a largo plazo.

Seguin FDA y la Academia, los niveles alcanzados
en el calendario de vacunas normal de un nifio no
serian téxicos. No obstante la FDA insiste sobre
los industriales la minimizacion 0 eliminacién de
este conservador en las vacunas (27).

Muchos estudios se basan en investigaciones de
laboratorio y epidemiologia sobre metilmercurio,
pero el timerosal por tratarse de etilmercurio es
una entidad quimica diferente. El metilmercurio,
que puede tener un origen natural, se acumula en
el or-ganismo y permanece largo tiempo, mientras
que el etilmercurio no se acumula sino que se
metaboliza, elimindndose mds rdpidamente ; se
tendrd en cuen-ta. que el etilmercurio posee una
vida media de 7 dias comparada con la del
metilmercurio que va de 20 a 70 dias (28) .

Dada la duda que se plantea en la valoracion del
riesgo, la FDA considera equivalente los estudios
realizados con ambas sustancias.

De igual modo que FDA, CDC (Center for
Diseases Control) urge por retirar el timerosal de
las vacunas 6 su reduccion a trazas inferiores a 1
ug de Hg en las dosis.

Un problema que dio lugar a la consideracion de
riesgos del empleo del mercurio, es su relacién con
el autismo, el cual produjo diversos debates sobre
toxicidad en nifios, ya que existe una hipdtesis que
sefialan la relacién de esta afeccion con la presencia
de este conservador; se recordard que el timerosal
posee el 49,6% de mercurio.

En USA, la mayoria de nifios que recibieron 4 dosis
de vacunacion DPT (difteria-tos ferina-tétano), 4
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dosis de Haemophillus influenzae tipo b y 3 dosis de
Hepatitis B, habian recibido habian recibido una do-
sis total de etilmercurio comprendida entre 187.5 y
237.5 ug en los primeros 6 meses hasta 2 afios (29).
Estudios epidemioldgicos vy farmacocinéticas pu-
blicados en 2004 por una serie de investigadores (30)
sobre asociacion entre el timerosal y autismo asi como
vinculaciones con otras patologias neuro-légicas y
concluyeron que epidemiologicamente no  hay
ninguna asociacion y que la farmacocinética de-
muestra poco probable esta relacién

Se podria sumar a esta informacion, los estudios
llevados a cabo en Dinamarca en 4 afios sobre una
poblacion elevada de nifios (31), donde no detecta-
ron relacion alguna entre el uso del timerosal y el
riesgo de adquirir sindromes autistas. No se detectd
correspondencia entre dosis respuesta y .exposicion
al etilmercurio; las tasas de riesgo obtenidas fueron
iguales 6 inferiores en nifios expuestos al
etilmercu-rio en comparacion con los no expuestos.

Aditivos antimicrobianos de uso polivalente:

Etanol: liquido claro e incoloro de aroma carac-
teristico, muy miscible con el agua, glicerina y
otros solventes. Actiia optimamente a pH dcido; es
inflamable y wvoldtil. Puede inactivarse con
compuestos no idnicos, asi como con los cloru-ros,
proteinas y agentes oxidantes fuertes, meta-les
alcalino y alcalino térreos, dilucion y algu-nos
antibidticos. Como conservador se lo utiliza en
concentraciones no inferiores al 10%. Es acti-vo
frente a bacterias y hongos, no contra esporas.

Derivados de acidos organicos y sus ésteres

Acido benzoico y sus sales: polvo blanco poco
soluble en agua bajo forma dcida (0.29%), mucho
mds su sal sodica (55%), posee una cons-tante de
disociacion (pKa) de 4.2, lo que permite obrar bien
en compuestos con pH dcidos menor de 5,
resultando mas estable /32). Pierde efectivi-dad en
presencia de compuestos no ionicos, ten-sioactivos
catidnicos y sustancias proteicas. La actividad
antimicrobiana se realiza en base a su forma no
disociada, a pH 4.2, el 50% lo es, mien-tras que a
pH 7 sélo lo es el 0.16%. Su actividad se
manifiesta frente a bacterias Gram positivas,
mohos y levaduras y la concentracion de uso
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varia del 0.1 al 0.5%. Es una de las sustancias
mas utilizadas en todo el mundo y especialmente
eficaz en alimentos dcidos. En algunos paises no
estd permitido su uso. La OMS considera acep-
table la IDA (Ingesta Diaria Aceptable) de 5 mg
/kg de peso corporal /dia. Su CIM para S.aureus
oscila entre 50 y 100 mg/Litro. Algunas legis-
laciones son mis estrictas. Italia y Portugal
prohibe su uso en refrescos, se trata de sustituir
por otras sustancias menos téxicas como los de-
rivados del dcido sérbico. Se lo considera como un
potencial sensibilizador, tanto por via oral como
topico, causando reacciones de intoleran-cia (33).
El benzoico podria tener accion terato-génica, pero
JECFA (Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios) mantiene el ya IDA
establecido, demandando investiga-ciones
mayores al respecto (34) En farmacos y
cosmeéticos se utiliza en concentraciones de 0.1-
0.5%.

Acido sérbico y sus sales: Polvo cristalino de
forma acicular. Poco soluble en agua (0.25% a 30°
Cy 3.8% a 100° C) a pH 4.7 su forma no
disociada constituye el 50%. Pierde efectividad en
presencia de compuestos no idnicos y por la
dilucién. Presenta poca actividad sobre las bac-
terias en cambio es mds activo frente a mohos y
levaduras. Las concentraciones de uso oscila de
0.1 a 0.3 %, y estd permitido en todos los paises.
En presencia de oxidantes pierde estabilidad.
Carece de acciones tdxicas ni mutdgenas ni can-
cerigenas. La LD50 en rata es de 10.5 g/kg de
peso, el CIM para S.aureus oscila entre 50 y 100
mg/Litro. Puede irritar mucosas en personas muy
sensibles, es rdpidamente biodegradable en suelo y
aguas residuales.

Productos en ebullicién, pueden perder parte de
dcido sérbico y son algo sensibles a la oxidacion
(35).

Parabenos: Nombre genérico de un grupo de
sustancias empleadas como conservadores en los
tres tipos de productos que estamos tratando y en
forma masiva y que merecen unas palabras por
sus posibles inconvenientes ya que hoy dia son
motivos de muchos debates. Alrededor de 400 es-
pecialidades farmacéuticas muy comunes poseen a
estos compuestos y también los productos cos-
méticos en especial cremas para bebes y cremas
dérmicas para pechos o antitranspirantes que
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son muy observados.(36). Es interesante sefia-
lar, que pese a su amplio uso en cosméticos, fdr-
macos y alimentos, se estd cuestionando el mis-
mo principalmente en Europa, principalmente
los derivados sintéticos. Estos son considerados
dentro de los productos xenoestrégenos por
cier-tas caracteristicas toxicas y carcinogénicas.
Este tipo de sustancias destruyen la respuesta
hormonal natural, bloquean a los receptores na-
turales y un elevado exceso de estrégenos con-
duce a disminucién de progesterona pudiendo
provocar sintomas premenstrual, alteracion de
espermatogénesis, cancer de mamas y de iitero,
de igual forma que lo que ocurriria con otros ti-
pos de sustancias tales como los ftalatos y cier-
tos plaguicidas empleados en productos masivos
atin en los ecoldgicos.

Si bien los parabenos generalmente son conside-
rados seguros, pues la DL50 para el ratén, como
mutagénico es de 8 g/kg, el CIM para S.aureus es
de unos 800 mg/Litro para el derivado metilado y
de 150 mg/Litro para el derivado propilico; no se
acumulan y eliminan por orina, siendo menos
toxicos que los benzoatos, recientes investigacio-
nes sugieren que al ser considerados estrogéni-cos
actian en una variedad de lineas celulares de
cdncer de pecho y también en ensayos sobre titero
de ratas y ratones.

Se sefiala que los parabenos pueden alterar el
comportamiento del estrégeno; pero no existen
suficientes evidencias

La polémica sobre estas sustancias, considera-
das interferentes enddcrinos, se inicid en el afio
2004 (37) donde, en un estudio sobre 20 mues-
tras se vio que el 90% de ellas acumuld parabe-
nos en los tejidos de tumores de senos humanos
(38 ) pero el estudio no probd que los parabenos
originaron los tumores (39), ni se confirmé que
el origen provino de los antitranspirantes, avin
cuando en 2002 se habian informado sobre estu-
dios de relacion entre antitranspirantes y cdn-
cer, pero tampoco se demostré un riesgo mayor
entre las mujeres que usaban antitranspirantes
sobre aquellas que no lo usan. Todo esto ltimo
ha dado lugar a un amplio debate desde ese ario,
que todavia no ha finalizado. También en UK
(Reino Unido) advirtieron sobre el hallazgo de
restos de parabenos en mujeres con cdncer de
mama. Parece ser que estos compuestos pueden
mimetizar la accion estrogénica, de acuerdo a la
publicacion de un estudio que indicaba
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que se habian encontrado trazas de parabenos en
tejidos cancerosos sobre todo de mamas. Esos
agentes colocados en dreas adyacentes al pecho
(axilas) como ser los compuestos antitranspiran-
tes, se absorben por la piel, e interfieren con la
circulacién linfitica pudiendo originar toxinas en
los senos y promover crecimiento cancerige-no,
principalmente en células dafiadas. Algunos
sefialan la hipétesis de que la accién estrogénica
de los parabenos, se efectiia elevando el nivel del
estrégeno a través de la inhibicién de sulfotrans-
ferasa estrogénica, al butilparabeno se le atribu-ye
como el mds poderoso para este fin. Pero no
existen pruebas concluyentes al respecto (40 )

. No obstante, la Asamblea Nacional Francesa
ha aprobado una legislacion que prohibe la pro-
duccién, importacion y venta de productos que
contienen parabenos. Pero las agencias de sequ-
ridad en salud, se hallan todavia considerando
el tema y sus informes; se espera que sea para
principios de 2012 6 antes. Por otra parte y en
relacién a la seguridad de productos cosméticos,
el Parlamento Europeo publicé el Reglamento
1223/2009 que entré en vigor el 11 de enero de
2010 y serd aplicable en julio de 2013 a fin de
garantizar la sequridad de los productos cosmé-
ticos y sus ingredientes como ser los conserva-
dores.

Si bien obran como estrégenos, la actividad es
muy débil, son 10.000 veces mds débiles que los
fito-estrégenos y 100.000 veces mds débiles que
el estradiol. Los estudios realizados sobre
anima-les se observaron con dosis muy elevadas
(mds que su uso con condiciones normales).
Pero se recordard que la FDA considera tanto al
metil como propil parabeno, sustancias GRAS, es
decir seguras para su uso. Estos compuestos se
utilizan desde hace mucho tiempo y se hallan
también en la naturaleza, ardndanos, toronjas,
etc.: son ésteres de dcido p-hidroxibenzoico: se
conocen el metil, etil, propil, butil y sus sales
sodicas. Los mds comunes son el éster metilico
(nipagin) y el éster propilico (nipasol). EI metil y
etil se utiliza en dosis limites de 0.4% y el propil y
butil en dosis limites de 0.19% . (39) . También se
encuentran los derivados iso (isobu-til-isopropil)
que 1o son seguros ya que requie-ren de mayores
estudios antes de continuar con su uso. Cuando se
emplean mezclas de ésteres en cosmética se acepta
hasta un 0.8% en forma combinada total.
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Se presentan como polvo blanco cristalino ac-
tuando en un amplio margen de pH (3-9.5): son
sustancias estables, pero la estabilidad decrece
cuando el pH aumenta, pueden hidrolizarse en
pH fuertemente alcalino. En medio dcido resis-
ten muy bien el calor de autoclave: son sensibles
a la exposicién intensa de luz.

Aun cuando la Comunidad Europea ha con-
firmado la seguridad de los parabenos. El SCCS
(Comité Cientifico sobre la Seguridad del
Consumidor), en su trabajo “Opinién so-bre
Parabenos” , (41) considera que el empleo del
butilparabeno y propilparabeno son seguros
como conservadores en cosméticos en las
concen-traciones sefialadas con anterioridad.
Reducen su actividad con agentes anidnicos, no
iénicos metilcelulosa , proteinas y povidona.
Las sales de hierro incompatibilizan su accion.
Son activos principalmente frente a las bacte-
rias Gram positivas, mohos y levaduras. Para
Gram negativos es aconsejable compartir la ac-
cion con otro conservador como el fenoxietanol.
Comercialmente se lo encuentra con el nombre
de Phenopip, que es una mezcla de fenoxietanol
con los cuatro ésteres. .

Aditivos antimicrobianos de uso en alimen-
tos

Sulfitos: Como ejemplo de un conservador en ali-
mentos, el empleo del didxido de azufre fue una
prdctica comun en la conservacion desde la anti-
gliedad, sobre todo en la elaboracién del vino, pero
también es el que tuvo muchos siglos de prohibicio-
nes y limitaciones. Su uso puede hacerse bajo dis-
tintas formas tales como: sulfito de sodio anhidro
(50.82% de SOz2), bisulfito sédico (61.56%), sulfito
cdlcico (64.00%), metabisulfito sodico (67.39%), y
metabisulfito potdsico (57.68%) (42) . Es eficaz en
medios dcidos inhibiendo bacterias y mohos; se lo
emplea en productos de panaderia, jarabes, bebi-das,
cerveza, vinos, frutas secas, vegetales, fiambres, jugos,
etc. Su uso requiere de control debido a que se le
atribuyen diversos efectos adversos en huma-nos,
sobre todo por su ingesta a personas sensibles,
principalmente asmiticos y personas con trastornos
del metabolismo de azufre (déficit sulfito oxidasa).
Ocasiona dermatitis, cefalea, irritacion del tracto
gastrointestinal, puede ocasionar shock anafildctico.
Cuando el sulfito se afiade al alimento, sufren una
disociacion segiin las condiciones existentes dando
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un equilibrio de los diferentes componentes (43). El
sulfito disociado (generalmente bisulfito) puede
unirse a ciertos elementos del alimento en forma
re-versible o en forma irreversible; al conjunto total
in-gerido se lo llama sulfito combinado. EI
reversible se une a aldehidos, cetonas, quinonas,
etc. Formando derivados hidroxisulfonados. EI
irreversible se umne a compuestos aromdticos y
forma dcidos sulfénicos. El que no se encuentra
ligado al alimento es el sulfito libre que continiia
estando disociado. Por lo tanto el sulfito total
ingerido, es la sumatoria del libre y combinado.

Las dosis utilizadas depende de los productos, en
vegetales es de 0.01 al 0.2%: en mostos de vinos de
poca acidez es de 50 mg de SO2/ litro. En Europa el
IDA (Ingesta Diaria Aceptable) de sulfitos es de 0-
0.7 mg/Kg de peso. La FAO y OMS desde 2009 se
halla estudiando la ingesta de este elemento en
algunos grupos de personas.

Algunos alimentos pierden su wvalor nutricional
debido a la capacidad del sulfito en descomponer la
tiamina (vit.B1) en sus componentes no activos pi-
rimidinicos y tiazdlicos, por tal razén debe
afiadirse el minimo necesario en alimentos ricos en
vitamina B1 (carne). Los sulfitos no poseen efectos
carcino-génicos, ni teratogénicos. Pero podria tener
efecto mutagénico en microorganismos.

La LD50 para un efecto agudo en ratas es de
1.000-2.000 mg SO2/kg de peso

Legalmente el didxido de azufre y sulfitos se hallan
permitidos en todos los paises para conservar ali-
mentos, en especial vegetales y vino. La inhibicion
de bacterias puede lograrse con concentraciones de
500 a 1.000 ppm, a pH6 y segtin la especie bacte-
riana; las levaduras y mohos requieren entre 800 y
2.800 ppm a pH 3.5-4 . En mostos de uva para
vino con poca acidez, se requiere entre 40 y 50 mg
de SO2/litro.

La FDA requiere que los alimentos como vegetales
frescos sometidos a la accién de esta sustancia debe
sefialarlo en etiquetas, tolerdndose hasta 10 ppm de

502

Acido propiénico y sus sales sodica y calcica:
Utilizados desde hace mucho tiempo como antimi-
crobiano en productos de panaderia, su toxicidad es
baja, la toxicidad aguda en base a LD50 en ratas es
de 2.6 g/kg de peso y su CIM para S.aureus es de
2.000 mg/Litro. La concentracidon mdxima per-
misible en un ambiente laboral de dcido propidnico

es de 30 mg/m?3. Segiin SCE (Comité Cientifico de
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los Alimentos de la UE) se supone que los efectos
sobre la salud humana, como aditivo alimentario en
las cantidades normalmente empleadas, son impro-
bables.

No existe riesgo de su acumulacion corporal, pues-
to que se metaboliza en forma similar a la de los
dcidos grasos. Todos los paises que producen pan
en forma industrial, asi como productos horneados,
permiten el empleo de esta sustancia (44), las dosis
utilizadas son del 0.1 al 0.3% en la harina. Obra
principalmente sobre mohos, levaduras y bacterias
Gram negativas, pero su accién antimicrobiana es
mds débil que la de otros dcidos orgdnicos. Se lo
utiliza también en derivados ldcteos

Situacion real en el uso de conservadores

Aun cuando se ha hablado de posibles riesgos pro-
ducidos por el empleo de estas sustancias, se deberd
tener en cuenta que la problemdtica surge segiin las
dosis y exposiciones a las mismas.. No se deberd ol-
vidar lo sefialado por Paracelso en 1567:”Cualquier
sustancia puede ser toxica, todo dependerd de las
dosis”.

Por lo general los conservadores como tal, se en-
cuentran en concentraciones bajas, que pueden ser
por ejemplo de 0.05 a 0.3%, si tenemos en cuenta
que de los productos que contienen a estas sustan-
cias, sean farmacos, cosméticos o alimentos solo se
utiliza una pequefia porcion, la concentracion real
del conservador que se encuentra en contacto con el
organismo humano es muy pequefia y salvo una
susceptibilidad muy grande a estos agentes quimi-
cos, tal concentracion no alcanza a producir riesgo
alguno. Con algunas sustancias se han colocado la
LD50, a fin de tener una idea sobre su grado de
toxi-cidad.

Lo wvisto en esta revision sefialan varias investiga-
ciones que se abocaron a este problema, sin que to-
davia se han llegado a alguna conclusion negativa
para el organismo humano.

No obstante los estudios deben continuarse, sobre
todo por la aparicion frecuente de nuevas sustan-
cias que se promueven como “preservantes” y que
se incorporan constantemente al mercado.

Regulaciones

Las reglamentaciones vigentes, sefialan que el afia-
dido de cualquiera de los aditivos antimicrobianos
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en los diferentes productos, no deben dejar de lado la
realizacion de las Buenas Pricticas de Manufactura,
que seran las que garantizardan la calidad de los mis-
mos. Asimismo solicitan las pruebas de eficacia de la
conservacion a través de ensayos de desafio mi-
crobiano, de acuerdo a lo establecido por las diversas
Farmacopeas nacionales e internacionales y dispo-
siciones de ANMAT (Administracién Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Meédica).
Regulindose las diferentes sustancias permisibles en
la conservacién de fdrmacos y cosméticos, como asi
también las permisibles en alimentos segiin el CAA
(Cédigo Alimentario Argentino).

Conclusiones: En la presente revision, que dista
mucho de ser completa, se han sefialado los diver-
sos factores que participan en la conservacion de
un producto como asi también los distintos agentes
que normalmente se utilizan en la preservacion de
far-macos, cosméticos y alimentos.

Se destaca que la integridad microbioldgica de una
formulacién no se debe a la presencia de un agente
determinado ya que éste no actua independiente-
mente del producto, que existen factores que pueden
bloquear el efecto del mismo y que no solamente se
tendrd en cuenta la efectividad de dicho agente, sino y
esto es muy importante, sus caracteristicas toxi-cas, y
otros efectos adversos a fin de evitar sorpresas sobre
inconvenientes que surgen por el uso masivo de estas
sustancias. Si bien es cierto que por lo gene-ral las
concentraciones empleadas con los productos no
alcanzarian a producir un efecto negativo, no se
deberd descartar la acumulacion que pueda producir
en el organismo, auin con las sustancias que obran
topicamente. El estudio sobre tales caracteristicas
basado en informaciones o investigaciones, deberd ser
continuo, aun con aquellas sustancias que se hallan
ya asentadas por el uso de antigua data.
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Resumen

El autismo es una enfermedad neuropsiquid-
trica que se manifiesta antes de los tres afios de edad.
Forma parte de un conjunto de enfermedades que se
agrupan bajo el nombre de desordenes del espectro
autista. El desorden autista se diagnostica por la
presencia de al menos tres caracteristicas que indi-
can: 1. alteraciones en la interaccién social; 2. altera-
ciones en la comunicacion; 3. intereses restringidos y
patrones de comportamiento estereotipado. El tra-
tamiento de primera linea de los pacientes con autis-
mo es la implementacion de una terapia psicosocial y
de intervenciones educativas. Generalmente, los
pacientes reciben concomitantemente un tratamien-to
farmacoldégico para tratar aquellos sintomas que
impiden el funcionamiento del individuo y en gene-
ral complican la implementacion de las estrategias
educativas y comportamentales de primera linea. En
este trabajo analizaremos los fdrmacos mds emplea-
dos para el tratamiento de los sintomas que acompa-
fian al desorden autista y las evidencias disponibles
que avalan dicha utilizacion. Ante la ausencia de
medicacién destinada al tratamiento de los sintomas
que componen el niicleo de la patologia, menciona-
remos algunas direcciones futuras hacia donde la
terapéutica actual esta orientando el tratamiento
especifico de estos desordenes neuroldgicos.

Palabras Claves
Autismo- Antipsicoticos- Inhibidores Selectivos de
la recapcidn de serotonina- estimulantes

Summary

Autism is a neuropsychiatric disorder devel-
oping in early childhood before the age of three years.
It is part of a group of conditions often referred as
“autistic spectrum” disorders. Common features of
autistics patients are impairment in several areas of
functioning, such as social interaction, communica-
tion and the presence of repetitive behaviours and re-
stricted interests. First line treatments for children
with autism include psychosocial treatments and
educational interventions. Generally, pharmacolog-ic
medications are concomitantly employed to target
specific symptoms that accompany the core of the
disease, severely impairing the individual’s func-
tioning and often not allowing for “first line” edu-
cational and behavioural interventions to take pace. In
this work, pharmacological agents employed for
symptomatic treatments of autistics patients will be
revised as well as the available evidence that support
their prescription. Since no treatment is currently
available for the treatment of the core of this disease,
future therapeutics directions will be mentioned in
lights of the current hypothesis about autism neu-
robiology.

Key words
Autism- Antipsychotics- Selective Serotonin re-
uptake inhibitors- stimulants
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Introduccion

El autismo es una enfermedad neuropsiquidtri-
ca que se manifiesta en la infancia temprana. Forma
parte de un conjunto de desordenes que comiinmen-te
se los conoce como “desordenes del espectro au-tista”.
Estas  patologias se caracterizan por  poseer
alteraciones en la interaccion social, en la comuni-
cacion y por presentar comportamientos repetitivos y
dreas de interés restringidas. Frecuentemente, estas
caracteristicas pueden acompariiarse de cierto grado de
retraso mental. De acuerdo a la cuarta edi-cion del
Manual de Diagnéstico y Estadistica de la Asociacion
Americana de Psiquiatria, esta clasifica-cién incluye
al autismo, a los sindromes de Rett y Asperger y a
otros trastornos del desarrollo que no cumplen
completamente con los criterios que definen a los
desordenes anteriores, por ejemplo por presen-tar
sintomatologia leve o atipica o diferir en cuanto al
momento de aparicion de los sintomas (1).

