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MISION

La Revista de Farmacologia de Chile es considerada el drgano oficial de difusion cientifica y de opinién de la
Sociedad de Farmacologia de Chile. En un principio esta revista nacié como un remozado libro de resumenes del
XVIII Congreso Latinoamericano de la Asociacién de Farmacologia realizado en Chile el afio 2008. Desde 2009 y
hasta ahora la Revista de Farmacologia de Chile ha recibido varios trabajos originales de investigacion y diversas
revisiones de temas farmacoldgicos relevantes.

La Revista de Farmacologia de Chile aborda temas relacionados con la farmacologia basica y experimental, asi como
investigaciones clinicas. Las dreas temdticas principales son: farmacocinética, farmacodinamia, farmacologia
cardiovascular, farmacologia pulmonar, farmacologia endocrina, neurofarmacologia, farmacologia clinica, estudios
preclinicos, estrés oxidativo, fitofarmacologia, ciencias farmacéuticas, quimica-médica y toxicologia. También la
revista actualmente permite divulgar opiniones sobre los principales temas de salud relacionados con
medicamentos en Chile, la presentacion de lineas de investigacion de laboratorios nacionales en donde se realizan
investigaciones farmacoldgicas, informacion de curso y programas de postgrados nacionales en farmacologia y la
publicacidon de resumenes cientificos del Congreso Anual SOFARCHI.

Audiencia:

La Revista de Farmacologia de Chile esta dirigida a farmacdlogos nacionales e internacionales interesados en la
divulgacion de la farmacologia. También esta dirigida a estudiantes de pregrado de carreras universitarias del area
de la salud y ciencias biomédicas, y a estudiantes de postgrado que cursen maestrias y doctorados en farmacologia.

Periodicidad:

Se editaran 3 nimeros anuales (Abril, Agosto y Diciembre) en formato digital e impreso. El nimero de Diciembre
incluira trabajos originales y los resimenes del Congreso Anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile.

Temas a Publicar:

e Articulos originales en Farmacologia Bdasica, Farmacologia Clinica, Farmacoterapia y Toxicologia.

e Articulos originales de investigacidn nacional e internacional en Farmacocinética y Farmacogenética.

e Articulos de revision de temas farmacoldgicos importantes sobre las diversas tematicas de la disciplina.

e Articulos de Informacion de nuevos farmacos incorporados al arsenal terapéutico nacional.

e Opiniones oficiales de la sociedad sobre los aspectos regulatorios y nuevas politicas de medicamentos.

e Articulos sobre nuevas metodologias docentes, aplicadas en Farmacologia.

e Informacién detallada de nuevos reportes de reacciones adversas reportadas a nivel internacional y nacional.

e Librosy revistas de los temas.

e Promocidn de actividades académicas, congresos y cursos nacionales e internacionales en farmacologia.

e Publicitar las ofertas de trabajo de insercion académica en Universidades Chilenas y extranjeras, asi como las
oportunidades de insercion laboral en la industria privada ligada al desarrollo de farmacos.

Revista de Farmacologia de Chile es publicada por la Sociedad de Farmacologia de Chile.
Contacto: Avenida Independencia 1007, Independencia, Santiago, Chile. Teléfono: 56-2-29786050; Correo Electrénico: consultas.sofarchi@gmail.com;

farmacologia@med.uchile.cl
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EDITORIAL VOLUMEN ESPECIAL DE FITOFARMACOLOGIA

Edgar Pastene, M.Sc., Ph.D.

Co-Editor

Vice Presidente de la Sociedad de Farmacologia de Chile
Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcién

La medicina basada en sustancias de origen vegetal, posee un uso muy bien documentado durante miles
de afios. La maquinaria bio-sintética del reino vegetal ha evolucionado generando una miriada de
metabolitos secundarios Utiles como agentes de defensa contra bacterias, virus, hongos e insectos. La
etnomedicina ha empleado estos recursos naturales con diversos fines y gracias al avance del
conocimiento cientifico ha ayudado a dar forma a la Fitoterapia moderna con sélidas bases
farmacoldgicas. De acuerdo a la OMS, alrededor del 80% de las personas aun reconoce usar plantas
como medicina para propdsitos de atencidn primaria. Cabe destacar que el 80% de 122 drogas derivadas
de plantas poseen una aplicacidon estrechamente relacionada con su uso etnofarmacoldgico.