El desorden autista se manifiesta temprana-
mente, antes de los 3 afios de edad. Para su diag-
néstico el paciente debe presentar alteraciones en tres
aspectos: 1. Interaccién social; 2. Comunicacion; 3.
Intereses restringidos y patrones de comportamien-to
estereotipado. EIl déficit social se manifiesta como
ausencia de interés espontdneo en compartir placer,
alteraciones en el empleo de la comunicacién no ver-
bal (lenguaje corporal, gestos, contacto visual, expre-
sién facial) para regular la interaccién social y fallas
para desarrollar relaciones de acuerdo a la edad. Las
alteraciones en la comunicacion se manifiestan como
ausencia o retraso en el lenguaje hablado. También
podria aparecer lenguaje estereotipado y repetitivo
que carece de intento de comunicacion. Si hubiera
desarrollado el lenguaje, generalmente se acompafia
de falta de interés para iniciar y mantener una con-
versién. El juego esta impedido. El juego imaginativo
espontdneo y el juego imitativo social estdn ausentes o
retrasados con respecto a la edad. Los intereses son

restringidos y las actividades pueden involucrar una

preocupacioén acerca de uno o mds tdpicos, en gene-
ral anormales en cuanto al foco y/o intensidad de
las mismas. También es comiin la adherencia a
rutinas no funcionales y la presencia de
movimientos este-reotipados.

Considerando su condicién de enfermedad
inhabilitante crénica y su elevada incidencia (1 en
100), el desorden autista acarrea serias consecuen-cias
socio-econdmicas. En la actualidad no existen
tratamientos efectivos definitivamente establecidos.
Sin embargo existe un numero elevado de terapéuti-
cas con consenso limitado o empirico y un sin nume-
ro de tratamiento alternativos sin sustento cientifico.

Sin embargo, existe consenso acerca de que el
tratamiento de primera linea para nifios con autis-mo
consiste en la implementacion de un tratamiento
psicosocial e intervenciones educativas para maxi-
mizar la adquisicion del lenguaje, para mejorar las
habilidades sociales y de comunicacién y eliminar los
comportamientos inadecuados. En cuanto a los tra-
tamientos farmacoldgicos, en la actualidad no existe
ninguna medicacién destinada a corregir o retrasar el
curso de la enfermedad. Por ello, los tratamientos
farmacolégicos actualmente prescriptos tienen como
objetivo la correccion de sintomas especificos, que
acompafian al niicleo de la enfermedad, y que im-
piden el funcionamiento del individuo y en general
complican la implementacion de las estrategias edu-
cativas y comportamentales de primera linea. Estos
sintomas incluyen agresién, comportamiento de au-
todestruccidn, rituales compulsivos, baja tolerancia a
la frustracion con reacciones explosivas, hiperacti-
vidad, entre otros.

El tratamiento farmacoldgico actual de ciertos
sintomas del autismo toma prestado fdrmacos que se
emplean para ciertas condiciones psiquidtricas y que,
sin embargo, también pueden afectar un amplio rango
de funciones neuroldgicas y cerebrales. Si bien la

medicacion puede mejorar la calidad de vida de
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los pacientes, no debe minimizarse la posibilidad de
aparicion de efectos adversos. Ademds de la especi-
ficidad, otra limitacion es la ausencia de previsibili-
dad en cuanto a la efectividad para cada paciente
en particular en el marco de la gran heterogeneidad
que presentan estas patologias y la ausencia de
informa-cién acerca de los beneficios a largo plazo.
En la actualidad, los esfuerzos estdn destina-dos
a evaluar la utilidad a largo plazo de los farma-cos
mas conocidos. Por otra parte, y en la medida en que
se avanza en el conocimiento de la neurobiologia del
desorden autista, surgen posibles nuevos blancos
terapéuticos, algunos de ellos se encuentran en fase

preclinica y otros en fases clinicas avanzadas.

Tratamientos farmacoldgicos actuales

A continuacion se resumird la utilidad de di-
versos farmacos pertenecientes a las principales ca-
tegorias empleadas y las evidencias que avalan su

utilizacion.

A. Farmacos Antipsicéticos

Este grupo incluye farmacos originalmente
de-sarrollados  para el tratamiento de lIa
esquizofrenia. Una nueva generacion mds sequra y
mejor tolera-da de antipsicéticos, conocida como
antipsicéticos atipicos, ha reemplazado el empleo de
los farmacos originales como el haloperidol y Ia
clorpromazina. Los antipsicoticos atipicos incluyen
a la clozapina, risperidona, aripiprazol, entre otros.
Se emplean para el tratamiento de sintomas como
la agresion y las conductas de autodestruccion. Los
antipsicéticos atipicos poseen un mejor perfil de
efectos adversos, ya que presentan un menor riesgo
de producir par-kinsonismo en el corto plazo y
disquinesias tardias en el largo plazo.

Es también conocido que los antipsicéticos
atipicos son efectivos sobre los sintomas negativos
de la esquizofrenia, lo que se ha relacionado con la
posibilidad de que brinden beneficios sobre las alte-

raciones en el comportamiento social presentes en

pacientes autistas. Ademds, el empleo de estos fir-
macos para corregir tics (2) permite pensar que
pue-dan ser efectivos sobre las conductas
estereotipadas. El mecanismo de accién propuesto
es la accién dual de estos firmacos como
antagonistas serotoninégicos y dopaminérgicos (3).

Existen datos en la literatura acerca del uso de
la clozapina, olanzapina, aripiprazol, quetiapina y
rispridona para el tratamiento del autismo y de otras
enfermedades relacionadas. Entre ellas, la risperido-na
ha emergido como fdrmaco de primera linea. A
continuacion se detallan los datos mds sobresalientes

recogidos de estudios clinicos o reporte de casos.

1. Clozapina

Existen dos reportes que describen el empleo
de clozapina, cada uno en dos pacientes autistas.
De los cuatro pacientes analizados, se han
observado mejo-rias en tres de ellos. Sin embargo,
el alto riesgo de producir discrasias sanguineas y
convulsiones han limitado su uso, ya que ademds
requeriria el moni-toreo semanal para descartar la

aparicion de agranu-locitosis (4).

2. Olanzapina

Existen algunos reportes de casos y ciertos es-
tudios clinicos que indican resultados positivos en
el tratamiento sintomdtico del autismo, aunque en
la mayoria de los casos se acomparfia de incremento
de peso (5-8). Pese a ello, su empleo para el
tratamiento sintomdtico del autismo se ha visto
opacado por las evidencias que indican la aparicion
de diabetes en adultos tratados con olanzapina (9).

3. Quetiapina
Un estudio clinico indica baja tolerabilidad y
ausencia de eficacia en pacientes autistas (10).

4.  Aripiprazol
Este farmaco posee un mecanismo de accion di-

ferente al de los otros antipsicoticos atipicos, ya que
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actuaria como un agonista parcial dopaminérgico
(11). Un estudio abierto con cinco pacientes indica
su efectividad sobre los sintomas de agresion y
auto-destruccion ya mencionados (12). Esto ha
propiciado el desarrollo de nuevos estudios pilotos

que se estin llevando a cabo.

5.

Multiples estudios abiertos y reportes de

Risperidona

casos asi como estudios clinicos doble ciego,
randomizados y controlados con placebo indican la
eficacia de la risperidona para el tratamiento de
sintomas como la agresién y comportamientos de
autodestruc-cion en nifios, adolescentes y adultos
con autismo (13). Dicha eficacia se ha observado
sin necesidad de aumentar la dosis de risperidona.
Otra ventaja adicional de la risperidona es que
también  presenta  beneficios  sobre el
comportamiento estereotipado y la hiperactividad,
aunque no se han observado be-neficios sobre el
niicleo de la enfermedad. En la ac-tualidad se estin

llevando a cabo estudios clinicos de largo plazo.

B. Farmacos Inhibidores Selectivos de
la Recaptacion de Serotonina (ISRS)

Este grupo de fadrmacos incluye a la fluoxetina,
fluvoxamina, sertralina, paroxetina, citalopram,
en-tre otros. Estos farmacos inhiben selectivamente
la recaptacion presindptica de serotonina. Aungque
de amplia implementacion en la prdctica clinica
para el tratamiento de pacientes con autismo y
desordenes relacionados, existen escasos estudios
sistemdticos que avalen dicha practica. Si bien se
ha analizado su efecto sobre el comportamiento
repetitivo y sobre el score global de la enfermedad,
en general su utili-zacion se basa en la biisqueda de

una mejoria en las estereotipias.

1. Fluoxetina
Existen algunos estudios clinicos abiertos y

algunos estudios mas recientes controlados con pla-

60

cebo que indican su efectividad para reducir el com-
portamiento repetitivo en pacientes autistas (14-15).
Sorprendentemente, el tratamiento con fluoxetina
produjo una ligera mejoria en el score global de la
enfermedad (14). Estos estudios muestran también la
aparicion de hiperactividad, irritabilidad e insom-nio,
efectos adversos que ameritan el andlisis detalla-do de
su implementacion. Debido a la aparicion de efectos
adversos y a que otros estudios no han sido
suficientemente robustos para evidenciar las posibles
ventajas de la fluoxetina sobre el niicleo de la enfer-
medad, nuevos estudios clinicos se estin llevando a

cabo en la actualidad.

2. Fluvoxamina

Existen reportes de casos y estudios clinicos
que muestran resultados encontrados (16-17). Si
bien algunos de ellos evidencian mejorias principal-
mente sobre sintomas de agresion, en muchos pa-
cientes las mismas se acomparian de activacion que
se manifiesta con insomnio, hiperactividad,
irritabi-lidad y agresién. Esto ha desalentado la

organizacion de estudios clinicos posteriores.

3. Sertralina
Algunos estudios clinicos abiertos apoyan su
efectividad de
comportamientos conductas

para el tratam.iento

repetitivos y de
agresivas y de autodes-truccion en pacientes con
autismo (18-19). Sin em-bargo, no existen en la

actualidad estudios clinicos controlados.

4. Paroxetina
Se han publicado resultados similares a los
ob-tenidos con sertralina (20-21).

5. Citalopram

Un estudio retrospectivo indica que el citalo-
pram seria efectivo para reducir la ansiedad en los
pacientes autistas, con el beneficio adicional de me-
jorar el score global de la enfermedad (22). Nuevos
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estudios clinicos se estdn llevando a cabo para de-
terminar su efectividad sobre el comportamiento
re-petitivo.

C. Farmacos estimulantes

Los farmacos estimulantes como las anfetami-
nas y el metilfenidato se emplean como terapia esta-
blecida en pacientes diagnosticados con el desorden de
hiperactividad con déficit de atencion (ADHD).
Coincidentemente, la hiperactividad y los comporta-
mientos disruptivos son sintomas frecuentes en los
pacientes diagnosticados con desordenes del espectro
autista. Por ello, se ha postulado que estos farmacos
podrian ser efectivos para el tratamiento de los mis-
mos. Un estudio clinico multicéntrico indica resul-
tados favorables con el empleo de estos farmacos (23),
aunque el riesgo de aparicién de efectos adversos es
mds elevado en estos pacientes que en aquellos con
ADHD.

D. Otras terapias

1.
El empleo de este antagonista opioide para el

Naltrexona

tratamiento del autismo se basa en el papel que los
opiodes enddgenos desempefian en el comportamien-
to social. Los primeros reportes han sido alentadores
(24-25) y estudios subsiguientes han tenido efectos
modestos sobre la hiperactividad pero carecieron de

ventajas sobre el lenguaje y la comunicacién (26-28).

2. Secretina

Este péptido gastrointestinal ha sido amplia-
mente estudiado para el tratamiento del autismo. Se
han realizado estudios clinicos controlados con un
numero elevado de pacientes. Quizis sea el tinico
compuesto del cual se disponga en la actualidad de un
estudio sistemdtico pormenorizado (29, 30, 31, 32).
Sin embargo, lamentablemente no se ha obser-vado

eficacia alguna (33).
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3. Farmacos anticonvulsivantes

Estos fdrmacos se han empleado en pacientes
autistas no solo por la alta frecuencia de convulsio-
nes sino también para mejorar las alteraciones con-
ductuales relacionadas con la agresion presente en
estos pacientes. Por ejemplo, el empleo de
divalproato de sodio mejora las conductas agresivas
y el compor-tamiento repetitivo en nifios y adultos
con autismo (34). Por el contrario, el empleo de

lamotrigina no ha mostrado ninguna eficacia (35).

Nuevas terapias en estudio

Los principales neurotransmisores excitatorios e
inhibitorios del sistema nervioso son el glutamato y el
acido gamma-amino butirico (GABA), respecti-
vamente. A pesar que ambos se encuentran ubicua-
mente distribuidos en el sistema nervioso central y
ello podria indicar su participacién en casi cualquier
patologia en estudio, no ha sido sino recientemen-te
que se le ha prestado atencion en el autismo. Se ha
postulado que la mneurotransmision GABAérgica
estaria disminuida en los pacientes autistas. Esta
disminucion eliminaria el tono inhibitorio sobre
neuronas glutamatérgicas, que generarian una so-
brestimulacion de ciertas dreas cerebrales a través de
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) y no
NMDA (36). Esta hipétesis esta basada en una se-rie
de evidencias neuroanatémicas y neurobioldgicas que
explican la vulnerabilidad de ciertas dreas cere-brales
tales como la corteza frontal, el hipocampo y el
cerebelo (37).

Otra hipétesis acerca de los mecanismos neu-
robioldgicos que subyacen al autismo involucra a la
sefializacion intracelular mediada por el ion cal-cio.
Dado que la etiologia de la enfermedad tiene un
fuerte componente genético y que diversos tipos de
alteraciones cromosémicas deberian coincidir en
algiin punto que permitiera finalmente obtener un
fenotipo autista caracteristico, esta via de sefializa-
cion presenta un punto de convergencia importante
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(38). Se han descrito en pacientes autistas diversas
alteraciones en los cromosomas que codifican para
los canales de calcio voltaje dependientes (39), para
ciertas subunidades del receptor NMDA que es un
canal de calcio (40) y proteinas que median la
accion intracelular de dicho ion (41).

A partir de estas teorias que postulan como
causa del autismo a la existencia de una hiperac-
tivacion glutamatérgica mediada por el receptor
NMDA, se han estudiado algunos compuestos que
podrian modular la actividad de dicho receptor.

1. Amantadina

Este antagonista no competitivo del receptor
NMDA fue eficaz para reducir la irritabilidad y el
lenguaje inapropiado en un estudio clinico doble
cie-go controlado con placebo (42). Ademds, la

droga ha sido bien tolerada.

2. D-cicloserina

Acttia como agonista parcial del sitio de gli-
cina presente en el receptor NMDA. La glicina es
un coagonista del receptor. Como agonista parcial,
la D-cicloserina actuaria como antagonista en con-
diciones de hiperactivacion glutamatérgica. Un es-
tudio abierto piloto indica que este compuesto seria
eficaz para aumentar la respuesta social de los pa-
cientes con desorden autista (43). Solo a dosis

eleva-das se observaron efectos adversos.

Se sabe que farmacos como el dcido valproi-co,
mencionado anteriormente, las benzodiacepi-nas y el
estradiol, incrementan la neurotransmision
GABAérgica. Por ello se postula que puedan tener al-
guna utilidad potencial en el tratamiento del autismo.

Es importante resaltar que el tratamiento del
autismo basado en la neurobiologia de la enfermedad
implicaria una intervencion temprana, que permitie-
ra interferir antes del establecimiento de las altera-

ciones del sistema nervioso, y esto a su vez implicaria
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quizds la iniciacion del tratamiento con anterioridad
al diagnostico. Considerando la imposibilidad de que
ello ocurra, de lo dicho se desprende la importancia de
encontrar marcadores biolégicos que permitieran la
implementacién de esta estrategia. En ausencia de los
mismos, se debe asumir cierta alteracion del sistema
nervioso al momento de iniciar la terapia, y por ende,
el tratamiento deberia corregir las mismas aun a
expensas de activar mecanismos intracelula-res
diferentes a los responsables de desencadenar la
patologia (44). Una clara definicién de las metas que
se intenta alcanzar con el tratamiento y la estanda-
rizacién de la manera de medirlas proporcionard y
establecerd reglas claras comparables en todo lugar

donde se midan.

Tratamiento de la causa de la enfermedad:
Importancia de la informacion

Un estudio recientemente publicado pone en
evidencia que ademds de avanzar en la determina-cién
de las causas de la patologia y en el desarrollo de
nuevas estrategias farmacologicas es de fundamental
importancia la educacion e informacion de los padres
de nifios autistas. Este estudio muestra una clara re-
lacion entre el tratamiento que reciben los nifios que
padecen la enfermedad y las creencias que sus padres
tienen acerca de cuales fueron las causas asociadas
con el desarrollo de la misma. Por ejemplo, aquellos
padres que creen que la enfermedad se debe a una ex-
periencia traumdtica temprana poco probablemente
recurren a la terapia comportamental. Aquellos que
asocian a la enfermedad con un origen durante la
gestacion son los que menor niimero de tratamientos
no convencionales emplean. Los que suponen una
asociacion con ciertas alergias alimentarias emplean
mas frecuentemente tratamientos con agentes que-
lantes o vitaminas. Los padres que creen que la pato-
logia se asocia con anormalidades cerebrales son mds

reticentes a emplear vitaminas (45).
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Conclusiones

Los estudios clinicos que evaliian el empleo
de farmacos antipsicéticos y de ISRS son escasos y
de corta duracion y en la mayoria de ellos las mues-
tras poblacionales son pequefias y los sintomas ana-
lizados carecen de una definicion clara. Ademds,
solo algunos estudios evaliian el efecto de estos
farmacos sobre los sintomas que forman el niicleo
de la enfermedad. Entre los antipsicoticos atipicos,
la risperidona emerge como la mds segura y efec-
tiva para el tratamiento de la agresion. Entre los
ISRS, varios de ellos podrian ser efectivos para el
tratamiento de las conductas repetitivas, pero la
fluoxetina y el citalopram parecen aventajarlos en
cuanto a que ademds podrian mejorar el score glo-

bal de la enfermedad. En particular con los ISRS

es fundamental la evaluacion de la posible aparicion
de sintomas de activacion reportados en algunos es-
tudios, aunque las evidencias no son concluyentes.
Estudios clinicos multicéntricos de largo plazo son
necesarios para establecer certeramente la eficacia y
la sequridad de los ISRS y de los farmacos estimu-
lantes. El conocimiento de las alteraciones funcio-
nales que subyacen a estas patologias permitird el
desarrollo de fdrmacos mds especificos, tendientes

a prevenir o retrasar la aparicion de la patologia.
Nuevas terapias enfocadas a corregir el desbalance
de las neurotransmisiones excitatoria e inhibitorias
en el sistema nervioso central son el desafid actual al

que se enfrenta la investigacion clinica y preclinica.
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Resumen

El ser humano desde su existencia ha con-
vivido con numerosas especies de insectos a los
que se han denominado plagas, debido a sus
participaciones activas en la transmision de
enfermedades y a las cuantiosas pérdidas en la
producciéon de alimentos de origen vegetal o
animal. Una de las formas de control es el de-
nominado quimico que consiste en el empleo de

compuestos insecticidas de origen sintético
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o natural. El uso prolongado de estos compues-
tos puede llevar al fendmeno de resistencia,
mediante el cual se hace necesario incrementar
paulatinamente la dosis de uso del insecticida
hasta valores de riesgo toxicolégico para otros
organismos incluyendo al ser humano. El ana-
lisis bioquimico mediante la determinacion de la
actividad de los distintos grupos de las enzi-mas
que participan en la degradacién de estos

compuestos (metabolismo del insecticida); uti-
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lizando distintos sustratos de acuerdo al gru-po;
es de suma importancia debido a dos moti-vos.
Por un lado porque permite dilucidar si se trata
de uno de los mas frecuentes causales de
resistencia (ya sea en sus origenes o una vez es-
tablecida) y por otro lado porque posibilita el
empleo de estrategias alternativas de control,
evitando riesgos toxicologicos y el incremento
de la resistencia a valores incontrolables.
Palabras claves: andlisis bioquimico, insectos, re-
sistencia, citocromos, esterasas, Tripanosomas

Summary
The human being has coexisted with nu-
merous species of insects since his origins. This
kind of insects have been called pests because of
their active participation in the transmission of
human diseases and numerous losses in the food

production from vegetables or animals. One

chemical control and it is the use of synthetic or
natural insecticidal compounds. The prolonged
use of these insecticides can lead to the resistance
phenomenon, whereby it is necessary to gradu-
ally increase the insecticide dose to toxicological
values for other organisms including humans.
The biochemical analysis is the evaluation of the
activity of different groups of enzymes involved
in the degradation of these compounds (insecti-
cide metabolism) using different substrates ac-
cording to the enzymatic group, and it is very
important for two reasons. On the one hand it
allows to establish whether it is one of the most
frequent causes of resistance (on the beginning
or once established) and secondly because it
allows the use of alternative control strategies,
avoiding toxicological risks and the increased of

resistance to uncontrollable values.

Keywords: Biochemist analysis, insects, resist-

form of management of this species is the ance.
Introduccion
El ser humano desde su existencia ha animales.

con-vivido con diferentes especies de insectos
a los que se han denominado plagas, siendo
este al-timo concepto de origen
exclusivamente antro-pocéntrico.

Algunas de estas especies han y contintian
estando involucradas en la alteracion de la vida
humana y de sus d&mbitos a lo largo de la histo-
ria, ejemplo de ello son sin dudas su participa-
cion activa en la transmisién de enfermedades y
las cuantiosas pérdidas en la producciéon de
alimentos de origen vegetal o animal (1).

Teniendo en cuenta lo mencionado ante-
riormente, se pueden clasificar entonces a estas
especies de insectos en dos grupos: el primero
denominado plagas sanitarias, si afectan a la
salud humana, y el segundo en plagas agrarias o

veterinarias, cuando involucran cultivos o
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Analizando a las plagas sanitarias en par-
ticular, estas especies de insectos pueden ser en
la mayoria de los casos vectores de otros
organismos; un ejemplo lo constituye Triatoma
infestans, conocido en Argentina con el nombre
de “vinchuca”, vector de Tripanosoma cruzi y
responsable en la principal via de transmision de
la Enfermedad de Chagas) (2) o simplemen-te
provocar una molestia por si mismos sin ser
vehiculos de otros microorganismos (piojos de la
cabeza; Pediculus humanus capitis) (3). Existen
también numerosas especies de insectos capa-ces
de comportarse como vectores mecanicos de un
gran numero de patdgenos oportunistas, tal es el
caso de diferentes especies de cucara-chas
(Periplaneta americana, Blattella germanica, etc.) (4-
7).
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Ya sea por incapacidad de controlar al mi-
croorganismo que transmite al vector (falta de
terapias, farmacos o vacunas) o debido a que el
propio insecto cause los dafios, el hombre ha
tratado de controlar a estos insectos de dis-tintas
maneras a lo largo de su historia. En la
actualidad hay tres formas principales de con-

trol quimico de insectos plaga las que se basan

en el empleo de insecticidas de origen natural,
semi-sintético o sintético. Otras formas de con-
trol son el mecanico, que consiste en el disefio
y empleo de todo tipo de trampas o barreras y
por ultimo el bioldgico, mediante el uso de
organismos bioldgicos que permiten alterar las

poblaciones de insectos considerados plagas.

Desarrollo

Control Quimico

El mismo se basa en el uso de compuestos
insecticidas y se han empleado diferentes fami-
lias de insecticidas a lo largo de la historia del
control de plagas. Clasificados de acuerdo a la
estructura quimica de los mismos, se han divi-
dido en organoclorados (OCls), cuyo principal y
mejor conocido representante ha sido el DDT
(dicloro-difenil-tricloroetano), una familia ac-
tualmente prohibida en todo el mundo debido a
su elevada persistencia en el medio ambiente y a
su potencial riesgo toxicoldgico y ecotoxicolo-
gico (8). Posteriormente fueron introducidos los
insecticidas organofosforados (OFs) y carbama-
tos (CBMs), de los cuales algunos son cuestiona-
dos actualmente y otros han sido prohibidos en
ciertos tipos de aplicaciones como consecuencia
de su elevada toxicidad y caracteristicas organo-
lépticas desagradables, y a partir de la década
del 80 los insecticidas piretroides (Pyrs) (9). Es-
tos insecticidas han sido ampliamente utiliza-
dos en agricultura, veterinaria y salud con una
importante tasa de éxito pero con la consecuente
aparicién de resistencia en numerosas especies
de insectos debido a su prolongada aplicacion.

Respecto del mecanismo de accién de es-
tos insecticidas resulta de importancia aclarar
que de manera general se pueden considerar
como de accién neurotoxica a los insecticidas
OCls, OFs y Pyrs.
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Los OCls, dependiendo del compuesto en
particular, pueden tener como sitio blanco a los
canales de sodio del axén, donde impiden el
cierre de los mismos después de la activacion y
despolarizacion de la membrana, de lo que
resulta un escape continuo de sodio a través de
la membrana nerviosa (10) o al receptor de acido
v-aminobutirico (GABA), inhibiendo el flujo del
(C17)

interfiriendo en el flujo de calcio (11).

anién  cloruro dentro del axén e

Los OFs, denominados anticolinesterasi-
cos al igual que los CRMs, acttian inhibiendo
la enzima acetilcolinesterasa (AchE) -enzima
que hidroliza al neurotransmisor acetilcolina
en el espacio intersindptico-, causando su
acumula-cion e impidiendo la transmision
continua de impulsos nerviosos. Esto ocasiona
de

convulsiones y fi-nalmente la muerte (12).

la pérdida coordinacion muscular,

Tanto en mamiferos como en insectos, la
intoxicacion con piretroides afecta la genera-cion
del impulso nervioso tanto en el sistema
nervioso central como en el periférico (13). El
sitio de accion primario de los piretroides es el
canal de sodio dependiente de voltaje. La
apertura y cierre del canal de sodio permite el
ingreso a la célula de una corriente de sodio,
principal componente en la generaciéon del po-
tencial de accién y en su propagacién a lo largo

del axon. Los piretroides prolongan en el tiem-
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po la corriente de sodio alterando la cinética noides (Imidacloprid) y derivados de plantas

activacidn-inactivacion-desactivacion del (aceites esenciales) de aplicacion agraria o

canal de sodio (14). vete-rinaria en la mayoria de los casos. La
Actualmente se han introducido algunos estructura quimica de algunos de ellos se

insecticidas pertenecientes a nuevas familias puede ver en la Tabla 1.

como los fenilpirazoles (Fipronil), neonicoti-

Tipos de insecticidas de utilidad actual o pasada en el control de insectos que afectan la salud

humana
Organoclorados
H
Cl Cl
Cl(eq)
C|ZCI Cl | I
' H
Cl CH / \ Cl
- - - - H_l H H
Cl(ax)
v-HCH (Lindano)
Oreganofosforados ,\
CH3O _ § CHO |
/P *S*?H* COOC2H5 C H30/ P O NO 2
CH30 CHs ~ COOC2Hs CHs
Malation Fenitrotién
Piretroides
Br @/© C Q
s 0
C - NCN
Br OH CN OH
Deltametrina Cipermetrina
Fenilpirazoles y Neomcotmmdeq 5
i =3
Q e | B
hd
HN\N':'O
NH2 CF3 i
Fipronil Imidacloprid

Tabla 1: Algunos ejemplos de compuestos pertenecientes a las distintas familias de insecticidas.
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Resistencia a insecticidas

El prolongado y/o indiscriminado uso de un
tipo de insecticida puede llevar al desarro-llo de
resistencia en las poblaciones de insectos a las
cuales se les aplica. Este fendmeno, que se
manifiesta con la aparicién de individuos que
toleran dosis letales para los individuos llama-
dos sensibles en las primeras utilizaciones del
producto, se basa en una evolucion genética de
las poblaciones (15,16) en las que sobreviven los
resistentes que al reproducirse entre ellos
generan un incremento del numero de indivi-
duos resistentes. Dicha forma de evoluciéon se
visualiza en la Figura 1.

La Organizacion Mundial de la Salud de-
fini6 este fenémeno en 1957 de la siguiente

forma: “Resistencia es la capacidad desarrollada
por una poblacion de insectos para tolerar dosis de
compuestos toxicos que serian letales para la mayor
parte de los individuos de una poblacion normal de
la misma especie” (17).

Debido a este fenémeno, las poblaciones de
insectos tratadas con cualquier tipo de in-
secticida deben ser monitoreadas en forma
continua, de manera de detectar la aparicion
de resistencia con antelacién y establecer las
conductas apropiadas de cambio. Mediante el
monitoreo se evita el uso innecesario de dosis
y tipos de insecticidas inefectivos, protegiendo
la salud humana y el ecosistema (18).

Generacion del fendmeno de resistencia en una poblacién de insectos

como consecuencia del uso de insecticidas

Empleo de dosis X REPR%dD?::%mN
de INSECTICIDA e boe inoactce “
: )i by
é —_—

$ha T S
i i immE i
X R

$ Resiserte | Susceptible

Figura 1: aumento del niimero de insectos resistentes a una dosis fija X de
insecticida con el empleo prolongado del mismo en el control.

Estudio de los mecanismos de resistencia:
analisis toxicoldgico y bioquimico
empleando como modelo a Triatoma
infestans (vinchuca).

El monitoreo de la resistencia en una de-
terminada poblacién de insectos tratada con
insecticidas se realiza mediante un conjunto
de analisis toxicoldgicos, bioquimicos y molecula-
res sobre muestras representativas de las poblacio-
nes de insectos en estudio.
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El andlisis toxicoldgico se basa en la realiza-

cién de los denominados bioensayos, que consisten
en la exposicion de los insectos de manera indivi-
dual y mediante tdpico a distintas dosis de insec-
ticidas para determinar un pardmetro estadistico de
toxicidad siendo el ejemplo mds comiin la Dosis
Letal 50 (DLso) entre otros.

Para este tipo de andlisis se debe contar con
una cepa susceptible de referencia. La mis-ma

puede ser una colonia de insectos estable-
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cida en laboratorio por un lapso aproximada-
mente de 5 generaciones (5 afios en el caso del
ciclo de vida de Triatoma infestans) 6 bien, una
co-lonia iniciada por recoleccion de material de
campo en zonas donde no hubo aplicacién de
insecticidas (en un lapso no menor a cinco afios)
(19) aseguran-do de esta manera la susceptibilidad
de los mismos. También es necesaria una poblacion
susceptible de campo, con insectos provenientes de
una poblacién no expuesta a insecticidas como
control de la cepa de referencia.

Los pardmetros de toxicidad calculados para la
cepa de referencia son contrastados con los pardme-
tros de las poblaciones de campo de T. infestans suje-
tas a estudio. Los individuos seleccionados en condi-
ciones estandarizadas (generacion, estadio, tiempo de
vida, condiciones ambientales, etc.) (19) de estas
poblaciones son expuestos mediante la aplicacion de
topicos a dosis crecientes del insecticida o formulado
insecticida (principio activo + vehiculizador) permi-
tiendo la realizacién de una curva de dosis de insec-

ticida en funcién de la mortalidad de insectos.

Grafico de mortalidad en funcidon de la dosis de insecticida

Figura 2. La curva de la poblacion resistente se encuentra desplazada hacia valores de

dosis mayores debido a que la cantidad de insecticida que se necesita aplicar es mayor que la

cantidad de insecticida que se aplica a los insectos susceptibles.

Utilizando esta curva se calculan entonces los parametros estadisticos de DLso (dosis que

produce la mortalidad del 50% de la poblacién expuesta) mediante el analisis de regresion

Probit (20). A partir de los parametros DLso estimados para la cepa susceptible y la poblacién en

estudio se calcula el Grado de Resistencia (GR) (21) segtn la siguiente ecuacion:

Grado de Resistencia (GR)=

DLgp Poblacion de Campo

DLgp Cepa Susceptible

El GR representa el factor por él que se debe multiplicar la dosis que produce una

determinada mortalidad en los individuos susceptibles para producir una equivalente

mortalidad en los individuos resistentes.
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El analisis bioquimico se realiza en el la-

boratorio mediante evaluaciéon de la actividad de
distintos tipos de enzimas involucradas en el
de

puestos insecticidas (22). Este es uno de los

metabolismo  (biotransformacién) com-
mecanismos que se presenta con mayor fre-
cuencia en las poblaciones resistentes. Dentro de
este tipo de andlisis también se encuentran
aquellos que evaltian cambios en la cuticula del
insecto (barrera que evita principalmente la
desecacion de los insectos), la que puede pre-
sentar modificaciones que conllevan a la dismi-
nucién de la permeabilidad de los formulados
insecticidas y a la consecuente disminucion del
ingreso de los mismos al insecto (23,24).

Los principales tipos de enzimas vincula-
dos a la degradacion de insecticidas son los

que se detallan a continuacion:

a) Citocromo P450 (CYP): Mono-
oxigenasas

Las mono-oxigenasas citocromo P450 (CYP)
se encuentran presentes en prdcticamente todos los
tejidos de los insectos y estin involucradas tanto en
la sintesis y degradacion de ecdisteroides y hormo-
na juvenil como en el metabolismo de xenobidticos
naturales y sintéticos (25). El niimero de P450s de
insectos se aproxima a 200 e incluye miembros en
las familias CYP 4, 6, 9, 12, 15, 18 y 28 (26). La
importancia de las CYP y su rol en el metabolismo
de insecticidas ha sido ampliamente demostrada en
insectos (27,28). Presentan un alto grado de ines-
pecificidad en cuanto a sustratos pero también pre-
dileccion por compuestos liposolubles. Metabolizan
insecticidas a través de un gran niimero de reaccio-
nes como: hidroxilaciones aromdticas, aliciclicas y
alifdticas, dealquilaciones de éteres y aminas susti-
tuidas, oxidaciones de tioéteres a sulfoxidos y sulfo-
nas, epoxidacion de dobles enlaces y desulfuracion
(29). (Figura 3)

Sitios de accion de las mono-oxigenasas P450 sobre compuestos

de las distintas familias de insecticidas

h
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FIGURA 3. Algunas reacciones de citocromo P450 sobre insecticidas

h=hidroxilacién, e=epoxidacién, da=dealquilacién, ds=desulfuracion

El metabolismo de los insecticidas por mo-
nooxigenasas puede resultar en detoxificacion
o0 activacién (25). La resistencia mediada por
CYPs puede ser debida a una detoxificacién
incrementada (o a una activacion disminui-
da) y podria ser el resultado de un cambio en
la actividad catalitica de la monoxigenasa P450
involucrada o a un cambio en el nivel de expre-

sién de la proteina (30). La aparicion de cambios
en el metabolismo oxidativo de los insectos ha

conferido resistencia a carbamatos (CRB) (31) y

principalmente a piretroides (32-39).

b) Glutation S-Transferasas
Cumplen dos roles en el metabolismo de
xenobidticos: conjugacion de compuestos elec-
trofilicos con el glutatién enddgeno, protegien-

do asi a moléculas bioldgicas como acidos nu-

cleicos y proteinas; y proporcion de una efec-
tiva via de excrecion a través de un producto
hidrosoluble (40). Este grupo de enzimas cata-
lizan la conjugacion de insecticidas tales como
los organofosforados (OF), CRB y organoclo-
rados (OCl) que. dependen de la presencia de
glutation (41,42).

C) Esterasas

Estas enzimas son de distribuciéon ubicua y
actiian sobre multiples sustratos ya que hidro-
lizan la unién de tipo éster R-COO-R’. Segun
los tipos de sustratos sobre los cuales acttian y
los compuestos que las inhiben se ha realizado

una clasificacién simplificada de las esterasas
(43-45). (Tabla 2)

Tabla 2. Clasificacion simplificada de esterasas de acuerdo al sustrato de preferencia.

Tipo de Esterasas

Sustrato preferencial

A- Esterasas (Arilesterasas)

Esteres Aromaticos

B- Esterasas (Carboxilesterasas)
(Colinesterasas)

Esteres Alifaticos
Esteres de colina

C- Esterasas (Acetilesterasas)

Acetil ésteres
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Son proteinas de bajo peso molecular que
se encuentran en su mayoria, solubles en la he-
molinfa de los insectos y sélo una pequena frac-
cion se halla unida a algtin tipo de membrana.

Tres de las principales familias de insecti-
cidas neurotdxicos (los OFs, CRMs y Pyrs) son
ésteres y pueden ser hidrolizados por esterasas.
El aumento de la actividad degradativa media-
da por esterasas es un mecanismo de resisten-cia
muy importante en OFs, a veces importante en
piretroides y poco importante en CRMs. La
accién de esterasas conduce a productos me-nos
téxicos, mas hidrosolubles y mas faciles de
excretar (15). En mas de 30 especies de insectos
que son plagas de agricultura o de importancia
médica y veterinaria, se ha desarrollado resis-
tencia como resultado del aumento de la activi-
dad de esterasas (33,46).

El analisis molecular se realiza mediante la

técnica de reaccién en cadena de la polime-rasa
(PCR) (47) analizando las posibles modifi-
caciones a nivel genético (secuencias de ADN)
que codifican para las enzimas involucradas en
la degradaciéon de insecticidas y para los sitios

de accién (receptores) de los insecticidas.

Técnicas de laboratorio para el
Analisis Bioquimico

Como modelo para el desarrollo del tema
se toma el estudio de la actividad enzimética en
Triatoma infestans (vector principal en Argentina
de la Enfermedad de Chagas),
laborato-rio del CIPEIN tiene mayor experiencia.

en la cual el

Los insectos muestra pueden provenir del
campo (poblaciones sujetas a estudios) y/o de cepas
criadas en el laboratorio. En general se reciben pro-
venientes insectos adultos (machos y/o hembras)
del campo y se trabaja con la primera generacion
(F1)
toxicoldgico como del bioquimico (33,34).

tanto para la realizacion del andlisis

Las actividades enzimdticas pueden determi-
narse en homogenatos de insectos 6 bien en distin-
tos componentes del cuerpo del insecto mediante
disecciones de cabeza, térax o abdomen. Este ultimo
procedimiento se elige en el caso de que se requiera
conservar la estructura y cofactores enzimdticos
(en general labiles) de los organos del insecto y es
deno-minado como “técnica ex-vivo” (48).

En particular la determinacién de mono-oxi-
genasas P450 se realiza utilizando a la 7-etoxicu-
marina como sustrato y se evaliia en abddmenes es-
cindidos de insecto. Este sustrato es o-desetilado
por accion de este grupo enzimdtico generando 7-
hidroxi cumarina; compuesto con caracteristicas
fluorescen-tes que puede ser medido por
espectrofluorometria punto final (A excitacién: 400

nmy A emision: 440) (35,49,48). (Figura 4)

NADPH+02 P A
J\ el ) R R s
H5C20 HO ) @)

7-Etoxicumarina

7-hidroxicumarina acetaldehido

Figura 4: reaccién de o-deetilacién de la 7-etoxicumarina.
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La medicion de actividad de esterasas se
realiza en la actualidad mediante el empleo de
una gran variedad de sustratos debido a sus
caracteristicas de baja especificidad, por cuan-to
actiian sobre diversos tipo de uniones éster. Los
sustratos mas comunmete utilizados son el oty 3
naftil acetato (50,51), p-nitro fenil acetato (52);
acetato de tiofenol (PTA) (53). Todos estos
sustratos se evaltian espectrofotometricamente

mediante técnicas cinéticas o de punto final.

« Avory

esterasas

En el Centro de Investigaciones de Plagas e
Insecticidas (CIPEIN) se desarrolld un sustrato
de medicién cinética de esterasas, el 7-perme-
trato de cumarilo (7-CP) de mayor especificidad
y sensibilidad debido a su analogia estructural
con los piretroides y a que su producto de hi-
drolisis, la 7-hidroxicumarina, es detectable por
espectrofluorometria en homogenatos indivi-

duales de insectos. (54). (Figura 5)

H (0]
C OH
¥%\ + m
Cl /
O

Figura 5: 7-permetrato de cumarilo y su producto de hidrélisis fluorescente la 7-OH cumarina.

El tltimo grupo de enzimas involucradas son las Glutatién S-transferasas, La actividad enzi-

matica de este grupo se evaltia a mediante la técnica cinética espectrofotométrica descripta por

Habig et al (55) empleando glutation reducido sobre homogenatos individuales. (Figura 6).

NO2

GST

+

NO2 Cl GSH

E—

NO2

T H+CI

GS NO2

Figura 6: Reaccion utilizada para la determinacion de la actividad de Glutation S-tranferasas

Analisis de resultados

Los resultados de las actividades enzimdticas se
expresan como cantidad de producto formado en
funcién del tiempo, por individuo ylo cantidad de
proteina (56) (dependiendo si la técnica se realiza
sobre un individuo o mds por determinacion). Se
realiza la conversidn de las respectivas unidades
relativas de fluorescencia (RFU) o de absorbancia
dependiendo de la técnica, y empleando estindares
de los productos respectivos para realizacion de las
curvas de calibracién (57).

Los valores de actividad enzimdtica convertidos
son representados mediante histogramas y anali-
zados estadisticamente mediante métodos paramé-
tricos (Andlisis de la Varianza) o no paramétricos
(Kruskal-Wallis). (Figura 7).
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Cipein

0 034068 1,02 1,36 1,7 2,04 238 272 3,06 3,4 3,74 4,08
nmol a-naftol /min/ins

Cuatro Esquinas

0 034058 1,02 1,36 1,7 2,04 2,38 2,72 3,06 3,4 3,74 4,08
nmol e-naftol /min/ins

Figura 7: Ejemplo de representacion con histogramas. Los valores de actividad de p-nitrofenil acetato

esterasas son expresados en picomoles por minuto y por insecto y agrupados en rangos de valores de acti-

vidad mediante la construccion de histogramas. CIPEIN es una cepa de T. infestans criada en laboratorio

susceptible a insecticidas mientras que Cuatro Esquinas (poblacién domiciliada de origen riojano)

presenta mayor cantidad de insectos con valores incrementados de actividad (57).

Conclusiones

El andlisis bioquimico a través del estudio de las
enzimas degradativas, permite dilucidar una de las
principales causas de la resistencia a insecticidas en
insectos vectores de enfermedades humanas.

En consecuencia, es posible detectar la apari-
cion de resistencia con anticipacion, evitando el uso

indiscriminado de insecticidas y de esta manera evi-

tar tanto la exposicidn innecesaria de seres
humanos y ecosistema a insecticidas, como el
establecimiento de la resistencia.

Por otra parte es de utilidad para evaluar el
empleo de estrategias alternativas, como por
ejemplo el uso de otra clase de insecticidas con
distinto modo de accion, y entonces efectuar un
correcto y eficiente control de los insectos vectores.
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RESUMEN SUMMARY

El conocimiento que se poseia hasta hace Until recently, the knowledge that scien-

poco tiempo de la estructura de las proteinas ha-  tists had about protein structure agreed with
bia llevado a la conviccion de que éstas debian the concept that they should adopt defined
adoptar estructuras definidas y mdas o menos and more or less rigid structures to perform
rigidas para cumplir con sus funciones, hecho their functions, a fact that usually involved the
que usualmente implica la unién con una o mas binding with one or more target molecules.
moléculas blanco. Sin embargo, recientes estu- However, recent studies suggest that about
dios parecen indicar que alrededor de un tercio one third of the proteins found in humans are
de las proteinas que se encuentran en los seres par-tially or completely unstructured. Despite
humanos estan parcial o completamente deses- the lack of a specific folding of a protein was
tructuradas. A pesar de que la carencia de un wusu-ally associated with a pathological
determinado esquema de plegamiento de una condition, is instead a fact crucial to the
proteina estuvo usualmente asociada a una con- functioning of certain proteins. Moreover, the
dicién patoldgica, es por el contrario un hecho “unstructured proteins” may have played an
crucial para el funcionamiento de ciertas pro- important role during evolution, so a better
teinas. Por otra parte, las “proteinas desestruc- understanding of their true nature could even
turadas” pueden haber jugado un importante rol  lead to the design of new drugs.

durante la evolucién, por lo que una mejor

comprension de su verdadera naturaleza podria

incluso conducir al disefio de nuevas drogas.
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El paradigma de la estructura proteica

La posesién de una estructura mas o me-
nos rigida y estable fue considerada desde hace
mucho tiempo como una condicién sine qua non
para que una proteina fuera funcional, ase-
veracién en parte basada en que la pérdida de
aquélla debido a factores tales como altas tem-
peraturas, algunos solventes orgédnicos y otros
reactivos quimicos conllevaba la pérdida de la
funcionalidad de la proteina.

Metaforicamente hablando, las proteinas
funcionan como los ojos, manos y piernas de
las células vivas. Incluso el ADN, la molécula
bio-l6égica mas icénica, debe su importancia
esen-cialmente al hecho de contener genes que
a su vez constituyen los “mapas” de cada una
de las proteinas que puede fabricar una célula.
En dl-tima instancia, la aparicién de diferentes
tipos celulares, desde neuronas hasta células
Oseas, es simplemente el resultado de la
expresion de determinados genes en cada uno
de ellos, con la concomitante produccion de
proteinas que defi-nen cada clase de célula.

De este modo y dada la importancia de las
proteinas, tanto en la generacion de los diversos
tejidos como en el cumplimiento de sus muy va-
riadas funciones en las células, podria pensarse
que los bidlogos conocen perfectamente como es
su estructura y de qué manera ejercen tales fun-
ciones. Se sabe que estan constituidas por un nu-
mero variable de aminoacidos ordenados como
las cuentas de un collar y se aceptaba que para
cumplir acabadamente sus funciones tenian que
poseer una estructura determinada, adoptando
una conformacién espacial mas o menos rigida.
Sin embargo, ahora esta surgiendo claramente la
evidencia de que muchas proteinas llevan a cabo
sus tareas sin estar totalmente plegadas y que
otras se pliegan sdélo cuando lo necesitan. De
hecho, quizas un tercio de las proteinas pre-

sentes en los seres humanos estan “intrinseca-
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mente desordenadas”, contando al menos con
algunas zonas no plegadas (“desordenadas”) 12.
Se conoce que muchas enzimas, tales como
las polimerasas que duplican (replican) las ca-
denas de ADN o las que transcriben partes de
una cadena de ADN en ARN para comenzar la
sintesis proteica, son complicadas nanoma-
quinas compuestas de muchas partes méviles,
con “bisagras” que permiten a los diferentes
segmentos de una proteina pivotear alrededor
de otros. Estas proteinas usualmente se descri-
ben como combinaciones de partes rigidas, tal
como las secciones de una silla plegable, pero
por el contrario, las proteinas “intrinsecamente
desordenadas” se asemejan mads a los spaghetti
parcialmente cocidos en una olla con agua hir-
viente 3. Pocos afios atras este concepto hubiera
resultado herético, pero hoy los protedlogos han
comenzado a considerar que este tipo de estruc-
turas flexibles probablemente jugaron un rol im-
portante en la evolucion y que atn hoy siguen
resultando importantes en algunos procesos,
tales como la divisién celular y la activacion de
los genes. Y esta nueva vision de las estructuras
proteicas ha sugerido incluso variadas alternati-
vas para el tratamiento de ciertas enfermedades,

incluido el cancer !.