En este numero de la Revista de la Sociedad de Farmacologia de Chile, se presentan tres trabajos de
autores nacionales que abordan este campo. El primer trabajo, corresponde a una revision de Pastene et
al., en la cual se destaca el interés por el desarrollo de nuevos antimicrobianos con efecto inhibitorio de
la anhidrasa carbdnica, la cual en ciertas bacterias como el Helicobacter pylori es una de las enzimas
esenciales para la aclimatacion en el medio acido estomacal. En el articulo se explora el potencial que
ofrecen las estructuras polifendlicas extraidas de fuentes vegetales de bajo valor como molde para el
desarrollo de nuevos inhibidores enzimaticos. Se discuten estrategias sintéticas sobre la base de
resultados preliminares del grupo de investigacion, destacando cdmo estos derivados hibridos podrian
dar origen a una nueva generacion de antimicrobianos mads selectivos y seguros. El segundo trabajo de
Avello et al., presenta un estudio experimental sobre el efecto protector de un extracto de Solanum
lycopersicum (tomate) en modelo de membranas bioldgicas a través de ensayos antioxidantes, técnicas
de difraccidn de rayos X y microscopia dptica de desenfoque. En el articulo se demuestra como el
licopeno en conjunto con carotenos y sustancias fendlicas pueden proteger membranas bioldgicas del
ataque con agentes oxidantes, mediante una combinacién de efectos anti-radicalarios y biofisicos.
Finalmente, en el tercero de estos trabajos de Rojo et al.,, revisa la importancia de las bio-
transformaciones que sufren los polifenoles provenientes de productos naturales (plantas medicinales y
alimentos). Si bien, el microbioma humano es una caja de pandora que sélo recientemente ha empezado
a entenderse, cada vez hay mas antecedentes de que éste puede generar nuevos compuestos a partir de
los polifenoles con variadas actividades biolégicas mas alla de sus consabidas propiedades antioxidantes.
Este enfoque busca entender los mecanismos mediante los cuales los polifenoles pueden desplegar
efectos beneficiosos in vivo, incluso en compartimientos particularmente complejos como el cerebro. Se
analiza el caso especifico del efecto neuroprotector de metabolitos fendlicos, asi como de los desafios
futuros de este emergente campo de investigacion. Por ultimo y adicional a este volumen especial se
incluyen dos trabajos de farmacologia clinica realizados en nuestro pais que muestran la experiencia
clinica del uso de antibidticos en odontologia.
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CARBONIC ANHYDRASE FROM Helicobacter pylori AS PHARMACOLOGICAL TARGET: USING
NATURAL POLYPHENOLS AS POTENTIAL TEMPLATES FOR DEVELOPMENT OF NEW
ANTIMICROBIALS
(Anhidrasa carbonica de Helicobacter pylori como blanco farmacoldgico: uso de polifenoles
naturales como potenciales modelos para el disefio de nuevos antimicrobianos).

Edgar Pastene N.»", Romina Carvajal C."*, Felipe Zufiga A.%, Julio Alarcén E.> y Apolinaria Garcia C.*

"Laboratorio de Farmacognosia, Departamento de Farmacia, Facultad de Farmacia, P.O. Box 237, Universidad de Concepcidn, Concepcidn, Chile.
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* Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana, Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcidn.