Los precursores de la nociéon de
estructura proteica

La nocién de que una estructura tridimen-
sional rigida determina la funcién de una protei-
na fue establecida por Emil Fischer, un quimico
de la Universidad de Berlin, que hace casi ciento
veinte afios * propuso que las enzimas (protei-
nas que catalizan las reacciones bioquimicas)
interactian con otras moléculas (“sustratos en-
zimaticos”) mediante encajes tridimensionales
complementarios, como ocurre entre una llave y
la correspondiente cerradura. Lo admirable es

que en esa época la naturaleza de las proteinas
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era desconocida, situacion que persistié hasta
alrededor de mitad del siglo pasado, cuando
se comprobd que estaban compuestas por
cade-nas de aminoacidos y que para poder
funcio-nar adecuadamente necesitaban contar
con una estructura adecuada, hecho que ya
habia sido sugerido en 1931 por el bioquimico
chino Hsien Wu 5.

De todos modos los cientificos de esa época
sospechaban que no todas las proteinas poseian
una estructura rigida y que no siempre funcio-
naban de acuerdo al esquema de “llave-cerradu-
ra”, entre ellos Linus Pauling, quien especulaba
que ciertos anticuerpos podian adoptar diversas

formas para adaptarse a sus moléculas blanco °.

Por su parte en 1952 Meekin 7 demostro, en base
a estudios de rotacién optica, que la caseina de la
leche tenia una estructura desordenada si-milar
a la que resultaba de tratar a las proteinas
globulares con agentes desnaturalizantes fuer-
tes. A comienzos de 1970 también se sabia que la
molécula del fibrindgeno tenia una considera-ble
region desestructurada 8 y que junto con otra
secciéon mds pequefia estudiada posteriormente
jugaban un rol esencial en el proceso de la coa-
gulacién sanguinea. Afios mas tarde la proteina
que constituye la envoltura (“capside”) del vi-
rus del mosaico del tabaco ofrecié otro ejemplo *:
cuando la capside esta vacia presenta varias
regiones desestructuradas, colgando hacia el in-
terior, lo que permite que el nuevo ARN viral
formado en una célula infectada se empaquete
correctamente; cuando ello finalmente ocurre la
proteina se asocia al ARN y adopta una es-
tructura rigida. En 1996 la informacién provista
por la espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) puso en evidencia que la pro-
teina p21, involucrada en la divisién celular, se
encontraba totalmente desordenada, donde los
aminoacidos rotaban libremente alrededor de las

uniones quimicas que los unian, no man-
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teniendo la conformacion durante mas de una
fraccién de segundo!?; aun asi la proteina p21
podia ejercer su funcién regulatoria, aportando
la primera demostraciéon convincente de que la
carencia de una estructura definida no implica-
ba la inutilizacién funcional de la proteina.
Proteinas desordenadas, proteinas
promiscuas y cancer

La proteina p27 (también llamada “inhibi-
dor 1B de quinasa dependiente de ciclina”) sue-
le ser denominada “proteina inhibidora del ciclo
celular”, debido a que su principal funcién es
frenar o lentificar el ciclo de division celular en la
etapa Gl (previa a la duplicacién del ADN). La
mayoria de las células cancerosas en tejidos
humanos contienen cantidades reducidas de p27
y cuanto menor sea su porcentaje peor es el
prondstico de supervivencia del paciente 12,
Los espectros de RMN evidenciaron que la es-
tructura de p27 es altamente flexible, con seccio-
nes que rapidamente se pliegan o despliegan en
alfa-hélices o laminas beta. Gracias a esta flexi-
bilidad la proteina p27 puede inhibir al menos
seis diferentes tipos de quinasas, por lo que es
considerada dentro del tipo de las “proteinas
promiscuas” o “proteinas multipropdsito”.

Dentro del amplio espectro de proteinas
que van desde el desorden total (proteinas to-tal
o casi totalmente desestructuradas) al orden total
de

plegamiento), la p27 se encuentra dentro de los

(proteinas con wuna rigida estructura
casos mas extremos de “desorden”. Por su par-te
la calcineurina, una fosfatasa involucrada en la
respuesta inmune y que es el blanco de dro-gas
utilizadas en la terapia inmunosupresora,
constituye un ejemplo de proteinas parcialmen-
te desestructuradas: posee dos subunidades
diferenciadas, la subunidad A que es catalitica y
la subunidad B que proporciona a la enzima

sensibilidad frente al calcio; entre ambas subu-
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nidades dse extiende una region desordenada de
95 aminoacidos (totalmente desestructurada)
que finaliza en un péptido autoinhibitorio que
impide la accidén catalitica cuando se dispone
sobre el sitio activo 3. De este modo la calcineu-
rina se comporta como dos proteinas en una: la
region estructurada cataliza la defosforilacion,
mientras que la region no estructurada regula la
actividad catalitica (Fig. 1).

El gen que provoca la supresion de tumo-

res es uno de los que mutan con mas frecuencia

E
%

regidn desestructurada
{95 residuns)

STTTON,
"l

en diversos tipos de cancer. Su activacion pro-
voca la sintesis de una proteina (p53) que cum-
ple multiples funciones, entre ellas la de coor-
dinar la reparaciéon del ADN dafiado. También
en este caso estamos frente a una proteina con un
alto porcentaje de estructura desordenada: los
primeros 93 aminodcidos (23,7 del total de la

cadena polipeptidica) conforman una regién

intrinsecamente desestructrurada 4.

Figura 1. Estructura de la calcineurina. La subunidad A es responsable de la catdlisis y la subunidad B le
otorga sensibilidad frente al calcio. La region desestructurada es reguladora de la actividad catalitica

(adap-tado de Kissinger et al. 13).

¢Cual es la abundancia y distribucién de las
proteinas intrinsecamente desestructuradas?

Actualmente, numerosas proteinas par-
cial o totalmente desestructuradas han sido
claramente identificadas y sus funciones es-
tudiadas en diversos laboratorios. El conoci-
miento creciente que se tiene de este tipo de
proteinas sugirié la necesidad de la construc-
cién de una base de datos especifica (Database
of Protein Disorder, http://www.disprot.org)
15 donde a la fecha hay identificadas 643 pro-
teinas, resultado de la colaboracion del Centro
de Biologia Computacional y Bioinformatica
de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Indiana y del Centro para la Informacion
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en Ciencia y Tecnologia de la Universidad de
Temple, EE.UU.

La informacién bioinformatica provista
por los primeros estudios teodricos sobre la
composicion de las proteinas sugirieron que la
forma en la que la cadena polipeptidica se
pliega depende fuertemente de la clase de
aminoacidos presentes; asi, los aminoacidos
voluminosos e hidrofébicos ocupan posicio-
nes mas internas, en tanto que los que se en-
cuentran en la periferia son usualmente mas
pequefios y de naturaleza hidrofilica. Sobre la
base de esta informaciéon se desarrollaron
algoritmos computacionales que demostraron
que las proteinas intrinsecamente desordena-

das eran mas ricas en aminoacidos hidrofilicos
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cuando se las comparaba con proteinas “rigi-
das”, de modo que el balance de aminoacidos
hidrofilicos e hidrofébicos puede predecir si
una proteina podra plegarse total o sélo par-
cialmente, e incluso carecer de plegamiento 6.

Para explorar la implicancia biologica de
estos hechos se realizéd una comparacion a tra-
vés de diferentes reinos de organismos vivos. En
los organismos més simples, los compren-didos
dentro de los dominios Bacteria y Archaea,
aparecieron muy pocas proteinas intrinseca-
mente desordenadas. Pero en los eucariotes mas
utilizados para estudios gendmicos, tales como
Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster y Arabdopsis tha-liana, las
proteinas desestructuradas resultaron ser mucho
mas prevalentes!”.

El estudio fue extendido algunos afos
mas tarde a otros grupos de organismos, re-
velando que segmentos desordenados mayo-
res de 30 residuos aminoacidicos se encuentra
solo en un 2% de los casos en arquebacterias,
pero se incrementa a un 4,2% en eubacterias,
para llegar a un 33.0% en el caso de las pro-
teinas de células de eucariotes 8. Las razones
para esta divergencia no resultan claras, pero
es posible que las proteinas altamente estruc-
turadas (con modelo tipo llave-cerradura)
sean responsables de actividades cataliticas,
en tanto que las que poseen algiin grado ma-
yor de desestructuracién resulten estar in-
volucradas en procesos de sefialamiento y
regulacion. Debe tenerse en cuenta que los
procariotes poseen un unico compartimiento,
pero en los eucariotes la aparicion de diversos
organoides, tales como el ntucleo, el reticulo
endoplasmico, el aparato de Golgi y las mi-
tocondrias (mas los cloroplastos en las células
vegetales) hacen necesario refinados sistemas
de senalamiento y regulacién de la actividad

celular 3.
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La escasez de proteinas intrinsecamen-te
desestructuradas en los procariotes podria
sugerir que aparecieron tardiamente durante
la evolucion. Sin embargo recientes investiga-
ciones ! han demostrado que la estructura de
viejas maquinas moleculares tal como el espli-
ceosoma o complejo de corte y empalme, res-
ponsable de eliminar los intrones (secuencias
no codificantes) de los precursores del ARN
mensajero inmaduro, contiene diversas pro-
teinas con alto grado de desestructuracion.

Las investigaciones sobre el origen de la
vida reafirman la antigiiedad de las proteinas
desestructuradas. Una de las hipdtesis preva-
lentes sugiere que los primeros organismos
estuvieron basados en el ARN, que cumplia la
doble funcién de actuar como catalizador de
las reacciones quimicas y como depositario de
la informacién genética, funciones luego
transferidas a las enzimas y al ADN, respecti-
vamente. Una de las debilidades de esta teoria
es que el ARN se pliega con muy poca eficien-
cia para cumplir con su funcién catalitica, pro-
blema que en las células modernas esta resuel-
to por proteinas “chaperonas” que favorecen
su plegamiento. Sin embargo un hecho nota-
ble y que apoyaria la idea de la antigiiedad de
las proteinas desestructuradas es que las
proteinas chaperonas del ARN carecen de una
estructura estable antes de unirse al ARN 2.

Otro soporte a la idea de la antigiiedad
de las proteinas intrinsecamente desestructu-
radas proviene de analizar el origen del co-
digo genético (serie de reglas utilizadas para
descifrar la informacién contenida en un Aci-
do nucleico, ya sea ARN o ADN, que permite
construir una determinada proteina). Se cree
que ciertos aminodcidos fueron codificados
tempranamente durante el proceso de la evo-
lucién, mientras que otros lo hicieron tardia-

mente. Los aminoacidos grandes, hidrofébi-
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cos, que propician el plegamiento estable de una
proteina, habrian aparecido tardiamente en el
curso de la evolucidén, por lo que las pri-meras
proteinas carecian de plegamiento o estaban
pobremente plegadas ?!. Por el contra-rio, la
de hi-

drofdébicos habria permitido que las proteinas

apariciéon  posterior aminoacidos
adquirieran estrucucturas mas rigidas y esta-
bles, proveyendo las bases para la generacion de
sitios activos del sistema llave-cerradura y
favoreciendo el reemplazo del ARN autocata-

litico en las células vivas mas evolucionadas.

Proteinas intrinsecamente desestructuradas
y enfermedad

Dado el rol central que juegan las protei-
nas en los organismos vivos, no debe sorpren-
der que muchas de ellas estén involucradas en
la aparicion de diversas enfermedades. El
nuevo paradigma del desorden intrinseco en
las proteinas deberia en consecuencia afec-tar
profundamente nuestra comprension y el
tratamiento de las enfermedades en los seres
humanos. Por empezar, la carencia de estruc-
tura de una proteina puede ser peligrosa: si
una célula las produce en exceso, ciertas pro-
teinas desestructuradas podrian reunirse y
formar placas. En el cerebro, la formacion de
placas de esta naturaleza puede dar lugar a
patologias neurodegenerativas de accién de-
vastadora, incluyendo enfermedades tales
como Alzheimer, Parkinson y Huntington.
Por otra parte, las proteinas desestructuradas
deberian ser chequeadas con mayor cuidado,
como demuestra un estudio reciente realizado
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sobre levaduras, ratas y seres humanos, que
revelo que las células regulan la produccion
de proteinas desestructuradas mucho mas es-
trechamente que los proteinas con plegamien-
to normal 22.

El hecho de haber asumido que las pro-
teinas intrinsecamente desordenadas pueden
estar involucradas en ciertas enfermedades
esta generando nuevas ideas para sus poten-
ciales tratamientos. Las interacciones protei-
na-proteina estan presentes practicamente en
todo proceso celular y han sido blancos atrac-
tivos para el descubrimiento de nuevas dro-
gas, pero con escaso suceso hasta ahora, com-
parado con los éxitos obtenidos en el desarro-
llo de medicamentos basados en la acciéon de
pequefias moléculas sobre ciertas enzimas. No
obstante, las proteinas que interaccionan con
proteinas desestructuradas ofrecen sitios de
accion que pueden ser explotados para la
insercién de nuevas drogas, como ha ocurrido
en el caso del retinoblastoma, un tipo especial
de cancer que afecta esencialmente a nifios 2.

Los cientificos estan reconociendo ahora
que algunas funciones bioldgicas son mejor
desempeniadas por proteinas con estructuras
rigidas, en tanto que algunas otras tienen lu-
gar mediadas por proteinas que son (total o
parcialmente) intrinsicamente desestructu-
radas. La aparicion de una nueva etapa en el
conocimiento de la relacién entre estructura y
funcién proteica, ademas de poseer la virtud
potencial de transformar nuestra compren-

sion de la vida, es de esperar que adicional-

mente ayude a salvar algunas de ellas 3.
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Resumen afecta la acumulacién de estos farmacos den-

La terapia antirretroviral de gran activi- tro de las células diana o de compartimien-tos
dad (TARGA) es la terapia de eleccion en los donde se anida el virus que, como con-
personas portadoras del virus de la inmuno- secuencia, contintia replicandose. En el eflu-jo
deficiencia humana (VIH). La seguridad y la de los ARVs participan varios miembros de la
eficacia de la TARGA se enfrentan tanto a los superfamilia de transportadores ABC (ATP-
mecanismos de resistencia del virus como a la binding cassette) como la BCRP. Este trabajo
frecuente aparicion de interacciones me- de revision resume el conocimien-to actual
dicamentosas que limitan el acceso de es-tos acerca de la influencia de la BCRP en los
medicamentos a los sitios de destino. La parametros farmacocinéticos de los ARVs, y
complejidad de los regimenes con ARV y la su posible papel en las interacciones droga-
necesidad de otros medicamentos para tratar droga que disminuyen la eficacia y la
las comorbilidades conducen a un alto ries-go seguridad de la TARGA.
de interacciones droga-droga en pacientes
infectados con VIH (1,2). Dentro de los meca- Palabras clave: BCRP, VIH, biodisponibilidad
nismos que conducen al fracaso de la TARGA de antirretrovirales
se encuentra el eflujo activo de los ARV que
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Summary
INFLUENCE OF THE BREAST
CANCER RESISTANCE PROTEIN OF
(BCRP) ON THE PHARMACOKINETICS
OF ANTIRETROVIRALS

The highly active antiretroviral therapy
(HAART) is the therapy of choice for people
living with human immunodeficiency virus

(HIV). The safety and efficacy of HAART face
both resistance mechanisms of the virus as
the frequent occurrence of drug interactions
that limit the access of these drugs to target
sites. The complexity of ARV regimens and
the need for other drugs to treat comorbidi-
ties leads to a high risk of drug-drug inter-
actions in patients infected with HIV (1,2).

Among the mechanisms that lead to failure
of HAART is the active efflux of ARVs that
affects the accumulation of these drugs with-
in the target cells or compartments where the
virus is nested, therefore, continues to rep-
licate. The efflux of ARVs involved several
members of the superfamily of ABC trans-
porters (ATP-binding cassette) as the BCRP.
This review summarizes current knowledge
about the influence of BCRP in the pharma-
cokinetics of ARVs, and their possible role in
drug-drug interactions that decrease the ef-
ficacy and safety of HAART.

Keywords: BCRP, HIV, antiretroviral
bioavailavility

Introduccion

Se han caracterizado 49 genes ABC en
humanos, que pueden clasificarse en siete
subfamilias basandose en sus caracteristicas
filogenéticas y su secuencia de aminoacidos
©)-

Ademas de la glicoproteina-P (P-gp,
MDR1/ABCB1) y de las proteinas relaciona-
dos con la resistencia a multiples fdrmacos
(MRPs / ABCCs), que han sido bien analiza-
das en los dltimos anos, la proteina de resis-
tencias del cancer de mama (BCRP) también
ha demostrado estar relacionada con la re-
sistencia a multiples drogas (3). La BCRP, de
72-kDa, es el segundo miembro de la subfa-
milia G y por tanto también se la denomina
ABCG2.
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La mayoria de las proteinas ABC estan
formadas por cuatro dominios, dos dominios
transmembrana y dos dominios de uniéon
a nucledtidos  (“Nucleotide-binding  do-
mains”). Mientras que los dominios de unién
a nucleétidos son responsables de la unién e
hidrolisis del ATP, y consecuentemente res-
ponsables de generar la fuerza motriz para el
transporte, los dominios transmembrana
median el transporte vectorial de los sus-tratos
a través de las membranas celulares. Como
muestra la Figura 1, a diferencia de la
glicoproteina-P y el Mrpl, que poseen esta
estructura, BCRP es un medio transportador
(“half transporter”) que consta de un domi-nio
de unién a nucledtidos y de un dominio que

atraviesa la membrana (4).
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Fig. 1. Estructuras secundarias esquematicas de los transportadores ABC que confieren resistencia a los

me-dicamentos mejor caracterizados. Se muestran los modelos topoldgicos de (A) MRP1 y MRP2, (B) P-gp

y (C) BCRP. DTM: dominio transmembrana; DUN: dominio de unién a nucleétidos.

El Berpl/Abcg2 murino comparte el 81%
identidad de aminodcidos y confiere resisten-cia
al mismo espectro de agentes contra el can-cer
que la BCRP/ABCG2 humana (5,6). También se
ha clonado el Berpl/Abcg2 de rata que com-
parte el 82% de aminoacidos con la proteina
humana (7,8). Dos laboratorios han desarro-llado
de manera independiente ratones Berpl/ Abcg2-
/- vy han demostrado que estos animales son
viables, sanos y fértiles (9,10). Estos anima-les
knock-out han proporcionado una herra-mienta
valiosa para determinar el papel fisio-logico de
Berpl/Abcg2 vy sugieren que tiene un papel
importante en la proteccion de los tejidos contra
los componentes téxicos de los alimen-tos y los
©-11).  El

Berpl/Abcg2 es extremadamente sensible al

xenobiodticos raton  knockout
producto del clivaje de la clorofila dietario feo-

forbide A, lo que resulta en graves lesiones fo-
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totoxicas en la piel expuesta a la luz y esto se
debe a que Bcrpl/Abcg2 es importante para re-

ducir la acumulacion celular de feoforbid A (12).

La sobreexpresion de la BCRP esta asocia-
da con altos niveles de resistencia a una varie-
dad de agentes contra el cancer, incluyendo an-
traciclinas, mitoxantrona y camptotecinas. Sin
embargo, su expresion no se limita a las células
de cancer de mama, también esta presente en
otros tipos de tumores y en varios tejidos nor-
males como los sincitiotrofoblastos de la pla-
centa, los enterocitos, la membrana canalicular
del higado, los conductos y los l6bulos mama-
rios, los vasos sanguineos, las células mononu-
cleares de la sangre y en alta concentracién en
poblaciones de células madre hematopoyéticas
(13). Esta localizacién generalizada, en su ma-

yoria superpuesta con la de P-gp, indica que la
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BCRP interviene en los procesos fisiologicos
de transporte que protegen a los tejidos de los
xenobiodticos y de las toxinas endogenas

9, 14).

Dos caracteristicas de la BCRP la hacen
relevante para el campo de la farmacocinéti-
ca. Por un lado, el tratamiento con farmacos
que son sustratos o inhibidores puede modi-
ficar sus niveles de expresién y/o su funciona-
lidad y por otro lado, se han reportado hasta
el momento mas de 80 variantes polimorficas
de nucleétido tinico (SNP) en el gen que codi-
fica para BCRP (15). Algunas de estas varian-
tes polimdrficas ocurren con alta frecuencia en
la mayoria de las poblaciones y generan
alteraciones en la expresion y en la actividad
del transportador, tal como ocurre con el po-
limorfismo C421A (16) o incluso pueden alte-
rar el espectro de sustratos de transportador,
como es el caso de las mutaciones en el ami-
noacido R482 (17). Por ello, estos fendmenos
que ocurren a nivel intra e interindividual ge-
neran variaciones en la acumulacién intrace-
lular y en el pasaje de los compuestos sustrato

de la BCRP a través de barreras fisiologicas.

La TARGA es una combinacién de tres o
cuatro medicamentos antirretrovirales (ARV)
entre los que se encuentran los inhibidores de
la proteasa del VIH (IP), los inhibidores nu-
cledsidos y no-nucledsidos de la transcriptasa
reversa (INTR y INNTR, respectivamente), los
inhibidores nucleétidos de la transcripta-sa
inversa (NtRTI) y los inhibidores de la fu-sién
(IF). Como es de esperar entonces, aque-llas
terapias como la TARGA, en las cuales el
paciente recibe varias drogas concomitante-
mente, son susceptibles de sufrir modificacio-
nes en su eficacia y en su seguridad debido a

la aparicion de interacciones medicamentosas
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de tipo farmacocinéticas producidas por mo-
dificaciones en la actividad de la BCRP (18).
Este trabajo muestra una visién general del
estado de conocimiento acerca de la influen-
cia de la BCRP en la TARGA en tejidos de re-

levancia para la infeccién por VIH.

Estudios en lineas celulares que
sobreexpresan la proteina BCRP

Los primeros estudios que analizaron la
interacciéon entre los ARVs y los transpor-
tadores ABC se desarrollaron in vitro sobre
lineas celulares transfectadas. Asi, en células
que sobreexpresan transportadores ABC, se ha
observado que los IP se comportan como
potentes bloqueantes pero como pobres sus-
tratos tanto de la P-gp como de la Mrpl y de
la BCRP. En consecuencia, es poco probable
que estos transportadores desempefien un
papel importante en el fracaso terapéutico de
los IP, pero la accién inhibitoria de los mismos
podria estar relacionada con las interacciones
droga-droga que sufre este grupo de farma-
cos (19). En este sentido, en lineas celulares de
adenocarcinoma de colon, se observa que el
tratamiento crénico con los IP saquinavir y
darunavir produce la induccién sustancial de
los transportadores ABC, entre ellos la BCRP,
que disminuye la acumulacion de los ARV y
de otros medicamentos usados para tratar la
co-morbilidad que se comporten como sus-
trato de los transportadores afectando la efi-
cacia terapéutica (20).