ABSTRACT

The pathogen Helicobacter pylori (Hp) is a bacterium that infect near the half of the world’s. In Chile infection with Hp reach overall ~ 80%,
depending on the geographic area and socioeconomic factors. Nowadays, it is well established that Hp infection underlies the etiology of several
gastrointestinal pathologies like duodenal ulcer, gastritis and gastric cancer. The consensus for treatment of Hp infection considers using two
antibiotics and a proton pump inhibitor during 14 days. This schedule often is associated with the report of side-effects, which eventually could
lead to drop out eradication therapy and finally to elevate the prevalence of antimicrobial resistance. Due to Hp strains displaying antibiotic
resistance phenotypes are dramatically increasing, a plethora of studies has been focused in the search for new natural substances with anti-Hp
activity. Regarding this later, since year 2011 our group investigates the effect of natural proanthocyanidins (PAC) upon Hp infection (Fondecyt
11110442). In this study we demonstrate that urease inhibition and Hp-adherence to AGS cells depends on PAC size and flavan-3-ol nature.
Recently, Hp carbonic anhydrase (CA) has gained importance because it acts cooperatively with urease and help to neutralize the pH of the
surrounding environment. According to literature, inhibition of CA depends on the "Zinc Binding Properties" of the molecule. In this context,
polyphenols have been the most investigated, albeit its activity is by far less potent than classical inhibitors like sulfonamides (e.g.,
acetazolamide). In line with these findings, we observe that a series of PACs-derivatives prepared via nucleophilic attack showed poor inhibition
upon urease, but display a consistent inhibition of human carbonic anhydrase (hCA I). In order to improve Hp CA inhibition properties, different
synthetic strategies could be applied using various phenolic scaffolds as template. In this review we will give an overview regarding the
importance of the AC as a potential anti-Hp target and specifically how polyphenols could be interesting candidates for development of new
HpCA inhibitors. Hence, natural polyphenols could be used as model for the design of new semi-synthetic and synthetic derivates with anti-Hp
effects through the concomitant inhibition of carbonic anhydrase and urease activities (Fondecyt 1150948). Such effects could reduce the ability
of this pathogen to colonize gastric mucosa. The introduction of specific "Zinc Binding Groups" and the support of in silico tools will guide the
refining of such compounds in order to originate more potent, selective and safer molecules valuable for the eradication of this pathogen.

Keywords: Helicobacter pylori, polyphenols, carbonic anhydrase, zinc binding group.
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1) Helicobacter pylori INFECTION, A PUBLIC HEALTH
PROBLEM:

Helicobacter pylori (Hp) is a bacterium that infect near the
half of the world’s population with prevalence up to 90% in
some developing countries. In such countries this pathogen
is acquired during childhood and its prevalence is greater
in individuals belonging to lower socioeconomic status
(Garcia, et al., 2014). In Chile infection with Hp reach

overall ~ 80%, depending on the geographic area and
gastric cancer mortality rate, principally (Ferreccio et al.,
2007). This bacteria is the etiologic agent of several
gastrointestinal pathologies like duodenal ulcer, gastritis,
gastric cancer and MALT lymphoma (Lamb and Chen 2013;
Wang et al., 2014). Additionally, the role of Hp in extra-
gastric pathogenesis like cardiovascular disease, Alzheimer
or colorectal cancer has been proposed (Franceschi et al.,
2014; Wang et al., 2014).

Correspondence to: Dr. Edgar Pastene. Departamento de Farmacia, Facultad de Farmacia, P.O. Box 237, Universidad de Concepcidn, Concepcion, Chile. Teléfono:

56-041-2204208, E-mail: edgar.pastene@gmail.com
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Currently, Hp treatment combines two antibiotics
(clarithromycin plus amoxicillin or metronidazol) and a
proton pump inhibitor (omeprazol), which must be
administrated during 14 days according with the last
Maastricht consensus (Malfertheiner et al., 2012). Despite
of therapy duration, it is well-known that side-effects are
frequent and eventually could lead to fail to eradicate Hp
(Cavallo et al., 2006; Ayala et al., 2014). On the other hand,
the prevalence of antimicrobial resistance varies
geographically and ranges from 10 % to 90 % for
metronidazol and from 15 to 83 % for clarithromycin
(Megraud, 2007; Carmago, 2014). Moreover, strains
displaying antibiotic resistance are increasing, thereby the
search of new substances with anti-H. pylori activity is
considered an important task (Ayala et al., 2014). In this
line, a number of different natural products have been
screened, for instance essential oils, alkaloids and
polyphenols (Romero et al., 2007; Ayala et al., 2014).

2) KEY ROLE OF UREASE AND CARBONIC ANHYDRASE IN
ACID ACCLIMATION OF H. pylori:

The high efficiency of this bacterium to colonize human
gastric mucosa is largely due to its ability to neutralize
acidic environment of the stomach (Salama et al., 2013).
Such property is associated with the production of a large
amount of an enzyme named urease (EC 3.5.1.5), which
represent about 2-16% of the total protein synthesized by
this pathogen (Sachs et al., 2003). Although urease is
important during early stages of colonization, recently has
been established that urease is not the only enzyme that
Hp used to neutralize HCl in order to prevail in the gastric
mucosa. It is known that carbonic anhydrase (CA) of this
bacterium acts cooperatively with urease, helping to
neutralize the pH of the surrounding environment by
means of bicarbonate production (Marcus et al., 2005). As
shown in Figure 1, there is a close relationship between
urease and CA, which allow to this bacterium manage a
fine control of the surrounding pH. Indeed, Hp is endowed
with pH-sensor systems (HP0244, ARSS, ExDb) that enable
to detect changes in pH and further assemble the
cytoplasmic urease to produce ammonia (Scott et al., 2010;
Marcus, 2013; Wen et al., 2009). The urease activity is also
dependent on the urea influx, which is controlled by a
porin located in the outer membrane and the Urel channel,
which increases about 300 times the diffusion of urea to
the cytoplasm of Hp when the pH drops to critical levels
(Bury-Moné et al., 2001). Wen et. al, (2007), found that
exposure to acid pH also induces the expression of other
genes linked to adaptation. In particular, they noted that