Un analisis exhaustivo acerca de la capa-
cidad de los ARVs para inhibir el trasnporte
de feoforbidA mediado por la BCRP fue rea-
lizada en células de rifiéon canino y demostrd
que los IP lopinavir y nelfinavir son los ARV
de mayor potencia inhibitoria seguidos por los

INNTR efavirenz y delavirdina, mientras
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que los INRT ejercen pobre inhibicién (zido-
vudina) o directamente carecen de accién in-
hibitoria sobre la BCRP (lamivudina y zalci-
tabina). Este estudio dio fuerza a la hipdtesis
de que una inhibicién significativa de la BCRP
por muchos medicamentos anti-VIH podria
contribuir a las interacciones farmaco-farmaco
observadas durante la TARGA en vivo y po-
siblemente también afectaria la eficacia de la
terapia antirretroviral combinada (21).

En paralelo, otro estudio realizado en
células de rifién canino muestra que la BCRP
media el transporte polarizado de los INTR
abacavir y zidovudina (22). Recientemente, se ha
demostrado que INNTRs de ultima genera-cién
como la etravirina es un potente inhibidor de la
BCRP. De igual modo, pero con menor potencia,
este transportador de eflujo es inhi-bido por el
elvitegravir, que actia como inhi-bidor de la
integrasa del virus (23, 24).

En su conjunto, estos estudios sugieren
que la expresién funcional de BCRP en barre-

ras criticas, tales como los enterocitos, el en-

Figura 2

dotelio capilar del cerebro, los linfocitos y la
placenta podria influir en la biodisponibilidad
y en la distribucion selectiva de varios tipos de
ARVs hacia los sitios santuario del virus (22).

Estudios en el tracto gastrointestinal

El tracto gastrointestinal representa la
primera linea de defensa del cuerpo contra la
exposicion oral a las toxinas y a las drogas. Las
vellosidades altamente diferenciadas de los
enterocitos tienen una funcion de absorciéon y
los transportadores ABC estan presentes en
este tejido para prevenir y/o modular el paso
de ciertos xenobidticos o de sus metabolitos
desde el intestino hacia la circulacién, como se
observa en la Figura 2. La BCRP se expresa de
forma constante en la superficie apical de las
células epiteliales que recubren el intestino
delgado y del colon en humanos, mientras que
los niveles de expresién de la Berpl van au-
mentando hacia la porcién distal del yeyuno y

el ileon en la rata (24-28).

LUMEN INTESTINAL

Fig. 2. Diagrama esquematico de la localizacion y distribucion de MRP1, MRP2, P-gp y BCRP en el intestino.
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Recientemente, hemos demostrado que la
BCRP es capaz de expulsar al INNTR efavirenz
hacia el lumen intestinal modulando negativa-
mente la absorcion de la droga en ratas (29). Por
su parte, la administraciéon crénica por via oral
de efavirenz induce, aproximadamente al 100%,
la expresion intestinal de BCRP y esto se acom-
pana de una disminucién marcada de la per-
meabilidad intestinal del ARV, sin embargo, re-
gresa a valores similares a los controles a las 24
horas de la tltima administraciéon de efavirenz.
Estos resultados, sumados a los ensayos in vitro
que mostraban una potente capacidad del efavi-
renz para inhibir a la BCRP, sugieren la posibili-
dad de que el ARV compita con otros sustratos
de la BCRP pudiendo reflejarse este fenémeno
en cambios en la acumulacién de efavirenz que
contribuirian con las variaciones de la biodispo-
nibilidad intraindividual que se han observado

para esta droga.

Estudios en linfocitos

Los estudios en lineas celulares parecen
mostrar que los transportadores ABC, incluida la
BCRP, podrian impactar en la farmacocinética
de los ARVs y, como consecuencia, en la eficacia
y en la seguridad de la TARGA. La predicciéon
de la susceptibilidad del paciente VIH a estos
farmacos, asi como a los farmacos administra-
dos conjuntamente para tratar la comorbilidad
asociada a esta patologia, y la individualizacién
de la terapia farmacoldgica seria posible, si con-
tdsemos con una prueba sencilla plausible de
realizarse en humanos para una facil deteccién
de la expresiéon de la BCRP. Sin embargo, un
estudio en humanos mostré que los niveles de
expresion del ARN mensajero (ARNm) de los
transportadores ABC y del receptor X de preg-
nano, un regulador clave en el metabolismo y la

expulsion de drogas, no guardan correlacion

96

entre las células mononucleares de sangre peri-
férica (CMSP) y las muestras de higado e intesti-
no delgado correspondientes, con excepcién de
MRP1 en el intestino sugiriendo que los niveles
de BCRP en las CMSP no pueden considerarse
como marcadores de lo que ocurre en los demas
tejidos. Sin embargo, las variaciones de los ni-
veles de expresion de los transportadores en las
CMSP son relevantes per se en la TARGA dado
que estas células son el principal blanco de ac-
ciéon de los ARVs (30). En este sentido, ensayos
realizados en linfocitos T CD4+ resistentes a mi-
toxantrona, un sustrato especifico de la BCRP,
han demostrado que la sobreexpresién del
transportador que presentan estas células, dis-
minuye drasticamente la capacidad de inhibir la
replicacion del VIH que poseen los INTR zido-
vudina y lamivudina debido a una disminucién
marcada de la acumulacién intracelular de estos
sustratos. Este fenomeno se revierte completa-
mente cuando se inhibe la BCRP y por lo tanto,
se considera que este transportador es un factor
celular que modula la actividad anti-VIH-1 de
los INTR en los linfocitos T CD4 + (31, 32). Por
otro lado, evidencias de nuestro grupo de tra-
bajo muestran una induccién de la BCRP en las
CMSP luego del tratamiento oral crénico con el
efavirenz, en igual sentido que lo que ocurre en
intestino, con lo cual, para esta droga en particu-
lar podria haber un correlato entre distintos te-

jidos respecto de la modulacion de la BCRP (28).

Ademas, aun cuando no ha observado
que la infeccion por VIH ni que las terapias
con ARV modulan los perfiles de expresion
génica de los transportadores ABC, los niveles
de expresién del gen de BCRP en linfocitos
son altos al mo-mento del nacimiento y
decaen significativa-mente al primer mes de
vida. Por ello, es posible que sustratos de la
BCRP, como la zidovudina, puedan tener una
eficacia alterada en el recién nacido (33).



Rev. Farm. vol. 153 n® 1-2: 91-102 - Peroni (2011)

Estudios en la barrera hemato-encefalica

Las interface primaria entre la circulacion
periférica y el sistema nervioso central es la
barrera hemato-encefalica (BHE). La BHE se
compone de una monocapa de células capila-res
del cerebro que se fusionan por las zonulae
occludents y las uniones estrechas para formar
una barrera continua impermeable a todo ex-

ceptuando los pequefios compuestos lipofi-

Figura 3

CEREBRO

licos, tales como los ARVs. Como se muestra en
la Figura 3, el ARNm y la proteina de BCRP se
expresan predominantemente en la superfi-cie
(34-37).

Curiosamente, los niveles de ARNm y la fun-

luminal de los capilares cerebrales

cionalidad de la Berpl fueron mas altos en los
ratones carentes del gen de la P-gp en compa-
racion con los ratones de la cepa salvaje, lo cual
sugiere una compensacion sobre la regulacion de

la Berpl en ausencia de la P-gp (34).

endotelio
capilar

SANGRE

S

Fig. 3. Diagrama esquematico de la localizacion y distribuciéon de MRP1, MRP2, P-gp y BCRP en la barrera

hemato-encefalica. UE: uniones estrechas.

Ademads, se ha propuesto recientemente
que las células gliales pueden contribuir, tam-
bién, a disminuir la distribucién y bajar la acu-
mulacion de los compuestos terapéuticos en el
sistema nervioso central, funcionando como una
De hecho,
estudios han demostrado que los transportado-

“barrera secundaria”. algunos
res ABC funcionales se expresan en las células
gliales. La infeccion por VIH-1 es una enfer-
medad crénica caracterizada por la exposicién
prolongada de los compartimentos celulares del
cerebro a los viriones y a las proteinas solubles
virales. Tanto los factores patoldgicos asociados
con la infeccion por VIH-1 como los factores

relacionados con el tratamiento farmacologico
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prolongado pueden alterar la expresion de los
transportadores ABC y conducir a cambios la
captacion y/o distribucién de los propios
ARVs en el sistema nervioso central (38).

Por otro lado, utilizando un modelo in
vitro de barrera hemato-encefalica humana, se
ha evidenciado que los transportadores ABC,
entre ellos la BCRP, previenen el pasaje del IP
atazanavir y por lo tanto disminuyen su
llegada al sistema nervioso central (39). Otra
evidencia que apoya la participaciéon de la
BCRP en la distribucién de los ARVs al ce-
rebro ha sido evaluada en estudios in vivo en
ratas, en los que se demostré que el INNTR

efavirenz, de forma similar a lo descrito en in-
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testino delgado, es sustrato de la BCRP y que
el tratamiento oral prolongado con este ARV
induce la expresion del transportador en los
capilares de la barrera hemato-encefalica con
la consecuente disminucién de su llegada al
sistema nervioso central, siendo este fenome-
no revertido a las 24 hs luego de la tltima ad-

ministracién (40).

Figura 4

SANGRE MATERNA

sincitiotrofablasto

Estudios en placenta

Fisiologicamente, la placenta en un tejido
con altos niveles de expresiéon de la BCRP
tanto en humanos como en ratones y en ratas
(9,41). El transportador de efllujo se localiza en
las membranas del borde de ribete en cepillo

del sinciciotrofoblasto (Figura 4).

Fig. 4. Diagrama esquematico de la localizacion y distribucién de MRP1, MRP2, P-gp y BCRP en la

placenta. CT: citotrofoblastos.

de

muestran que existe un aumento de la expre-

Estudios recientes nuestro laboratorio
sion de la BCRP en la placenta y en el higado
fetal de rata como consecuencia del tratamien-to
oral crénico con el INTR zidovudina. Por otro
lado, los niveles de BCRP permanecen in-
alterados en ambos tejidos cuando los animales
son tratados con otro farmaco de este grupo, la
lamivudina (41).Este fendmeno podria estar
asociado al hecho de que la zidovudina, a dife-
rencia de la lamivudina, es sustrato y ademas es
un potente inhibidor de la BCRP (21).y su-giere
que los niveles de la BCRP aumentarian como
un mecanismo de proteccion del pasaje de
zidovudina al compartimento fetal. En este

sentido, los fetos de ratas tratadas con lamivu-
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dina tienen menor peso al nacer que en las
ratas tratadas con el vehiculo correspondiente
y se observa un numero significativamente
mayor de resorciones fetales, mientras que
luego del tratamiento con zidovudina no se
encuentran diferencias con respecto a los

controles (resul-tados no publicados).
Conclusiones

Las especificidades de sustrato y de te-
jidos y células especificas de patrones de ex-
presion de BCRP, combinado con la evidencia
experimental de animales modificados genéti-
camente revisados aqui, dejan pocas dudas de

que esta proteina de transporte desempefia un
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papel fundamental tanto en la farmacocinéti-
ca como en la toxicocinética de xenobioticos.
Cada vez se reconoce mas ampliamente que
este transportador tiene un impacto de impor-
tancia en la absorcién, distribucidén, metabo-
lismo y excreciéon de varios farmacos y de sus
metabolitos asi como también toxinas endoge-
nas y es por ello que debe ser tenido en cuen-
ta en aquellas circustancias en que el esquema
terapéutico puede presentar fallas debidas a
interacciones droga-droga o, mas simple atn,
en aquellas terapias a largo plazo en las que
los parametros farmacocinéticos parecen
alterarse con el tiempo.

En la actualidad, los aumentos de la toxi-
cidad o la exposicion a niveles sub-terapéuticos
de las drogas que son frecuentemente obser-
vados en la TARGA y que pueden producirse
por interacciones farmacoldgicas en los sitios de
transporte son probablemente subestima-das y
podrian ser causa de alteraciones en las
concentraciones sistémicas de los fArmacos an-ti-
VIH o de los medicamentos conjuntamente
administrados para disminuir la comorbilidad.
Como fue descrito anteriormente, tanto las in-
teracciones droga-droga como los polimorfis-
mos de nucleétido tnico que se traducen en
alteraciones de la expresion y/o funcion del

transportador puede resultar en un aumento

de la susceptibilidad de los individuos a los
efectos adversos de la exposiciéon a ARV. En la
actualidad, nuestro conocimiento con respecto
de
polimor-fismos especificos es relativamente

a las consecuencias funcionales los
limitada y es claramente de gran interés para
toxicologos, farmacologos y médicos tanto en
las comuni-dades académicas como en las
empresas far-macéuticas y ocupa un volumen
importante de las publicaciones actuales en el
campo de la farmacogenomica.

El desafio de la comunidad cientifica en
cuanto a este particular es la posibilidad de de-
sarrollar una prueba sencilla en sangre perifé-
rica que actile como marcador predictivo de lo
que ocurrira potencialmente luego de recibir la
TARGA en cada paciente individualizado.

Es ente sentido, que nuestros estudios en
cuanto a la relacién entre la BCRP y los ARVs,
sumados a los de nuestros colegas en el campo,
tienen el objetivo de colaborar con la busqueda
de pardmetros que permitan completar el perfil
de cada paciente VIH+. La terapéutica de tipo
individualizada en los enfermos de SIDA, cada
vez mas asoma como la tnica alternativa para
conseguir Optimos resultados, en cuanto a efi-
cacia y a seguridad, que mejoren la calidad de

vida de los pacientes.
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Resumen

La presencia de -lactamasas con capacidad
hidrolitica de antibidticos B-lactdmicos constituye
el mecanismo de resistencia a dichas drogas mas
frecuentemente encontrado en aislamientos
clinicos. Con méas de 900 variantes descriptas,
distribuidas en 4 clases moleculares (A, C y D:
serino-PB-lactamasas; B: metalo-p-lactamasas) y
diversos grupos funcionales, hidrolizan diferentes
tipos de antibidticos B-lactdmicos con eficiencias
hidroliticas variables de acuerdo a sus estructuras
y variabilidad por acumulacion de mutaciones,
diferentes tipos de expresion, etc. Entre las -
lactamasas de importancia clinica se destacan las
[-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y las
carbapenemasas. Entre las primeras, la
produccién de enzimas tipo CTX-M (clase A)
constituye el principal mecanismo de resistencia
a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion
en enterobacterias en la actualidad, siendo CTX-

M-2 y variantes recientemente emergentes como
CTX-M-15 las prevalentes en Argentina. Las
segundas estan representadas por KPC, que
constituyen las carbapenemasas de clase
molecular A méas ampliamente diseminadas en el
mundo; en Argentina, KPC-2 ha sido reportada
en P. aeruginosa, y es a su vez la variante
prevalente en el mundo.

Palabras clave:
CTX-M-2; BLEE; carbapenemasas

Summary

B-Lactamases with hydrolytic activity on f3-
lactam antibiotics represents the most frequent
resistance mechanism among clinical isolates of
bacteria. Having more than 900 representatives
distributed in 4 molecular classes (A, C and D:
serine-PB-lactamases; B: metallo-B-lactamases)
and diverse functional groups, they hydrolyze
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different B-lactam drugs with different
hydrolytic efficiencies according to their
structures and variability due to accumulation of
mutations, diverse expression types, etc. Among
the B-lactamases with clinical relevance, we
highlight the extended-spectrum [-lactamases
(ESBLs) and carbapenemases. Within the first
group, production of CTX-M-derived enzymes
(class A) currently represents the main
mechanism of third and fourth generation
cephalosporins among enterobacteria, being
CTX-M-2 and recently emergent variants like
CTX-M-15 the most prevalent in Argentina.
Among the second group, KPC are the class A
carbapenemases most widely disseminated
around the world; in Argentina, KPC-2 has been
reported in P. aeruginosa, being at the same time
the most prevalent worldwide.

Keywords:
CTX-M-2; ESBL; carbapenemases

Introduccidn — Aspectos histdricos y
primeros reportes:

Cuando el quimico aleman Paul Ehrlich
propusiera en el siglo XIX la blasqueda de una
“bala magica” que fuera capaz de destruir
organismos infecciosos sin dafiar los tejidos del
huésped, se referia a lo que un siglo después los
antibioticos B-lactamicos representarian mejor
que cualquier otra droga antimicrobiana (1).

Hoy, los B-lactamicos representan el grupo
de drogas antimicrobianas méas ampliamente
utilizado (y por esto, muchas veces abusado) en
la practica médica para el tratamiento de un gran
nimero de infecciones bacterianas, tanto
intrahospitalarias como de la comunidad.

Esta familia comprende principalmente a las
penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas,
monobactamicos y carbapenemes, ademas de
inhibidores de B-lactamasas, y se destacan por
poseer una elevada toxicidad selectiva, ya que
interfieren en la ultima etapa de la biosintesis de
una estructura Unica y esencial, entrecruzada a

modo de malla, que mantiene la integridad
celular de muchas bacterias, y que esta ausente
en las células animales: el peptidoglicano (PG)
de la pared bacteriana (2).

Estos antibidticos se unen covalentemente, y
compitiendo por el sitio de union con el sustrato
natural, a las penicillin-binding proteins (PBP)
0 proteinas que unen penicilina, enzimas
responsables de catalizar el entrecruzamiento
que otorga la estabilidad necesaria al
peptidoglicano (2, 3). Como esa etapa de la
biosintesis ocurre asociada a la cara externa de la
membrana citoplasmatica de las bacterias,
resulta un blanco muy conveniente para dirigir
drogas con potenciales propiedades
antimicrobianas (4).

A nivel celular, la unién del B-lactamico a las
PBP susceptibles, principalmente las que tienen
funcion de transpeptidasas, lleva a su
inactivacion, la interrupcion de la sintesis de
pared, y la activacion de diferentes sistemas que
generalmente llevan a la muerte bacteriana (5, 6).

Entre las estrategias desarrolladas por
diferentes bacterias para “sobrevivir” a un
antibidtico, podemos tener microorganismos que
“modifican” el blanco de accion de la droga y de
ese modo disminuyen su capacidad por inhibir
ese blanco (7). También, existen bacterias que
“hacen mas dificil” el acceso del farmaco al
blanco molecular, ya sea porque “impiden” el
ingreso adecuado o porque adquieren “sistemas
de desagote” para eliminarlo (8).

Finalmente, la estrategia mas importante y
relevante es la de aquellas bacterias que son
capaces de inactivar o degradar la molécula del
antibiotico. Para el caso de los B-lactamicos, esta
estrategia es llevada a cabo gracias a la
produccion de unas enzimas, denominadas -
lactamasas, que hidrolizan al antibidtico,
inactivandolo irreversiblemente (2, 3).

El primer indicio reportado de la existencia
de estas enzimas tuvo lugar casi al mismo tiempo
en el que la penicilina comenzaba a ser ensayada.
En 1940, Chain y Abraham fueron los primeros
en describir una enzima bacteriana capaz de
destruir a la penicilina (9).
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El auge de 1d permcuinga 1EVU
inmediatamente a su uso irracional y desmedido
(situacion que lamentablemente poco ha
cambiado en nuestros dias), al punto que hasta
mediados de los 50" era de venta libre y se la
utilizaba hasta en preparaciones que no eran
destinadas al tratamiento anti-infeccioso. Pronto
comenzaron a aislarse cepas de estafilococos
resistentes a penicilina, y cuyo mecanismo de
resistencia consistia en la produccion de -
lactamasas que degradaban al antibidtico.
Ademas, la resistencia por p-lactamasas
rapidamente se disemind a diferentes especies
patdgenas, lo que sugirié que la informacion
genética para la sintesis de las enzimas era capaz
de transferirse.

Este temprano hallazgo de bacterias
resistentes a la penicilina, y a cada nuevo
antibidtico que aparecia en el mercado, condujo
a los cientificos a buscar y desarrollar nuevos
antimicrobianos para el tratamiento incluso de
aquellas bacterias resistentes a los vya
disponibles. Es alli donde comienza la ain hoy
no ganada guerra contra los microorganismos
resistentes, en especial de aquellos productores
de B-lactamasas.

La industria farmacéutica constantemente ha
desarrollado nuevas drogas, estables frente a las
primeras enzimas estafilocdccicas
(penicilinasas), pero esto fue superado por la
aparicion de microorganismos con la capacidad
de elaborar nuevas enzimas o nuevas formas de
las ya descriptas. Esto se conoce como ciclo de
las B-lactamasas, donde la tarea de los
cientificos  parece  ser  continuamente
contrarrestada por las bacterias, que siempre
parecen resultar victoriosas (10). Ademas, son
ayudadas por la constante presion selectiva que
ejerce el uso abusivo e indiscriminado de los -
lactdmicos (y de otros antibioticos), lo cual juega
también un papel decisivo en la evolucion,
diseminacion y el establecimiento de los
elevados niveles de resistencia que existen
actualmente en todo el mundo. Nuestro pais no
escapa a esta realidad, y en los ultimos afios se
observo un vertiginoso aumento de los niveles de
resistencia bacteriana mediada por la produccion
de B-lactamasas (11, 12).

Los antibiéticos p-lactdmicos: el

blanco molecular de las p-lactamasas

Estructura y clasiticacion ae 10s f-1actamicos
de interés médico:

A partir de la elucidacion de la estructura
quimica de la penicilina en 1940 y la obtencion
de cefalosporinas (1950), comenz6 la era de
produccion de un amplio rango de tipos
estructurales de antibioticos B-lactdmicos. En
1970 se aislaron componentes estables frente a la
B-lactamasa, las cefamicinas, rapidamente
seguido por el descubrimiento de fuentes
naturales de una variedad de nuevos -
lactamicos, estructuralmente diferentes a las
penicilinas y cefalosporinas. Ellos fueron el
acido clavulanico (1976), los carbapenemes
(como la tienamicina en 1977) y, mas tarde, los
monobactdmicos (1981). Los antibioticos [-
lactimicos comprenden principalmente a
penicilinas  (amino-, carboxi-, ureido- e
isoxazolil-penicilinas), cefalosporinas (primera a
quinta generacion), cefamicinas (incluidas a
menudo dentro de las cefalosporinas de segunda
generacion), carbapenemes, monobactamicos e
inhibidores de p-lactamasas (figura 1).
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Figura 1. Algunos ejemplos de antibidticos f-lactdmicos. Penicilinas: bencil-penicilina, ampicilina
(amino-penicilina), meticilina (oxazolil-penicilina), piperacilina (ureido-penicilina); carbapenemes:
imipenem; inhibidores de S-lactamasas: acido clavulanico, sulbactam y tazobactam; monobactamicos:

aztreonam; cefalosporinas:
cefamicinas: cefoxitina.

Mecanismo de accion de los S-lactdmicos:

Los antibioticos [-lactamicos inhiben
PBPs que poseen actividades de D,D-
transpeptidasa y D, D-carboxipeptidasa, ya
que actian como analogos de precursores de
pared celular o sustratos competitivos (en
algunos casos), inhibiendo la sintesis de
peptidoglicano, y suelen producir la muerte
celular (5).

Algunas de las posibles estructuras
conformacionales del extremo C-terminal D-

cefalotina (primera generacion),

cefotaxima (tercera generacion);

Ala-D-Ala de las hebras de peptidoglicano
naciente tienen analogia estructural con la
molécula del B-lactdmico (figura 2). Existe una
superposicion coplanar entre la “entidad de
union” de bencil-penicilina y la conformacion
extendida més estable del grupo terminal D-
Ala-D-Ala, aunque el isosterismo es parcial,
debido a una orientacion diferente del resto de
los aminoéacidos del pentapéptido y la cadena
lateral del B-lactamico (2, 3, 6).
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«

Figura 2. Similitud conformacional entre el terminal D-Ala-D-Ala del peptidoglicano (celeste) y bencil-
penicilina (blanco) que resulta en la competencia de union al sitio activo (en verde) de una PBP de E.
coli (amarillo). Atomos: rojo (0), azul (N), amarillo (S).