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (1)

ArsRS regulon is also involved in raising up to 5 times in
the expression of periplasmic carbonic anhydrase (gene
HP1186, hpaCA, carbonate dehydratase EC 4.2.1.1). This
isoform of CA has certain modifications allowing its
location in the inner membrane of bacterium with the
catalytic site facing the periplasm. As shown in Figure 1, CA
also has a regulatory role in the cytoplasm where
participates in the pH modulation. However, through the
work of Chirica and colleagues (2001, 2002) it was
determined that this kind of CA belongs to a different
isoform named P—-CA, which predominates in the
cytoplasm. Moreover, SS1 Hp mutant strains for both
urease and CA were unable to colonize murine gastric
mucosa. These findings clearly demonstrate that CA is an
enzyme essential for the survival of Hp (Bury-Moné et al.,
2008). Importantly, recently has been reported that certain
CA inhibitors such as acetazolamide can inhibit the
infective capability of Hp suggesting that the enzyme is a
molecular target of high value (Nishimori et al., 2006).
Interestingly, the aforementioned is consistent with
previous studies in humans that were treated with
acetazolamide to aid the healing of gastric ulcers (Valean
et al, 1984; Shahidzadeh et al, 2005). In such patients, the
treatment not only was effective in the healing of the ulcer
but also lowering its recurrence (6% after 2 vyears
treatment). This latter has encouraged many researchers
to seek for new antibiotics based on the structure of
these molecules (Nishimori et al, 2006; Supuran 2011).

3) CARBONIC ANHYDRASE FROM H. pylori:

Carbonic anhydrases CA (EC 4.2.1.1) are a group of
metalloenzymes widely distributed in living organisms.
There are six distinct forms of CA described to date: a-, B-,
y-, 6-, T- and n-CAs (Supuran et al., 2010; Supuran, 2015;
Capasso & Supuran, 2015). Although, a-CA commonly is
found mainly in its monomer form, a crystallographic
analysis performed recently by Modak et al., (2013)
establish that in Hp this type of CA form predominantly
dimers. By another side, B-CA could form dimers,
tetramers and octamers. The a-CA is typically founded in
vertebrates, protozoa, algae, green plants and bacteria,
whereas B-CA are mostly founded in bacteria, algae and
Archaea (Smith at al., 1999).

In living organism these enzyme participates in many
relevant biological process such as respiration, CO,
homeostasis, gluconeogenesis, lipogenesis and ureagenesis
and tumorigenicity (Supuran 2008; Imtaiyaz et al., 2013).
Indeed, one of the drawbacks of using CA as molecular



target is the fact that there are a large number of isoforms
in many tissues and organs (Supuran, 2010). In humans,
only CA isoforms such as CA Il, VI, VII, IX, XIl and XIII are
susceptible of being inhibited by sulfonamides. Therefore,
in the designing process of hpCA inhibitors one should
guarantee that these new molecules as far as possible
should be highly specific. The alpha form of Hp CA (hpaCA)
was initially cloned by Chirica et al., (2001). This group
reported that hpaCA has a catalytic activity similar to hCA
I. Interestingly, using the full-length hpaCA and its
carboxyterminal truncated form, inhibitors of human a-CA
like acetazolamide were able to inhibit the bacterial
enzyme with K, values of 12-84 nM (Nishimori et al., 2006
a,b). Moreover, this group performs the same approach
with hpaCA and demonstrates that this form also could be
inhibited by different sulfonamides and sulfamates. All
these data suggest that the design of inhibitors with
activity against both isozymes should lead to Hp death
and thereby to its eradication (Nishimori et al.,, 2007,
2008).

Figure 1. Role of urease and carbonic anhydrase in pH regulation by
Helicobacter pylori (Adapted from Supuran, 2008 and Scott et al., 2007).
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3.1) STRUCTURAL INSIGHTS OF ALPHA-CARBONIC
ANHYDRASES

Crystal structures of the B-class include various mutants of
different isoforms as well as complexes of the protein with
inhibitors and/or activators. The first CA crystal structure
of human isozyme Il was determined in 1972 (Liljas et al.,
1972). Despite the obvious overall structural differences
between CA classes, closer inspection of the active sites
reveal remarkably similitude of the catalytic zinc center.
The overall fold of hCA Il can be described as a single-
domain, mixed a/B, globular protein that is almost
spherical with approximate dimensions of 5 x 4 x 4 nm?®
(Lindskog, 1997). A cluster of aromatic residues at the N-
terminus of the enzyme consisting of Trp5, Tyr7, Trpl6,
and Phe20 has been suggested to assist in the anchoring of
this region to the rest of the enzyme (Lindskog, 1997). The
active site folds first and independently of the N-terminal
region (Aronsson et al., 1995). The central feature of the
hCA Il structure can be described as a 10-stranded (BA-BJ)
twisted B-sheet, which is decorated on the surface by
seven o-helices. The strands of the B-sheet are mainly
antiparallel, with the exception of two pairs of parallel
strands. There is a conserved loop region extending
towards the active site that contains the proton shuttling
residue, His64. The active site consists of a conical cleft
that is ~ 15 A deep with the catalytic Zn®* placed at the
bottom of the cleft. The Zn®* is tetrahedrally coordinated
by four direct ligands: the imidazole groups of three
conserved His residues (His94, His96, and His119) and a
H,0/OH" molecule (Figure 2 B). In HpCA Zn®* atom is
coordinated by three histidine residues, His110, His112 and
His129 as is shown in Figure 2 C. Additionally, a CI" ion
(orange, sphere) is coordinated by histidine residue 129
and serine residue 127.

Major research on the a-class CA was performed mostly
with the mammalian isoforms. However, many bacteria
contain a-CAs as well (Supuran 2012). They were identified
in many pathogenic species, such as N. gonorrhoeae, H.
pylori and E. coli, among others. As is shown in Figure 2A
amino-acid sequence and structural comparison of the N.
gonorrhoeae a-CA with the human isoforms hCA | and I
and hpCA suggested that secondary structures are
essential identical, although, some loops are much shorter
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(Chirica et al. 1997; Elleby et al. 2001). The active-site
residues are almost identical to those of the hCA Il.

Figura 2.
)

His129

(A) The threaded structure of HpCA (dark line) superimposed on the N.
gonorrhoeae CA crystal structure (ribbon, pdb code 1kop [Huang, S., 1998]).
The putative zinc binding site is shown in brown sphere representation.
Threading calculations were performed using the software DeepView/Swiss
pdb-viewer together with Swissmodel on Expasy
(http://www.expasy.org/spdbv/), [Guex N, 1997]. Figure 2B: Active Site of
a-HpCA. The 3D structure of a-HpCA of Helicobacter pylori is shown in
cartoons representation. Figure 2C: Three histidines residues (H110, 112
and 129) coordinate the zinc at the putative binding site (shown in grey
sphere representation). A Cl" ion (orange, sphere) is coordinated by histidine
residue 129 and serine residue 127.

3.2) CATALYTIC FUNCTION OF hpCA:

Although alpha and beta isozymes have similar activity,
cytoplasm hpaCA form has a role strongly linked to urease
function, because it participates in the metabolism of urea
and bicarbonate (Scott et al., 2007). Cytoplasmic isoform
has a catalytic activity 3.2 times higher than that of hpaCA
and very similar to hCA | activity. However, its Km is closer
to the reported value for hCA II (Nishimori et al., 2006).
Overall, the catalytic efficiency of CA is one of the most
elevated in nature (kcat CO, 10° s'l) with second order
constants close to the diffusion-control limit (kcat/Km CO,
10° m* s™) (Lingskog and Silverman, 2000). The main
function of this enzyme is to catalyze the reversible
hydration of CO, to bicarbonate. This reaction occurs in
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two steps in a mechanism named "ping pong" (Lindskog,
1997). In the first part it occurs a direct nucleophilic attack
of the Zn(ll)-bound hydroxide group upon CO, to form
metal-bound HCO;, which is further displaced by a
molecule of water (equation 1).