Cinéticamente, la reaccién entre una D,D-peptidasa (por ejemplo, una PBP con funcién de

transpeptidasa) y un B-lactamico se puede esquematizar de la siguiente manera (figura 3):

Figura 3. E, D,D-peptidasa (PBP transpeptidasa, carboxipeptidasa); S, antibidtico f-lactdmico; ES, complejo no
covalente de Henri-Michaelis; ES*, complejo acilado estable; P, producto(s); K (k-1/k+1), constante de disociacién
de ES; k+2 y k+3, constantes de primer orden de acilacion y desacilacion, respectivamente.

Una eficiente inactivacion de la enzima
dependera de un buen reconocimiento del
antibidtico (baja K), una rapida formacion de
ES* (alta k+2) y/o una lenta degradacién del
aducto covalente (baja k+3). La constante de
segundo orden k+2/K es una medida de la
formacion del complejo acilado ES*, y refleja
usualmente la sensibilidad de una PBP por
diferentes antibioticos B-lactamicos (a menor
k+2/K, menor sensibilidad), ya que k+3 suele
ser tan baja para las PBP que es irrelevante
(13).

Biologicamente, esto se traduce en una
inactivacion de la enzima, lo que lleva
finalmente a la inhibicion de la sintesis de
peptidoglicano (2, 14).
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Al ocurrir esta reaccion, el intermediario
ES* que se forma es mucho mas estable que
el formado cuando la PBP reacciona con su
sustrato natural (el extremo D-Ala-D-Ala del
peptidoglicano), y los productos de la
reaccion se liberan mas lentamente. Los -
lactamicos se comportan por lo tanto como
sustratos “suicidas”, inmovilizando la serina
activa por formaciébn de una enzima
esterificada estable, y la molécula del
antibiético pierde su integridad por hidrdlisis
del enlace amida del anillo B-lactamico.
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Mecanismos de resistencia a B-lactadmicos:
Inactivacion enzimética de los antibioticos
B-lactdmicos

Los mecanismos generales de resistencia a
drogas  antimicrobianas  pueden  ser
clasificados en varios modelos basicos, siendo
relevantes para los antibioticos -lactdmicos la
alteracion de sus blancos moleculares, la
dificultad en el acceso de la droga a ellos (ya
sea por disminucién en la entrada a la célula o
bien por una expulsion activa), y la sintesis de
enzimas que hidrolizan al antibio6tico (15-19).

La presencia de p-lactamasas con
capacidad hidrolitica de antibidticos -
lactdmicos constituye el mecanismo de
resistencia a  dichas  drogas  mas
frecuentemente encontrado en aislamientos
clinicos (13, 20-22).

Junto a las PBPs, la mayoria de las B-
lactamasas pertenece a una gran familia de
proteinas cuya actividad es dependiente de un
residuo de serina en su sitio activo, y por su
afinidad por los antibidticos B-lactamicos se
denominan peniciloil-serino-transferasas. La
mayor diferencia radica en que, mientras las
PBPs son inactivadas por los B-lactamicos
(por similitud estructural entre la droga y el
sustrato natural), las -lactamasas hidrolizan
el enlace amida del anillo B-lactdmico,
inactivandolo (2, 13).

Las B-lactamasas pueden ser tanto de
codificacién plasmidica como cromosémica.
En general se acepta que los genes
codificantes de las B-lactamasas son, casi con
seguridad, de origen cromosémico, pero se

encuentran mayormente en elementos
extracromosomicos como plasmidos,
trasposones, secuencias de insercion e

integrones. Estas enzimas generalmente son
producidas en mayor cantidad, debido a que
se encuentra un mayor nimero de copias del

gen codificante. Ademas, muchos de estos
genes se encuentran regulados  por
promotores mas potentes (21, 23).

Muchas especies bacterianas producen,
naturalmente, B-lactamasas cromosomicas
(tabla 1). Un ejemplo lo representan las B-
lactamasas cromosdmicas de enterobacterias
y otros gram negativos, denominadas AmpC,
que podrian haber evolucionado a partir de las
PBPs, adquiriendo funciones que parecen
estar asociadas (por lo menos en algunos
casos) al metabolismo del peptidoglicano, ya
que la regulacion de estas enzimas esta

intimamente ligada al reciclaje de los
muropéptidos (24-27).

Existen evidencias concretas que
demuestran que las [-lactamasas

extracromosomicas derivarian de enzimas
progenitoras de localizacion cromosomica,
que en algin momento, y por diferentes
eventos de reclutamiento y movilizacion,
fueron transferidos a elementos capaces de
diseminar estos genes mucho mas rapida y
eficientemente a un gran nimero de especies
bacterianas.

La primera p-lactamasa plasmidica
descripta en microorganismos gram negativos
fue encontrada en un aislamiento clinico de
Escherichia coli en Grecia, en los afios 607,
aunque Yya existian indicios de una
“resistencia transferible” a partir de unas
cepas de Shigella dysenteriae aisladas entre
1955-1959 en Japon. A aquella enzima
descripta se la llamé TEM-1, en “honor” a la
pequefia paciente (de nombre Temoniera) de
donde se aislo el microorganismo productor
(28). Por tratarse de una enzima portada por
un transposén localizado en un plasmido
conjugativo, rapidamente se diseminé
virtualmente a todas las especies de la familia
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y otros no
fermentadores, y muchas otras (29).
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Las B-lactamasas

Clasificacion y diversidad de las f-lactamasas:

El nimero actual de secuencias proteicas
pertenecientes a la super-familia de las -
lactamasas excede los 900
(www.lahey.org/studies/webt.htm).

Tradicionalmente, la clasificacion de las
B-lactamasas se bas6é en las caracteristicas
funcionales de las enzimas o en la estructura
primaria de la proteina, propuesta por Ambler
a comienzos de los 90’ (30). En base a esta
simple clasificacion las [-lactamasas se
dividieron en cuatro clases moleculares: A, B,
C y D, basada en los motivos de amino&cidos
conservados.

Las enzimas de clase A, Cy D incluyen a
las serino-B-lactamasas, que hidrolizan sus
sustratos formando una acil-enzima a través
del residuo serina del sitio activo. Las de clase
B son

las denominadas metalo-B-lactamasas ya que
utilizan de uno a dos atomos de zinc en su
sitio activo para facilitar la hidrolisis de la
molécula de B-lactamico (tabla 1).

Como esta clasificacion, si bien es muy
estable debido a que se basa exclusivamente
en la comparacion de  secuencias
aminoacidicas y propiedades estructurales, no
contempla el comportamiento de las enzimas
frente a sus sustratos e inhibidores, existe una
clasificacion consensuada, primero propuesta
por  Bush-Jacoby-Medeiros  (31), vy
recientemente actualizada por Bush-Jacoby
(32), que incluye varias propiedades de las B-
lactamasas.

Tabla 1: Clasificacién de B-lactamasas segun Bush-Jacoby (32).

Grupo Clase o Inhibicidn por . ) ) Enzimas
. Sustrato distintivo Caracteristicas diferenciales
funcional | molecular ACoTZB EDTA representantes
Mayor hidrolisis de cefalosporinas AmpC de E. coli,
1 C Cefalosporinas No No que de bencil-penicilina. Hidrolizan | P99, ACT-1, CMY-
cefamicinas 2, FOX-1, MIR-1
Hidrdlisis aumentada de
le C Cefalosporinas No No ceftazidima y algunos otros GC1, CMY-37
oximino-B-lactamicos
o ) Mayor hidrdlisis de bencil-
2a A Penicilinas Si No L . PC1
penicilina que de cefalosporinas
Penicilinas y ) Similar hidrolisis de bencil- TEM-1, TEM-2,
2b A . Si No . .
cefalosporinas penicilina que de cefalosporinas SHV-1
. Hidrdlisis aumentadad de oximino-
Cefalosporinas de o ) TEM-3, SHV-2,
. ) B-lactdmicos (cefotaxima,
2be A espectro extendido y Si No o ) . CTX-M-15,
. ceftazidima, ceftriaxona, cefepime,
monobactidmicos PER-1, VEB-1
aztreonam)
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Tabla 1: Clasificacidn de B-lactamasas segun Bush-Jacoby (32).

o Resistencia a acido clavulanico, TEM-30
2br A Penicilinas No No
sulbactam y tazobactam SHV-10
. Hidrdlisis aumentada de oximino-p-
Cefalosporinas de . )
. lactdmicos combinado con
2ber A espectro extendido y No No . . . TEM-50
. resistencia a acido clavuléanico,
monobactdmicos
sulbactam y tazobactam
o . Hidrdlisis aumentada de PSE-1
2c A Carbenicilina Si No o
carbenicilina CARB-3
o . . Hidrdlisis aumentada de
2ce A Carbenicilina, cefepime Si No o ) . RTG-4
carbenicilina, cefepime y cefpirome
. . Hidrdlisis aumentada de cloxacilina OXA-1
2d D Cloxacilina Variable No .
u oxacilina OXA-10
Cefalosporinas de . Hidrdlisis cloxacilina u oxacilina y OXA-11
2de D . Variable No L o
espectro extendido oximino-B-lactamicos OXA-15
. Hidrolisis cloxacilina u oxacilina y OXA-23
2df D Carbapenemes Variable No
carbapenemes OXA-48
. Hidroliza cefalosporinas, inhibible
Cefalosporinas de . ) o
2e A . Si No por ac. clavulanico pero no por CepA
espectro extendido
aztreonam
Hidrdlisis aumentada de
. o KPC-2, IMI-1,
2f A Carbapenemes Variable No carbapenemes, oximino-f- SME1
lactdmicos y cefamicinas
B
o ) IMP-1, VIM-1,
(Subclase Hidrolisis de espectro ampliado,
. . CcrA, IND-1, L1,
3a B1) Carbapenemes No Si incluyendo carbapenemes pero no
o CAU-1, GOB-1,
(Subclase monobactdmicos
FEZ-1
B3)
B - - . -
) Hidrdlisis preferencial de
3b (Subclase Carbapenemes No Si CphA, sfh-1
carbapenemes
B2)
No
NI .
conocida

Referencias: AC, acido clavulanico; TZB, tazobactam; EDTA, 4cido etilen-diamino tetraacético: NI. no
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Las pB-lactamasas del grupo 1 son las
cefalosporinasas de clase C de Ambler,
denominadas  AmpC, CUyos  genes
codificantes son tanto de localizacién
cromosOmica en muchas enterobacterias y
algunos  otros  microorganismos  gram

negativos como pseudomonas, como también
variantes plasmidicas diseminadas
principalmente entre enterobacterias. Son
mas activas frente a cefalosporinas que a
bencil-penicilina y usualmente son resistentes
a la inhibicion por &cido clavulanico. Actdan
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también sobre cefamicinas (cefoxitina). En
muchos  microorganismos,  incluyendo
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,
Serratia  marcescens 'y Pseudomonas
aeruginosa, la expresion de AmpC es baja
pero inducible en presencia de ciertos -
lactdmicos como cefoxitina e imipenen. Otros
microorganismos, incluyendo E. coli y
Acinetobacter baumannii, carecen de uno o
mas componentes del sistema de induccion.
Cuando estas enzimas se producen en grandes
cantidades, especialmente ante la presencia de
baja concentracion del B-lactamico, pueden
otorgar resistencia a carbapenemes. Las
enzimas plasmidicas de este grupo son: CMY,
ACT, DHA, FOX y MIR.

Las enzimas pertenecientes al subgrupo
le son una variante del grupo 1 que poseen
mayor actividad frente a ceftazidima y otros
oximino-B-lactamicos como resultado de
sustituciones aminoacidicas, inserciones o
deleciones. Han sido llamadas f-lactamasas
AmpC de espectro extendido (ESAC por
“Extended Spectrum AmpC”) e incluyen
GClenE. cloacae y la plasmidicas CMY-10,
CMY-39, CMY-37, entre otras. Otorgan
resistencia clinicamente importante en
aquellos microorganismos en los cuales existe
otro mecanismo de resistencia a -lactamicos
(33).

Las enzimas del grupo 2 son serino-f-
lactamasas e incluyen las clases moleculares
AyD.

El subgrupo 2a son penicilinasas que
poseen un espectro limitado de actividad
hidrolitica, preferentemente sobre bencil-
penicilina y otros derivados de la penicilina
con una escasa hidrolisis de cefalosporinas,
carbapenemes 0 monobactamicos. La
mayoria de estas enzimas son de codificacion
cromosOmica, aunque hay penicilinasas
estafilocdccicas de codificacién plasmidica.

El subgrupo 2b incluye a las B-lactamasas
de espectro ampliado (BLEA), que hidrolizan
eficientemente cefalosporinas de primera
generacion como cefaloridina y cefalotina (y
también  penicilinas clasicas) y son
fuertemente inhibidas por &cido clavulanico y
tazobactam. Incluyen a las enzimas

plasmidicas TEM-1, TEM-2, TEM-13 vy
SHV-1.

El subgrupo 2be esta conformado por las
B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs).
Poseen la actividad de las B-lactamasas del
subgrupo 2b, extendida a la hidrolisis de
diferentes  oximino-B-lactamicos  como
cefotaxima y ceftazidima. A este subgrupo
pertenecen las enzimas derivadas de TEM-1,
TEM-2 y SHV-1, y familias como CTX-M,
PER, VEB, ademas de otras menos comunes.
Estas enzimas son eficientemente inhibidas
por &cido clavulanico y otros inhibidores
relacionados.

El subgrupo 2br comprende a enzimas de
espectro ampliado (con el mismo espectro de
actividad que las enzimas del subgrupo 2b)
que ademés han adquirido resistencia a los
inhibidores de B-lactamasas, como el acido
clavulanico. Son enzimas derivadas de las
familias TEM y SHV, por ejemplo TEM-30 y
TEM-31 (denominadas IRT-2 e IRT-1,
respectivamente, por “inhibitor resistant
TEM”).

El subgrupo 2ber incluye enzimas de la
familia TEM con espectro extendido que
ademas poseen una relativa resistencia a la
inhibicion por &cido clavulanico, también
conocidas como CMT (Complex Mutant
TEM). Pertenece a este subgrupo TEM-50
(CMT-1).

El subgrupo 2c son penicilinasas con
capacidad de hidrolizar carbenicilina o
ticarcilina al menos un 60% mas rapido que
bencil-penicilina.

El subgrupo 2ce contiene a la
carbenicilinasa de espectro extendido (RTG-
4 0 CARB-10) con actividad expandida frente
a cefepime y cefpirome.

El subgrupo 2d incluye a las B-lactamasas
capaces de hidrolizar oxacilina o cloxacilina
mas rapidamente que bencil-penicilina. Son
las enzimas pel
Muchas de las
subgrupo sufren inhibicion por NaCl.

El subgrupo 2de son enzimas tipo OXA
con espectro extendido hacia oximino-f3-
lactdmicos, a excepcion de carbapenemenes.
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El subgrupo 2df comprende las J-
lactamasas OXAs con actividad frente a
carbapenemes.

El subgrupo 2e son cefalosporinasas con
capacidad de hidrolizar cefalosporinas de
espectro extendido y son inhibidas por acido
clavulanico y tazobactam. A este subgrupo
pertenecen las cefalosporinasas
cromosomicas inducibles de la tribu
Proteeae. La Unica diferencia con la mayoria
de las AmpC del grupo 1 o las BLEEs, es su
escasa afinidad por aztreonam.

El subgrupo 2f son las serino-
carbapenemasas. Sus sustratos especificos
son los carbapenemes. Se inhiben mejor por
tazobactam que por &cido clavulanico. Las
cefalosporinas de espectro extendido como la
ceftazidima no son bien hidrolizadas, pero si
aztreonam. A este subgrupo pertenecen
algunas enzimas de las familias SME, GES,
IMI, KPC.

El grupo 3 son las metalo-B-lactamasas
(MBL5s). Estas enzimas difieren
estructuralmente de otras B-lactamasas por el
requerimiento de iones zinc en su sitio activo.
Hidrolizan eficientemente carbapenemes,
pero a diferencias de las serino-p-lactamasas,
no hidrolizan, o lo hacen escasamente,
monobactamicos y no sufren inhibicion por
tazobactam o &cido clavulanico. Se las divide,
estructuralmente, en tres subclases (B1, B2 y
B3) o funcionalmente, en dos subgrupos (3ay
3b).

El subgrupo 3a incluye a las MBLs
plasmidicas de las familias IMP y VIM.
Generalmente se encuentran en bacterias no
fermentadoras de glucosa, pero también en
algunas enterobacterias. Hidrolizan
cefalosporinas, penicilinas y carbapenemes,
pero no monobactamicos.

El subgrupo 3b es un pequefio grupo de
MBL que hidrolizan preferentemente
carbapenemes a diferencia de penicilinas y
cefalosporinas.

El grupo 4 comprende aquellas enzimas
que no fueron completamente caracterizadas
y que por ende no encajan en ninguno de los
grupos definidos.

La diversidad de [B-lactamasas es muy
grande, debido a diferentes factores, como ser

medio ambiente de la bacteria que la posee
que estd sujeto a diferentes presiones
selectivas, entre otros. Esto hace dificil
establecer una clasificacién definitiva que
pueda abarcar a todas las enzimas presentes y
futuras (33).

Estructura _molecular _de las serino-4-
lactamasas:

La estructura de las B-lactamasas de clase
A se determind por estudios de difraccion por
rayos X. Todas las enzimas de esta clase
comprenden un dominio estructuras “todo-ao”
y otro dominio “a/f” con el sitio activo
situado en la interface entre estos dos
dominios. El residuo serina activo se
encuentra en la region N-terminal de primera
hélice (larga e hidrofébica) del dominio
“todo-a” (hélice a2; figura 4).

Diversos elementos y residuos altamente
conservados fueron identificados en la
vecindad del residuo de serina del sitio activo,
por convencién, y de acuerdo a la
nomenclatura de Ambler, denominada S70
(30), a los cuales se le otorga funciones
involucradas, directa o indirectamente, con el
proceso catalitico y/o reconocimiento del
sustrato (no son responsables de la exacta
especificidad de las enzimas). En conjunto
forman la cavidad del sitio activo.

Elemento 1: el motivo “S-X-X-K”

El primer elemento conservado constituye
el “fondo “de la cavidad del sitio activo.
Contiene el residuo S70 y, una vuelta de
hélice corriente abajo, a K73 cuya cadena
lateral apunta hacia el interior del sitio activo.
El residuo de serina es el Unico de todos los
aminoacidos ¢ ' )
para el cual
catalitica inequivoca.

La proximidad de las cadenas laterales de
los residuos de serina y lisina, las cuales estan
unidas por puentes de hidrégeno, sugieren
que la lisina también tiene participacion en el
proceso catalitico. Se postula que la lisina
contribuye a orientar el proton del grupo
hidroxilo de la S70 facilitando su
transferencia al atomo de nitrogeno del B-
lactiamico durante el ataque nucleofilico,
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teniendo un rol importante durante el proceso
de acilacién (34).

Elemento 2: el motivo “S-X-N”

Este segundo elemento se ubica en el
“bucle” (loop) del dominio “todo-o”,
formando una de las paredes de la cavidad
catalitica. Estd formado por un primer
aminoéacido hidroxilado, que en pB-lactamasas
de clase A es casi exclusivamente serina
(S130), y el tercero casi siempre es asparagina
(N132); por lo tanto, en enzimas de clase A
este motivo se llama “bucle SDN”. Los
residuos laterales del primer y tercer
aminoécido apuntan al interior del sitio
activo, mientras que el del segundo residuo
(generalmente D131) lo hace hacia el interior
o “core” de la proteina, probablemente
cumpliendo un importante papel estructural.

El residuo de serina podria participar en la
“movilizacion” del proton del grupo hidroxilo
de la serina activa hacia el atomo de nitrégeno
del anillo B-lactamico; N132 seria un dador
de puentes de hidrégeno hacia el grupo
carbonilo de la cadena lateral del antibidtico,
facilitando el adecuado posicionamiento del
sustrato para el ataque nucleofilico por el
oxigeno de la cadena lateral de S70, siendo
importante en la estabilizacion del estado de
transicion hacia el paso de acilacion.

Las cadenas laterales de S130 y K234
estdn unidas por puentes de hidrdgeno,
uniendo a los dominios “todo-a” y “a/p” y
estabilizando el sitio activo de laenzima (34).

Elemento 3: el motivo “K(H)-T(S)-G”

Este elemento se situa enfrentando al
elemento 2, en la més interna de las hojas 3
(B3) del dominio “o/B”, formando la pared
opuesta de la cavidad catalitica. EIl primero de

aminoacido con cadena lateral positiva,
seguido por uno con grupo hidroxilo. El tercer
residuo debe estrictamente carecer de cadena
lateral, ya que, de lo contrario, impediria el
acercamiento del sustrato. La cadena lateral
de K234 (o H234) forma un puente de
hidrogeno con el grupo hidroxilo del residuo
serina del elemento 2 (S130), y contribuye
también a estabilizar el sustrato por formacion
de un puente de hidrégeno con el grupo
carboxilo libre del B-lactamico (34, 35).

Elemento 4: “Q-loop”

Este cuarto elemento contiene un residuo
cargado negativamente que, en las enzimas de
clase A, lleva a cabo una funcion catalitica. Se
encuentra situado en un loop de 16 residuos
(R164-D179). En la mayoria de los casos, el
“bucle omega” contiene la secuencia E166-X-
E-L-N170, en la cual los residuos E166 y
N170 parecen ser esenciales para el correcto
posicionamiento de la molécula conservada
de agua muy cerca de la serina activa. La
posicion estratégica del E166, cerca de S70,
convierte a este residuo en un candidato para
cumplir un rol critico en el mecanismo
catalitico. Se acepta que este residuo de E166
(ausente en PBPs) actuaria como una base
general  (secuestrador de  protones),
incrementando primero la nucleofilicidad de
la serina activa permitiendo la acilacion de la
proteina, y luego activando la molécula de
agua (W1) durante el paso de hidrdlisis del
intermediario acilado entre el B-lactamicoy la
enzima (acil-enzima). Por lo tanto, su
presencia seria imprescindible para que una
B-lactamasa pueda llevar a cabo
eficientemente el proceso de desacilacion
(34).
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Las pB-lactamasas de clase A, como TEM-
1, comprenden un grupo muy numeroso Yy
heterogéneo desde el punto de vista funcional.
Al parecer sOlo nueve amino&cidos se
encuentran estrictamente conservados, de los
cuales cuatro son esenciales para la catalisis
(S70, K73, S130, E166) y forman parte de tres
de los elementos conservados; los otros cinco

residuos (G4b, P10/, D131, Al34, G236)
cumplirian un papel estructural importante.
Las p-lactamasas de clase C, enzimas
producidas exclusivamente por bacterias
gram negativas, forman una familia mucho
mas homogénea desde el punto de vista
cinético, con cerca de 60 aminoacidos
estrictamente conservados (22).
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Figura 4. Arriba a la izquierda: Modelo de estructura terciaria de la f-lactamasa TEM-1 complejada con
penicilina-G o bencil-penicilina (PEN-G) como ligando. En violeta claro se esquematizan las hélices a, con
turquesa las hojas g. El residuo serina 70 (S70) del sitio activo se esquematiza en naranja. Abajo a la derecha:
sitio activo de TEM-1, con los principales residuos de aminoacidos implicados en la interaccién enzima-g-
lactamico (penicilina-G). En amarillo la molécula de penicilina-G unida a S70.

Mecanismo de accion de las serino-4-
lactamasas:

Tanto las PBPs como las -lactamasas que
poseen serina en el sitio activo tienen
actividad de peniciloil-transferasas. La
diferencia principal es que, mientras que las
PBPs son inactivadas por los B-lactamicos,
las B-lactamasas hidrolizan al antibidtico
(figura 5).

En realidad, el mecanismo involucra los
mismos tres pasos para ambas clases de
enzimas, con formacion de un intermediario
acilado, pero varian los parametros cinéticos
que marcan la diferencia “mecanistica” de
ambos tipos de enzimas (3).

La primera etapa de la reaccion consiste
en el ataque nucleofilico del hidroxilo de S70
del sitio activo sobre el grupo carbonilo del
anillo B-lactamico, formandose el
intermediario acilado, con la ruptura del

enlace amida de la droga. Finalmente, por
hidrélisis del intermediario, se liberan los

productos (B- Rev. Farm. vol. 153 n® 1-2: 115-122 - Power - Di Conza -

regenerada (1., —«, —,.

El ataque nucleofilico de S70 Unicamente
puede ocurrir en presencia de algun residuo
que funcione como una base general,
aumentando la nucleofilicidad de ese residuo
para permitir que la reaccion de acilacion
tenga lugar. Como se  discutiera
anteriormente, ese papel lo llevaria a cabo
E166 en las B-lactamasas de clase A, pero
requeriria la presencia de una molécula de
agua (W1) para formar un puente entre ambos
residuos (ya que se encuentran alejados en la
estructura terciaria de la  proteina),
permitiendo el “transporte” del proton desde
S70 a E166. Luego, por accién de una
segunda molécula de agua (W1), se
“devuelve” el protén a la serina activa y se
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libera la enzimay el producto de la hidrdlisis:
el B-lactamico inactivo (34).

k
A E+s m——= ES Kz E-S* 7‘—»*3 E+P
Complejo de . . H20
Henri-Michaelis Enzima acilada
g do B d g d
RCONH\?—T/S CH, RCONH H I s CHs RCONH : E S CHs
H,0
C—N +2 =C HN k. alta HN
J H CH3 o ? CH +3 @ - / CH3
fo/ : l : * (rapido) coo i
Coy ] co, Co,
EnzSer
EnzSer-OH
+ EnzSer-OH
B B-LACTAMASAS
Hidrdlisis del g-lactamico

Figura 5. A: Reaccion general entre una serin

o-f-lactamasa y un antibidtico [-lactémico. E, [-

lactamasa; S, f-lactdmico; P, antibidtico hidrolizado; K (k.i/k.1), constante de disociacion del complejo
de Henri-Michaelis; k., constante de acilacion; k.3, constante de desacilacion. B: Mecanismo de accion
de las B-lactamasas. EnzSer-OH, serino-f-lactamasa. Adaptado de (36).

Algunas consideraciones sobre las

propiedades cinéticas de las serino-4-
lactamasas y su relacion con la estructura:

De acuerdo a la clasificacion de Bush y
colaboradores (32), y siguiendo una
denominacion “tradicional” o de facil
implementacion en un ambito mas clinico, se
conoce a las B-lactamasas segun los sustratos
a los cuales hidrolizan “preferencialmente”.
Asi, dentro de las p-lactamasas de clase A se
conocen las “penicilinasas” y las de “amplio
espectro” o “espectro extendido”; dentro de
las de clase C las “cefalosporinasas”, y las de
clase D como las “oxacilinasas’; a las metalo-
enzimas, por su capacidad de hidrolizar
carbapenemes, se las Ilama
“carbapenemasas”.

Observando en detalle los datos cinéticos
gue se van colectando, surge que esta

clasificacion es bastante equivoca, existiendo
en muchos casos enzimas que no se ajustan
estrictamente con la funcién atribuida; p.e.,
muchas p-lactamasas de clase A hidrolizan
mucho  m#e Ine

nfirinntAanmanntna e
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clasicas “ceralosporinasas ae clase L (2uv).
En las pB-lactamasas, generalmente se
observa que tanto la acilacion (k+2) como la
desacilacion (k+3) son rapidas (valores altos),
resultando en un alto recambio y eficiencia
hidrolitica. ElI nUmero de recambio se
representa por la constante catalitica Keat (Kcat
= K+2.k+3/ k+2+ k+3). La eficiencia de hidrolisis
se refleja normalmente por medio de los
pardmetros cinéticos keat Y la constante de
segundo orden Kkeat/Km (Km €s la constante de
afinidad de Michaelis-Menten). En las PBPs
las k+3 son insignificantes (valores muy
bajos), por lo que biolégicamente se traduce
en la inactivacion de la enzima por el
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antibiodtico. Las PB-lactamasas son enzimas
que, para sus sustratos preferidos, se acercan
a la perfeccion catalitica, con valores de
keat/Km que se aproximan al limite maximo
tedrico de 108 a 10° M1.seg?, con un control
de la velocidad de difusion, ya sea de los
sustratos dentro del sitio activo, o de los
productos hacia fuera (20, 37, 38).

Hay que observar que los inhibidores de
B-lactamasas originan intermediarios que son
muy estables, con constantes de desacilacion
muy bajas, llevando a la inactivacion de la -
lactamasa. Este comportamiento es similar a
la inactivacion de las PBPs por los pB-
lactamicos. La inactivacion de las p-
lactamasas se expresa por el parametro k+2/K,
reflejo del paso de acilacion de la enzima (22,
39, 40).

Las -lactamasas de clase A generalmente
no interactlan significativamente con sus
sustratos mas pobres, mostrando bajas
eficiencias de hidrdlisis (bajo valor de
keat/Km), mientras que las de clase C sufren
acilacion rapida (alto valor de kcai/Km), pero se
mantienen aciladas por méas tiempo, debido a
una desacilacion lenta (bajo valor de k+s, por
lo tanto baja Kcat) (20).

Frente a sus mejores sustratos, las
enzimas de clase A (por ejemplo, TEM-1
frente a ampicilina) se pueden considerar
como enzimas “perfectas”, donde la reaccion
ocurre bajo condiciones de saturacion, y esta
limitada solo por la difusion del antibidtico
dentro del sitio activo (k+2 = k+3). El “precio
que debe pagar” la enzima por esa perfeccion
catalitica es tener un perfil de sustratos
reducido, ya que a menor cantidad de
antibioticos procesados, mayor especificidad
en la interaccion de la molécula con los
residuos del sitio activo (20, 41).

Muchos de los residuos que se modifican
en las BLEE se encuentran en la proximidad
del sitio activo. Ninguno de ellos esta
relacionado directamente con las propiedades
cataliticas, sino con un remodelamiento de la
cavidad catalitica que permite ‘“acomodar”
moléculas de B-lactamicos con sustituyentes
mas grandes (cefalosporinas de tercera
generacion, etc). El resultado es la expansion
del espectro de sustratos de la enzima, pero

una disminucion de la eficiencia de hidrdlisis
de aquellos antibidticos que eran buenos
sustratos de las enzimas parentales de donde
se originaron (20, 42).

También existen B-lactamasas de clase A
que son menos sensibles a la inactivacion por
inhibidores como  4&cido  clavulanico
(derivadas de TEM-1y TEM-2), producto de
cambios aminoacidicos en otras posiciones,
que también reducen la eficiencia de
hidrolisis de sus sustratos clasicos (42-44).

Por el contrario, las B-lactamasas de clase
C reconocen naturalmente una mayor
cantidad de sustratos, pero parecen ser mucho
menos eficientes en “desprenderse” de los
antibidticos una vez acilado el sitio activo (k+2
>> k+3), resultando la desacilacion el paso
limitante de estas reacciones. Sin embargo,
por poseer altas afinidades por el sustrato
(bajas Km), suel= 7w mhem s o mme i
hidrdlisis, con \
(20, 45).

Existen varias evidencias que soportan la
hipotesis de que las B-lactamasas de clase C
serian las mas antiguas, y de las cuales se
originaron las “mas modernas” enzimas de
clase A: (i) las B-lactamasas de clase C
demuestran un mecanismo de desacilacion
limitante para algunos sustratos y catalizan
reacciones de acil-transferasas, al igual que
las DD-peptidasas; (ii) el sitio activo de las
enzimas de clase C es més abierto, acorde a
su capacidad de acomodar los sustituyentes de
las cefalosporinas modernas; (iii) en las
enzimas de clase A existe un residuo, R244,
importante para la funcion de los inhibidores
tipo clavulanato, que no esta presente en las
de clase C, lo cual explicaria la ausencia de
inhibicién por esos compuestos; (iv) el
plegamiento de las cefalosporinasas es
semejante al de las DD-peptidasas, mas que al
de las B-lactamasas de clase A.

Por lo tanto, se sugiere que las enzimas de
clase C son una forma “primitiva”,
evolutivamente méas cercanas a las DD-
peptidasas que a otras serino-p-lactamasas, y
en las cuales fue necesario un remodelado del
sitio activo, mas que mutaciones puntuales,
para generar las B-lactamasas de clase A, con
actividades mas ‘“refinadas” (46). Algunas
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evidencias demuestran que, al menos en
algunas especies, la produccion de estas
enzimas esta conectada al reciclaje del
peptidoglicano en bacterias gram negativas,
pero todavia es incierto el papel real de las
enzimas en estos sistemas (25, 47).

En este grupo, usualmente no se originan
BLEE por mutaciones que originen cambios
aminoacidicos, sino que la expansion de la
resistencia, principalmente a cefalosporinas
de tercera generacion, ocurre cuando las
mutaciones se originan en genes que regulan
la sintesis de la B-lactamasa, como ampD,
Ilevando a una mayor produccion enzimatica
y dando a ese microorganismo resistencia a
esas drogas, o sea, un perfil “simil SLEE”.
Existen muy pocos reportes acerca de B-
lactamasas de clase C de espectro extendido
que hubieran surgido por mutaciones en el
gen ampC. Un ejemplo es el de una enzima de
Enterobacter cloacae con un espectro
extendido debido a una insercion
(duplicacion) de un tripéptido en la secuencia
“original” de la enzima (48, 49).

Otra particularidad es que las -
lactamasas de clase C son aciladas por
cefamicinas (cefoxitina), a las que pueden
hidrolizar, aunque lentamente. Las enzimas
de clase A no tienen buena afinidad por
cefoxitina, debido a que el grupo a-metoxi de
las cefamicinas desplaza a la molécula de
agua (W1) del sitio activo, importante para la
catalisis. Ademas, las B-lactamasas de clase C
usualmente son mucho menos sensibles a la
inactivacién por los inhibidores de las
enzimas de clase A (clavulanato, sulbactam),
debido a una muy lenta acilacion (muy bajos
valores de k+2/K) (34).

Breve resefia sobre la prevalencia y
epidemiologia de las B-lactamasas en
Argentina en la actualidad:

En la mayor parte del mundo, las BLEE
prevalentes derivaron de variantes de espectro
reducido parentales como TEM-1, TEM-2 y
SHV-1, donde unas pocas sustituciones de
amino&cidos ampliaron el perfil de sustratos;
sin embargo, otros grupos enzimaticos (como
las B-lactamasas tipo CTX-M y PER) han
emergido como enzimas de espectro
extendido.

En la actualidad, la produccion de
enzimas tipo CTX-M constituye el principal
mecanismo de resistencia a cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion en enterobacterias
(32). Alrededor de 120 enzimas de tipo CTX-
M, pertenecientes a cinco  grupos
genéticamente distintos, han sido
identificadas en todo el mundo (50).

Desde su emergencia a fines de la década
de los “80 y hasta los primeros afios de la
década pasada, nuestro pais presentaba una
situacion endémica donde sélo habian sido
reportadas enzimas pertenecientes al grupo
CTX-M-2, siendo absolutamente prevalente
la variante alélica blacrx-m-2 (12). Desde su
primera deteccion en nuestro pais, CTX-M-2
ha sido identificada no s6lo en todos los
miembros enterobacterias  resistentes a
oximino-cefalosporinas, sino también en
Vibrio cholerae y Aeromonas hydrophila y
Pseudomonas aeruginosa (51-53).

Sin embargo, nuevas variantes alélicas de
CTX-M continuaban emergiendo en distintas
partes del mundo, incluso en paises limitrofes
como Uruguay.

Esto motivé a realizar un nuevo estudio
prospectivo, luego de casi diez afios (12), a
partir del cual observamos que la prevalencia
casi absoluta de CTX-M-2 encontrada
previamente ha sido desplazada por la
emergencia y remarcable diseminacion de
CTX-M-15 y en menor medida, de otras
cefotaximasas de otros grupos.
Probablemente, la diseminacion de CTX-M-
15 esté siendo mediada por E. coli tal como

117



Rev. Farm. vol. 153 n® 1-2: 118-122 - Power - Di Conza - Gutkind (2011

ha sido sugerido para E. coli ST 131 (54)
adquirido en areas altamente endémicas.

El otro problema actual en nuestro pais
esta representado por las B-lactamasas KPC.
Las enzimas KPC constituyen las
carbapenemasas de clase molecular A mas
ampliamente diseminadas en el mundo. Han
sido descriptas en enterobacterias y en menor
medida en bacilos gram negativos no
fermentadores (BGNNF) (55). Actualmente
existen 10 variantes alélicas siendo KPC-2 y
KPC-3 las mas prevalentes.

Estas enzimas  fueron  descriptas
inicialmente en K. pneumoniae en 2001 en
EEUU (56), y rapidamente se diseminaron en
el mundo, en Europa, Asia, Medio Oriente y
América (55, 57, 58). Su amplia diseminacion
responde a la dispersion de un clon de K.

pneumoniae altamente exitoso, ST 258, y a la
asociacion del blakpc al transposon Tn4401.
Este elemento fue descripto tanto en
enterobacterias como en P. aeruginosa
mostrando un amplio rango de huésped (59).

KPC-2 fue reportada por primera vez en
Argentina en el afio 2006 (60), sin embargo
en el afio 2010 se observd un sustancial
aumento en su deteccion en Buenos Aires
(www.ine.gov.ar/publi_pdfs/Carbapenemasa
s.pdf).

La enzima KPC-2 fue descripta en P.
aeruginosa recién en 2007 (61) y a diferencia
de las enterobacterias son escasos los reportes
en BGNNF. En Argentina se describid sélo un
brote de P. aeruginosa en la Ciudad de
Bariloche, en el afio 2008; el mismo
correspondio a la diseminacion de dos clones,
ST 654y 162 (62).
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RESUMEN muchos alimentos para mejorar el balance in-

La microbiota intestinal juega un papel
importante en el desarrollo y maduracion del
sistema inmune de mucosas. Entre la gran po-
blacion de bacterias que forman parte de la mis-
ma, se encuentran las bacterias acido lacticas y
las bifidobacterias, las cuales son usadas fre-
cuentemente como probidticos debido a los be-
neficios sobre la salud atribuidos a las mismas.

Para mantener la homeostasis intestinal es
imprescindible el balance de esta microbiota, el
cual puede ser afectado por una gran cantidad
de factores como tratamiento con antibidticos,
stress, quiomoterapia y por la dieta entre otros.
De alli que surge la posibilidad de emplear a los
microorganismos probidticos presentes en

testinal y actuar como adyuvantes del sistema
inmune.

Conocer el mecanismo por el cual estas
bacterias pueden tener efecto sobre el sistema
inmune es de importancia para poder utilizar-
los de modo correcto. Los estudios realizados
muestran que dichos microorganismos
ayudan a reforzar las defensas naturales a
nivel de mu-cosas para mantener en estado de
alerta per-manente al sistema de defensa, de
manera que la respuesta frente a un estimulo
sea rapida y controlada.

PALABRAS CLAVES: microbiota
probidticos, sistema inmune intestinal

intestinal,
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SUMMARY

PROBIOTICS GRAM (+) BACTERIA:
INFLUENCE ON THE IMMUNE SYSTEM

The intestinal microbiota plays an impor-
tant role in the development and maturation
of the mucosal immune system. Lactic acid
bacte-ria are constituents of the microbiota
and they are frequently used as probiotics due
of the health benefits attributed to them.

To maintain intestinal homeostasis is es-
sential the balance of this microbiota. This
balance can be affected by many factors such
as antibiotics, stress, diet quiomoterapia and
others. Hence arises the possibility of using

the probiotic microorganisms present in many
foods to improve intestinal balance and act as
immune adjuvants.

The Knowledge the mechanism by which
these bacteria may have an effect on the im-
mune system is important to use them cor-
rectly. Studies show that these organisms help
reinforce the natural defenses at mucosal to
maintain constant alertness to the defense sys-
tem, so that the response to a stimulus is rapid
and controlled manner.

KEY WORDS: microbiota intestinal, probiotics,
immune system

INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal puede conside-
rase un complejo ecosistema que alberga una
gran cantidad de microorganismos aerobios y
anaerobios que coexisten de manera simbidti-
ca y conforman lo que se conoce con el nombre
de microbiota.
Al nacer el intestino es estéril y a medida
que transcurren las horas comienza el proceso
de colonizacion bacteriana del tracto intesti-
nal. Este proceso es el resultado de la compleja
interaccion entre el huésped y los microorga-
nismos del medio externo (1). Los primeros
microorganismos en colonizar el intestino
son aerobios facultativos, pero a medida que
el oxigeno es consumido, comienzan a crecer
microorganismos anaerobios estrictos (2). Asi
la composicién de la microbiota en los recién
nacidos estara determinada por diversos fac-
tores en el momento del nacimiento.

La microbiota intestinal tiene un impor-
tante papel en el desarrollo y funcionalidad
del sistema inmune, el cual fue demostrado

mediante el uso de animales gnotobioticos y
libres de gérmenes. Estudios realizados usan-
do ratones como modelo experimental mostra-

ron que el nimero de células IgA+ en la [amina

propia de las vellosidades era significativa-
mente menor en animales libres de gérmenes
en comparacion con los animales convencio-
nales, sugiriendo estos resultados la importan-
cia del establecimiento de la microbiota en el
normal desarrollo del sistema inmune intes-
tinal (3). Estudios similares usando animales
gnotobioticos colonizados con bacterias Gram
(+) o con bacterias Gram (—) mostraron que el
numero de células IgA+ es dependiente tam-
bién de la cepa bacteriana que coloniza el in-
testino (4).

Se ha sugerido recientemente que varias
enfermedades complejas y multifactoriales
como alergia, periodontitis, artritis reumatoi-
dea y cancer de colon tienen como mecanismo
etiopatogénico, el desbalance de la microbio-
ta intestinal (5). Por otro lado, la microbiota
posee bacterias con propiedades beneficiosas
para el huésped entre ellas las bacterias acido
lacticas y las bifidobacterias, algunas de ellas
con propiedades probioticas.

Se sabe que la composicion de la micro-
biota intestinal, puede modificarse por varios
factores externos como la dieta, el uso de anti-

bidticos, la quimioterapia, la tension, el stress,
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etc. (6, 7), en este sentido el consumo de suple-
mentos probioticos nos ofrece la posibilidad
de mejorar el desbalance de la microbiota y

ayudar de ese modo a mantener un buen esta-
do de salud del huésped.

PROBIOTICOS

La palabra probidtico relacionada a su-
plementos alimentarios fue utilizada por
Parker en 1974 (8), no obstante la historia de
los suplementos microbianos vivos y el con-
cepto de probidticos adicionados a leches fer-
mentadas ha continuado evolucionando hasta
nuestros dias. Recientemente la FAO defini6 a
los probidticos como microorganismos vivos
que cuando se administran en dosis apropia-
das, confieren un beneficio en la salud a quien
lo recibe (9).

Los efectos beneficiosos del yogur fueron
demostrados a principios del siglo pasado por
Ellie Metchnikoff, quien desempefié un papel
dominante en este proceso, a través de su libro
“la prolongacion de la vida” publicada en 1907
(10). Los beneficios atribuidos a los probidticos
son numerosos, entre ellos se incluyen, resis-
tencia a enfermedades infecciosas, prevencién
de cancer, disminucion de los sintomas de la
intolerancia a la lactosa y disminucion de la
respuesta inflamatoria. (11, 12). Los microor-
ganismos considerados probioticos pertene-cen
en su mayoria a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, donde los lactobacilos juegan un
papel preponderante. En la mayoria de los
efectos atribuidos a los probidticos, el sistema
inmune juega un papel dominante, y puesto que
estas bacterias se ingieren generalmente como
parte de la dieta diaria, empleando rato-nes
BALB/c como modelo experimental, se es-tudid
el efecto de las mismas sobre el sistema inmune
sisttmico y de mucosas, para estable-cer las

bases cientificas del uso de probidticos.

Aunque no todos los resultados de los
modelos animales se pueden extrapolar al ser
humano, la mayor parte de ellos son ttiles en
la comprension de los diversos procesos don-
de esta implicado el sistema inmune. En este
sentido el valor de los estudios hechos en ani-
males de experimentacidn es innegable.

Si los probioticos tienen potencial para
prevenir enfermedades donde el sistema in-
mune desempefia un papel fundamental, la
pregunta fue: ;jestos microorganismos pueden
influenciar el comportamiento del sistema in-
mune?. Esta pregunta surge a raiz del conoci-
miento de que, la administracién oral de un
antigeno puede inducir o inhibir la respuesta
inmune de mucosa (activacién o tolerancia).
Por otra parte un inmunomodulador oral, no
debe inducir un efecto inflamatorio intestinal
o alterar el balance de la microbiota intestinal,
hecho que podria llevar a la translocacion de
bacterias mas alla del intestino. Es imprescin-
dible conocer el funcionamiento del Sistema
Inmune Mucoso (SIM) para sugerir el empleo
de microorganismos probidticos como adyu-
vantes orales.

SISTEMA INMUNE MUCOSO.
GENERALIDADES

Las superficies mucosas estan en contac-
to directo con el ambiente externo y son por
ende altamente vulnerables a la penetracion,
colonizacién e invasion de microorganismos
particularmente patégenos. Sin embargo la
entrada de antigenos es regulada por mecanis-
mos inmunoldgicos inespecificos en el tracto
gastrointestinal asi como la estructura fisica
del propio epitelio. Las primeras barreras que
actian cuando ingresa un antigeno extrafio
por via oral son la microbiota intestinal y el
epitelio. Las células epiteliales permanecen
unidas mediante uniones estrechas y forman
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una barrera que impide el paso de los microor-
ganismos nocivos. Las secreciones intestinales:
enzimas, bacteriocinas, e inmunoglobulinas,
estan implicadas en la defensa del huésped
conjuntamente con la microbiota y el peristal-
tismo intestinal que hacen dificultosa la adhe-
sion de los microorganismos al epitelio, paso
fundamental en toda invasion (13). El intesti-no
tiene ademads un sistema inmune complejo
asociado a mucosas que es capaz de tolerar la
carga masiva de antigenos dietarios y de los
microorganismos comensales que colonizan el
aparato gastrointestinal, al mismo tiempo que
puede reconocer y rechazar los microor-
ganismos enteropatdgenos que desafian las
defensas del cuerpo. Este tejido linfoide esta
organizado en sitios inductores de la respuesta
inmune (placas de Peyer (PP) en intestino del-
gado y noédulos linfoides en intestino grueso) y
por sitios efectores (lamina propia y criptas),
donde se encuentran todas las células del sis-
tema inmune.

Para que las células inmunes asociadas a
intestino se activen, éstas deben tomar con-
tacto con el antigeno, el cual puede ingresar a
través de diferentes vias, enterocitos, células
M de PP (14),

ponerse en contacto con las células del sistema

células dendriticas, para
inmune intestinal.