H,0
CA:Zn-OH +CO, £—= CA:Zn-H,0 +HCO;’ (1)
CA:Zn-H,0+B £—3 CA:Zn-OH +BH* (2)

In the second step, the molecule of water that remains
bounded to Zn(l) it transfers a proton to buffer molecules
present in the solvent regenerating the Zn(ll)- bound
hydroxide of CA (equation 2) (Boone et al., 2013). Such
mechanism is shared by Hp CA isozymes.

4) CARBONIC ANHYDRASE INHIBITORS

4.1) DESIGN AND SYNTHESIS OF NEW CA INHIBITORS:
IMPORTANCE OF ZINC BINDING GROUPS AND in silico
APPROACHES:

AS mentioned above, acetazolamide (AZA) and several of it
derivates have also demonstrate been effective hpCA
inhibitors. In general terms such property could be
explained by the presence of substituent -SO,NH, which
functions as a "Zinc Binding Group" (ZBG), forming a
complex that prevent catalytic activity of the enzyme
(Aggarwal et al., 2013) (Figure 3). According to the model,
these derivatives bind to the deprotonated form of the
Zn(Il) ion and also forming part of hydrogen bonds and van
der Waals interactions with amino acid residues which
participate in the definition the hydrophobic and
hydrophilic regions of the active site. By far, research
regarding sulfonamides derivates is the most frequent,
mainly in the search of new leading molecules with better
selectivity upon different CA isoforms (Di Fiore et al., 2007;
Rami et al., 2013; Alafeefy et al., 2013; Aggarwal et al.,
2013; Vullo et al., 2016; Prete et al., 2016). However, as
will be discussed below, the ZBG may vary and should not
necessarily belong to -SO,NH, family, although this group
has one of the higher affinities to CA-bounded zinc.
Additional modifications of the sulfonamide derivatives
may improve their affinity and in some cases the selectivity
toward other isoforms. For example, the introduction of
substituent like cyanoacrylamide in certain
benzenesulfonamides generates inhibitors with activities in
the subnanomolar range. Moreover, these derivates are
more specific upon the human CA isoforms IX and XII,
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which are associated to malignancy (Alafeefy et al., 2013).
Similarly, the compounds derived from nitroimidazole-
sulfonamides/sulfamide/sulfamates possess greater
activity on CA isoform IX and have shown great potential
for attack hypoxic tumors over-expressing extracellular CA
isoforms (Rami et al., 2013). Recently, it was reported that
sulfonamides incorporating 4- and 3-nitrophthalimide
moieties generates potent inhibitors of human CA |, II, IX
and Xl isoforms (Sethi et al., 2014). One of the more
detailed sulfamate and sulfamide derivatives QSAR studies
was recently published by Tarko and Supuran (2013). Using
the algorithm PRECLAV they analyzed 116 derivatives in
their ability to inhibit human CA isoforms I, II, IX and XII, 51
of which were theoretical molecules (not synthesized).
Among the main conclusions that can be mentioned: a)
inhibition depends on the molecular shape and size of
sulfonamide (-SO,NH,) and to a lesser extension sulfamate
(-O-SO,NH,)/sulfamide (-NH-SO,NH,) b) the introduction
of lipophilic groups seems not to affect the activity c) the
presence of molecular fragments C6 (fully substituted
benzene), F, O, and NO, increases the activity of the
inhibitors d) the presence of molecular fragments C, CH,
CxHy (benzene / substituted naphthalene) decrease the
activity e) The mechanism of inhibition appears to be
similar for isozymes hCA IX and XII. As mentioned above,
other groups besides sulfonamides could inhibit different
isoforms of CA. For instance, Barrese et al., (2008) reported
that the synthetic drug thioxolone inhibit hCA II. Actually,
this compound suffers hydrolysis giving a mercaptophenol
derivate which is the inhibitor formed in situ. Despite the
interesting profile of these thio-derivates, sulfonamides
still are the better inhibitors with Ki values in the
nanomolar range (Innocenti et al., 2008). By another side,
Senturk et. al., (2009) tested 10 new synthetic biphenyl di-
phenols which demonstrate interesting inhibitory
properties against hCA | and Il. These results indicate that
phenol framework could be used as template for the
synthesis of new CA inhibitors. Another research group
described the CA inhibitory effects of dithiocarbamates
(DTC) (Innocenti et.al, 2010; Carta et al, 2012; Oozing,
2015; Vullo et. al, 2016). Through studies based on x-ray
crystallography, Carta et al., (2012) demonstrated that one
of the sulfur atoms of the inhibitor coordinates with the
ion Zn (ll) as monodentate ligand and in turn directs the
canonical interactions of all ZBGs with Thr199-Glu106
residues establishing favorable interactions with nearby
amino acid residues, whose range of activity was between
0.97 nM-1.84 mM. Maresca et al., (2013) and Monti et al.,
(2012) describe a series of disubstituted dithiocarbamates
(N-mono- and -N, N) as effective inhibitors of B-CA from
the pathogen Mycobacterium tuberculosis [mtCA1l
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(Rv1284) and mtCA3 (Rv3273)], and also from pathogenic
fungi Cryptococcus neoformans, Candida albicans and
Candida glabrata. All these enzymes were inhibited
effectively in subnanomolar to micromolar ranges,
depending on the substitution pattern of the nitrogen
atom of dithiocarbamate zinc binding group.