Una de las principales inmunoglobu-linas
que se producen a nivel de mucosas en
respuesta al antigeno es la IgA secretoria. Se ha
demostrado que la resistencia a la infeccion esta
relacionada directamente con la produc-cién de
anticuerpos IgA secretoria (15). Las células B
IgA+ estimuladas por los antigenos pueden
migrar por via linfatica al nédulo me-sentérico y
de alli pasar a via sanguinea por el conducto
toracico. Esta migracion celular constituye el
ciclo de la IgA, donde los LB IgA+ pueden

repoblar, ademads de la lamina propia

del intestino, otros tejidos mucosos distantes
(bronquios y glandulas mamarias) (16).

INFLUENCIA DE BACTERIAS
PROBIOTICAS Y LECHES FERMENTADAS
SOBRE LA RESPUESTA INMUNE

Considerando estos conocimientos, se
estudid la influencia de la administracion oral
de diferentes cepas consideradas probioticos
(Lactobacillus (L) casei CRL 431, Lactobacillus (L)
acidophilus CRL 724, Lactobacillus (L) delbruec-
kii subsp. bulgaricus CRL 423 y Streptococcus
thermophilus CRL 412) y de leches fermenta-
das conteniendo probidticos sobre el sistema
inmune, no solo a nivel de mucosa intestinal
sino también se evaluo el efecto de los mismos
sobre el sistema inmune sistémico.

En primer lugar se determiné si la ad-
ministracién oral de estos microorganismos
produce efectos secundarios, tales como la
induccion de una respuesta inflamatoria in-
testinal o translocacion bacteriana a higado y
bazo. También se evalud el efecto de estos pro-
bidticos sobre el sistema inmune de mucosas
en huéspedes normales e inmunosuprimidos
por desnutricién. Por otro lado, para medir el
efecto sobre la mucosa intestinal se estudi¢ el
perfil de citoquinas inducido por las bacterias
ensayadas y las células IgA+ en la lamina pro-
pia del intestino y en otros sitios mucosos dis-
tantes como bronquios y glandulas mamarias,
para determinar la capacidad de estas bacte-
rias de inducir el ciclo de la IgA. También se
evaluo si estas poseen efecto protector frente a
una infeccion con enterobacterias.

Se estudi6 la actividad antitumoral de la
cepa de L. casei en un tumor no-intestinal (fi-
brosarcoma) y la actividad anti carcinogénica
de leches fermentadas: como yogur, en un mo-
delo de cancer intestinal y se determinaron los
posibles mecanismos involucrados.
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Se realizaron estudios en ratones norma-
les, sin patologia de base, tendientes a
determi-nar los mecanismos por los cuales las
bacterias probiodticas activan las células
inmunes asocia-das a intestino. Esto incluyd el
estudio de la interaccion de probidtico con la
célula epitelial intestinal y con las células
inmunes intestina-les, las sefiales bioldgicas
que se inducen como consecuencia de la
interaccién, tiempo de per-manencia de las
bacterias en el intestino, im-portancia de la
especificidad de especie y de la viabilidad de
la bacteria probidtica en dicha estimulacion.

Considerando que el consumo de probid-
ticos y leches fermentadas es propuesto
actual-mente como parte de la dieta diaria, se
evalu6 la influencia de la administracion de
probio-ticos durante periodos prolongados
sobre el SIM.

Se realizaron estudios para determinar la
importancia de la administracién de probidti-
cos y una leche fermentada en la prevencion
frente a una infecciéon con Salmonella entérica
serovar. Ttyphimurium.

Los resultados obtenidos demostraron la
inocuidad del consumo de bacterias probioti-
cas o leches fermentadas ya que no hubo tras-
locacioén a higado y bazo asi como hepatome-
galia o esplenomegalia, sin embargo se obser-
vé aumento de la respuesta inmune humoral
y celular (17, 18, 19, 20).

La administracion oral de las bacterias
acidos lacticas (L. casei, L. acidophilus, L. del-
brueckii subsp. bulgaricus y S. termophilus) pro-
dujo activacion de los  macréfagos
peritoneales y aumentd la respuesta inmune
humoral y ce-lular, evidenciada por Ila
activaciéon de linfoci-tos T y B (17, 18). Estos
estudios concuerdan con otros autores (21).

Estudios histologicos realizados en intes-

tino delgado de ratones sanos que recibieron

la administracién oral de L. casei, L. acidophilus
L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S.termophilus
mostraron aumentos en la celularidad en lami-
na propria del intestino, siendo ese aumento
predominantemente de células mononuclea-
das, sin embargo los aumentos observados no
modificaron la histologia normal del intestino.
(19, 22). Estudios realizados con anticuerpos
especificos para determinar que células esta-
ban aumentadas, mostraron incrementos im-
portantes en el numero de células producto-
ras de citoquinas y de IgA. Todo esto estuvo
acompanado de elevados niveles de Bcl2, pro-
teina responsable de la activacion celular (23).

Todas las bacterias estudiadas indujeron
un perfil de citoquinas diferente, en donde se
observaron aumentos en el nimero de células
positivas tanto de citoquinas reguladoras (IL-4
e IL-10) como pro-inflamatorias (IL-12, IL-6
IFNg TNFa). Sin embargo, la produccién de
citoquinas proinflamatorias estuvo siempre
regulada por IL-10 e IL-4, mientras que no se
observaron aumentos en el nimero de células
IL-2+ (23, 24, 25). Para otras bacterias probio-
ticas también se ha descripto que las mismas
aumentan el numero de células secretoras de
citoquinas asociadas a lamina propia del intes-
tino (26).

Se estudi6 la influencia de la administra-
cién del probidtico L. casei en el equilibrio Th1/
Th2 para un antigeno protéico (ovoalbiimina),
en donde los resultados mostraron un claro
balance hacia la respuesta Th2 (23). El balance
Th2 también fue influenciado por otras bacte-
rias probidticas (27).

La administracion oral de L. casei indu-jo
aumentos en el nimero de células IgA+ en
lamina propia de intestino y en bronquios; el
efecto fue siempre dependiente de la dosis.
Esta bacteria ademas fue capaz de aumentar el

numero de células IgA+ en glandulas mama-
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rias. Esta evidencia demuestra que la adminis-
tracién oral de bacterias probiodticas aumenta
la inmunidad de las mucosas no sélo a nivel
intestinal sino también a nivel de bronquios y
de glandulas mamarias, es decir inducen el ci-
clo de laIgA (28, 29).

En un modelo experimental de desnutri-
cion inducido en ratones BALB/c por una die-ta
carente de proteina (PEM), se demostré que la
administracién de yogur convencional o de una
cepa probiotica (L. casei), pueden mejorar la
estructura histolégica del intestino evitando la
traslocacion bacteriana y mejorando la resis-
tencia frente a una infeccién con enteropatdge-
nos como Salmonella y Escherichia coli. También
se induce la recuperacion de la actividad fago-
citica de los macréfagos peritoneales (30, 31).

Con respecto a este ultimo punto, se sabe
que las infecciones entéricas con etiologia bac-
teriana son un problema de salud mundial, y
son la causa principal de mortalidad infantil
en paises subdesarrollados constituyendo un
riesgo permanente para el viajero. El uso ex-
tenso de antibidticos en salud publica no es
recomendado debido a las complicaciones que
ello puede traer posteriormente, como droga-
resistencia y toxicidad crénica. Actualmente
no hay vacunas orales eficaces que protejan
contra diarreas de etiologia diversa. Es por
ello que la administracion oral de las bacterias
probioticas para prevenir estas enfermedades,
resulta una posibilidad atractiva. Los lacto-
bacilos y las bifidobacterias tienen una larga
historia como agentes bioterapéuticos segu-
ros y siguen siendo las bacterias mas comunes
usadas como suplementos dietarios. Los me-
canismos sugeridos por el cual los probioticos
pueden ejercer su efecto protector o terapéu-
tico contra los enteropatdgenos incluyen, la
competicion por sitios de adhesién, la produc-

ciéon de metabolitos inhibitorios, agentes anti-

microbianos contra patdgenos, la modulacion
de la produccién de la toxina o la modulacion
de la respuesta inmune del huésped (32). Este
conocimiento llevd a estudiar el efecto de la
administracion de probidticos en una infec-
cién entérica causada por Escherichia coli en-
teroinvasiva y por Salmonells Typhimurium.
Se realizaron estudios in vitro y ex vivo para
tratar de dilucidar los mecanismos implicados
en la capacidad preventiva observada contra
las bacterias enteropatogenas. Los resultados
demostraron que la administracion oral de L.
casei o de L. delbrueckii subsp. bulgaricus duran-
te 7 dias, protegio a los ratones contra la infec-
cion con Salmonella (33, 34). L. casei fue el tinico
en prevenir la infeccién con E. coli, siendo uno
de los mecanismos involucrados en este proce-
so el aumento de los niveles de IgA-secretoria
especifica para la bacteria patdgena. Este efec-
to protector fue dosis dependiente. Igual efec-
to se observo cuando se administré una leche
fermentada con la cepa probidtica L. casei (35).
La actividad protectora de probioticos frente
al patégeno Salmonella Typhimurium también
ha sido descripta por otros autores (36).

Entre los mecanismos mas importantes
observados en la proteccion frente a Salmonella
ejercida por L. casei se puede mencionar una
mayor activacién de las células epiteliales de
intestino, evidenciadas por un aumento tanto
in vitro como ex vivo en la produccion de IL-6 y
MCP-1 por estas células. Esto va acompafia-do
de un aumento en la actividad fagocitica de
células presentadoras de antigenos (macrofa-
gos y células dendriticas) en el sitio inductor
de la respuesta inmune (placa de Peyer), y de
aumentos en la producciéon de IgA especifica
para el patogeno Salmonella, esto ayuda a la re-
sistencia contra la infeccion observada en los
ratones tratados con la cepa probiotica (34).
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Las diferencias encontradas con otros
autores en relacion al efecto protector frente a
enterobacterias son debidas en gran parte a que
la biologia de la infeccion es caracteristica para
las  distintas  bacterias  enteropatdgenas.
Salmonella demuestra mayor afinidad para las
células M de las placas de Peyer del intestino
delgado, que son la puerta principal de entra-da.
La capacidad de Salmonella de sobrevivir dentro
de las células fagociticas permite que el
patdgeno evada al sistema inmune del hués-ped
e invada tejidos mas profundos. Los ma-créfagos
y los neutrofilos mueren por apopto-sis. Este
altimo proceso es un paso importante en la
patogénesis de la infeccion por Salmonella.

Los mecanismos implicados en este pro-
ceso (ademas de la s-IgA secretoria especifica)
fueron dependientes de la cepa empleada. Asi
entre ellos se pueden mencionar la inhibicién
celular de la apoptosis de macréfagos infecta-
dos, en el caso de animales que recibieron L.
delbrueckii subsp. bulgaricus o S. thermophillus
pero no con L casei. Otro de los mecanismos
involucrados es la liberacion de radicales oxi-
dantes, como el perdxido de hidrogeno, por
los macréfagos peritoneales estimulados con
tres antes

cualquiera de las cepas

mencionadas (33, 37).

ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE
LOS PROBIOTICOS Y LECHES
FERMENTADAS.

Los mecanismos implicados en el creci-
miento tumoral son muy complejos y escapan
a la vigilancia inmunoldgica, es por ello que
las terapias adyuvantes preventivas son mas
importantes que su empleo como terapéutico.
El uso de bacterias probioticas o leches fer-
mentadas con capacidad inmunomoduladoras
en la prevencion o en el retraso del crecimien-
to tumoral, son una posibilidad atractiva de

reducir el riesgo de cancer. Sobre este aspecto
numerosos autores han publicado sobre los
efectos beneficiosos de los probioticos en dife-
rentes tipos de canceres (38).

En el laboratorio se usé un modelo expe-
rimental y considerando la capacidad inmuno-
moduladora de L. casei, se determind el efecto
de este microorganismo sobre la inhibicién de
un tumor no-intestinal inducido quimica-
mente con metilcolantreno (fibrosarcoma).
También se analizo el efecto inhibitorio del yo-
gur en la iniciacién o en la promocién de un
cancer de colon quimicamente inducido con
dimetilhidrazina (DMH) y estudiamos los po-
sibles mecanismos implicados en la actividad
antitumoral.

La administracién oral de L. casei fue ca-paz
de inhibir el crecimiento del fibrosarcoma
inducido con metilcolantreno. El mejor efecto fue
alcanzado con las dosis mas bajas (2x10° células).
Los estudios realizados concluyeron en que la
actividad antitumoral observada con L. casei fue
debida a que esta cepa es capaz de activar al
sistema inmune, hecho que se vio re-flejado en
una mayor actividad de los macréfa-gos
infiltrados al tumor, los cuales mostraron altos
niveles en la produccion de TNFa con
disminucion de la capacidad citotoxica (39).

El efecto negativo observado con altas
dosis de L. casei pudo ser debido a una auto-
regulaciéon de los mecanismos inmunes a nivel
intestinal como consecuencia de un estimulo
excesivo con disminucién de la actividad in-
mune y la consecuente progresion tumoral.

Para estudiar la capacidad antitumoral
del yogur, se determiné previamente el efecto
de su administraciéon en la mucosa intestinal
(40, 41). El yogur fue administrado durante 10
dias consecutivos antes de la induccion con el
carcindégeno, y su administracion continud

después de la induccién del tumor, es decir se
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realizé una alimentacion ciclica con yogur por
periodos de 10 dias seguidos de un descanso de
una semana, esto se repitio durante 6 meses
consecutivos (periodo en el que se desarrolla el
tumor). En los animales control del tumor se
observd una fuerte respuesta inmune inflama-
toria, causada por el agente carcinogénico, con
aumento significativo en el nimero de células
IFNg+ de TNFa+, de linfocitos B y de linfocitos T
CD8+. La alimentaciéon con yogur inhibi6é el
desarrollo del tumor disminuyendo la respues-ta
inmune inflamatoria con aumentos en el niumero
de células IgA+, de linfocitos T CD4+, y aumento
de la apoptosis celular con niveles elevados de
IL-10, también se observd una dis-minucion de
radicales oxidantes (42, 43).

Los mecanismos inmunes usados por el
yogur para disminuir la respuesta inflamatoria
causada por el agente carcinogénico fueron di-
ferentes a los observados con la droga antiinfla-
matoria indometacina. La diferencia principal
fue que la indometacina no producia aumentos
de la actividad infiltrativa de las células inmu-
nes en el intestino grueso y se detectaban nive-
les bajos de citoquinas. La actividad antitumo-ral
del yogur estaba mediada por su capacidad
inmunomoduladora y por la disminucion de las
enzimas microbianas asociadas a carcinogé-
nesis. Se determiné que la sola suplementacion
con yogur no podia inhibir el desarrollo del tu-
mor en la etapa de la iniciacién, no obstante la
administracién ciclica del yogur después de la
induccién del tumor, inhibia la promocion y la
progresién del tumor (40, 44).

A través de estos estudios se demostrd que,
la capacidad antitumoral del yogur estaria
mediada por el aumento de células IgA+, lin-
focitos T CD4+ no asi de los linfocitos T CD8+,
por niveles elevados de IL-10, es decir a través
de una respuesta antiinflamatoria (45).

En el andlisis de la capacidad antitumoral

mediada por yogur convencional, sin el agre-
gado de otra bacteria probidtica seleccionada
no existen antecedentes previos a nuestros es-
tudios.

MECANISMOS IMPLICADOS EN EL
IMMUNOSTIMULATION POR LAS
BACTERIAS PROBIOTICAS

Los estudios anteriores son la prueba
cientifica del papel importante de las bacterias
probioticas y/o de leches fermentadas que con-
tienen estos microorganismos en la activacién
del sistema inmune de mucosas y sistémico.
Estos resultados llevaron a analizar los meca-
nismos implicados en la activaciéon inmune
ob-servada y a determinar cuales son las
células mas involucradas en dicha activacion.

Existen muchos estudios tendientes a
explicar la immunostimulaciéon de células in-
munes intestinales por bacterias patdgenas;
pero hay pocos estudios que expliquen como
el sistema inmune de mucosas responde frente
a la entrada de microorganismos no patoge-
nos. Uno de los principales desafios es tratar
de comprender cémo las bacterias comensa-les
se comunican entre si y con las células del
huésped y como las células inmunes pueden
discriminar cuando las sefales microbianas
provienen de un patdgeno o no, llevando a la
activacion de las células inmunes intestinales
0, a la no respuesta considerada como toleran-
cia oral.

En el microambiente intestinal, existe una
compleja red de sefiales enviadas entre bacte-
ria-bacteria y entre bacteria-célula epitelial. En
este complejo ecosistema ;cOmo se genera una
respuesta mucosa frente a microorganismos
no patégenos? Y ;como y cudles son las célu-
las del sistema inmune que responden frente a
la estimulaciéon con bacterias probidticas?.
Otras preguntas que surgen al respecto son si
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la interaccién de la bacteria probiodtica se
limita solo a la célula epitelial del intestino o si
existe interaccion directa entre la bacteria y las
célu-las inmunes del intestino. Si esto es asi, y
se estimula la célula epitelial y las inmunes
aso-ciadas, deberia haber una respuesta por
parte del sistema inmune mucoso, ;como seria
esa respuesta? y ;Cuales son las sefiales
inducidas por el probiotico?.

Debido a que muchos alimentos que son
promovidos actualmente en la industria con-
tienen microorganismos probiodticos, como éstos
SIM, es

determinar si el consumo prolongado de los

estimulan el importante poder
mismos podrian tener algin efecto adverso en el
consumidor, ello es debido a que para poder
tener un efecto, las bacterias probidticas nece-
sitan adherirse al epitelio y permanecer duran-te
un tiempo en el intestino, pero ;cual es el tiempo
real de permanencia de las mismas en el
intestino? ;En este sentido, el uso de bacte-rias
indigenas seria mas recomendable que la
administracién de bacterias exdgenas?

Con motivo de contestar los interrogan-tes
planteados, se estudid la interaccién de bacterias
probidticas con las células epiteliales e inmunes,
marcando a las bacterias con una sustancia
fluorescente de manera de poder seguir la
de la

administracion,

trayectoria misma luego de su

paralelamente se realizaron
estudios con microscopia electrénica de trans-
mision y se detectdé la bacteria probidtica ad-
ministrada mediante técnicas de inmunomar-
cacion usando oro coloidal. Los resultados
mostraron que la bacteria probidtica entera
puede interaccionar directamente con las célu-
las epiteliales intestinales a los 5 minutos de su
administracién a nivel de las microvellosida-des
de las mismas. Solo fragmentos bacteria-nos
fueron encontrados en el interior de las cé-lulas

epiteliales y posteriormente de las células

inmunes (25, 46). También se observd que los
macrofagos y las células dendriticas asociadas
a intestino pueden fagocitar a la bacteria ente-
ra o a sus fragmentos. Esto puede ser debido a
la internalizacion de las bacterias por las célu-
las M de placa de Peyer o de las vellosidades.
En estos estudios, el grupo de trabajo fue el
pionero en obtener la prueba cientifica sobre
la via de internalizacién de estas bacterias no
patdgenas.

Los receptores involucrados en la activa-
cién de células epiteliales e inmunes por la in-
teraccion con las bacterias probioticas son los
receptores toll (TLR2) y el receptor (CD206) de
macréfagos. Como consecuencia de la interac-
cién bacteriana con los TLR-2 de la célula epi-
telial, estas células, producen citoquinas prin-
cipalmente IL-6 a diferencia de los microorga-
nismos patodgenos que inducen produccion de
IL-8. Se observé que luego de que las bacterias
probioticas interaccionan con el epitelio, algu-
nas de ellas o sus fragmentos entran en con-
tacto con las células fagociticas, macréfagos o
células dendriticas, por medio de los recepto-
res de membrana TLR-2 y el receptor CD-206.
Como consecuencia de dicha interaccion se
producen mediadores quimicos que van a per-
mitir la comunicacidén entre las células, como
son las citoquinas, también se incrementaron
el numero de células IgA+, pero no hubo pro-
liferacion de la poblacién de linfocitos T CD4+
y CD8+ (47) .

Se determind la importancia de la viabili-
dad de la bacteria probidtica para poder evo-car
una respuesta inmune a nivel intestinal, sin
embargo no es una condicion indispensable ya
que algunos de los lactobacilos administrados (L.
bulgaricus) produjeron una buena respuesta
inmune a nivel de intestino delgado aunque no
comparable con la obtenida con la cepa viva.

También se demostré que el tiempo de
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permanencia de las bacterias probioticas en el
intestino es similar al de cualquier antige-no
particulado (72 hs) (46), y que el consumo de
los mismos durante tiempos prolongados no
produce efectos adversos (48, 49). Estos re-
sultados muestran que el consumo continuo o
diario de probidticos o leches fermentadas que
lo contienen mantendrian al sistema in-mune
en estado de vigilancia de manera de
responder rapidamente frente a un estimulo o
agresion antigénica (bacteria patdgena, células
tumorales).

Si bien el probidtico produce una estimu-
lacion de las células inmunes en el intestino, la
respuesta inmune innata es la mas involu-
crada, manteniendo la homeostasis intestinal.
No se obtuvo respuesta con produccién de
anticuerpos para los antigenos de la bacteria
probiotica administrada, con lo cual podemos
concluir que no hubo presentacién antigénica
anivel de placa de Peyer (50).

En relacion a la importancia de la espe-
cificidad del huésped en la seleccion de bac-
terias probioticas para obtener una buena res-
puesta inmune intestinal, se demostrd que ello
no es necesario, luego de comparar bacterias
probioticas con no-probiodticas comensales y
no-comensales (51). Las bacterias comensales
estan implicadas mas en la regulacion de la
ho-meostasis intestinal, mientras que las
bacterias probioticas estdn involucradas en la
activacion regulacion del sistema inmune (52).

Fuimos los primeros en establecer la hi-
potesis de que las bacterias probidticas
estimu-lan la respuesta inmune innata.
Actualmente hay trabajos de otros autores que
han profun-dizado en las vias de sefalizacion

a nivel ce-lular (53).

PERSPECTIVAS FUTURAS PARA VALIDAR
EL EMPLEO DE MICROORGANISMOS
PROBIOTICOS COMO ADYUVANTES
ORALES

Es de importancia determinar las sefia-les
bioldgicas inducidas por los probidticos a las
células de la inmunidad innata y adapta-tiva,
a través del analisis de diversos factores
transcripcionales (NFkB, NFAT, PKC) o en-
zimas (calcineurina) implicadas en la activa-
cién inmune, para establecer cual de ellos es el
mas relacionado al estimulo inmune indu-cido
por el probidtico en forma comparativa con
patdgenos intestinales. Este estudio sera un
paso importante para seleccionar el mar-cador
inmune diferencial en la selecciéon de cepas
probioticas. También seria de gran va-lor
evaluar porque no todos los lactobacilos son
probidticos y determinar cudles son los
epitopes de la pared celular de estas bacte-rias
que estan involucrados en la activacion
inmune observada. ;Puede la administracion
de un probidtico influenciar la maduracién
temprana de las células inmunes asociadas a
la mucosa intestinal?, ;por qué no inducen to-
lerancia oral?, ;cudl es el mecanismo diferen-
cial de los lactobacilos por los cuales algunos
inducen tolerancia y otros activaciéon inmune?
Contestar estos interrogantes permitira vali-
dar el empleo de los lactobacilos probidticos
como adyuvantes orales del SIM.
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