Recently, a new class of inhibitors belonging
salicylaldoxime skeleton has been synthesized. Eight of
these derivatives were assayed against CA |, Il, IX and XII,
(Tuccinardi et al., 2013). Using docking and quantum
molecular experiments author demonstrated that
salicylaldoxime group is a new kind of ZBG. Hydroxamic
acid derivates also possess metal binding functions and
have been assessed for its inhibitory properties on histone
deacetylase, other zinc enzyme associated to cancer
process. However, these compounds could be metabolized
generating potentially mutagenic hydroxilamines (Park et
al., 2010). Due to most of the synthetic compounds
described above have limited clinical applications and
unknown toxicity, the search of safer molecules is
necessary.

Figura 3.

Hydrophilic halves
of active site

Zinc Binding Group

/

Tail Variable

W

His119

> Zn? — His96

His94

-

Hydrophobic halves of Aromatic Scaffold
active site

General scheme for the design of CA inhibitors harboring ZBG and variable
tail. Aromatic scaffold and the spacer help to modulate interactions with
hidrophilic and hidrophobic boundaries of the active site (adapted from
Pala et al., 2014).

4.2) Natural phenolic compounds as CA inhibitors:

Recent studies incorporate both, natural and its isolated
constituents (such as fungi and plants). These works have
reported new chemiotypes possessing CA inhibitory
activity that can potential serve for the design of future
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drugs (Karioti et al., 2015). Certain flavonoids inhibit the
enzyme glyoxalase-1, which is involved in cancer (Al-Balas
et al., 2012). Among the findings of this study, it was
reported that the presence of planar C-4 carbonyl and C-5
hydroxy groups in flavonoids allows the coordination with
zinc atom of the enzyme in a similar manner to hydroxamic
acid, a well-known zinc binding molecule, which inhibit CA.
Huang et al., (2009) investigated the inhibition of seven
natural phenols upon hCA II, being grifolic acid (ICsy 6.37
Bmol/L) and 4-O-methylgrifolic acid (9.79 Bmol/L) the most
active. These results suggest that there are other
functional groups beside sulfonamides that can bind zinc.
Indeed, docking calculations suggest that grifolic acid could
form bidentate interactions with zinc. So, flavonoids from
different sources are among the phenolic compounds
more investigated as inhibitors of CA. Ekinci et. al., (2013)
evaluated the inhibitory effect of quercetin, catechin,
apigenin, luteolin and morin on the activity of four
different human haCA (isoforms I-IV). In all cases inhibition
(Ki) was in the range 2.2-12.8 pmol. In other study
(Sarikaya et al.,, 2010), several phenolic acid were
investigated on hCA | and Il. Competitive inhibition was
founded for quercetin against hCA |, whereas gallic acid
and p-coumaric acid inhibited hCA II. Nevertheless, syringic
acid, ellagic acid, ferulic acid, caffeic acid, p-coumaric and
p-hydroxybenzoic acid inhibit hCA | and hCA Il in a non-
competitive fashion. Innocenti et al., (2008) investigate the
effect of resveratrol, curcumin, catechin, sylimarine and 2-
hydroxycinammic acid against BCA isoforms I-XV. All
compounds inhibit CA in the range of Ki 380 nmol - 12.02
Bmol. The authors note that these compounds were
competitive inhibitors but not elucidate the nature of the
interaction with the enzyme. Coumarins are one of the few
reported examples of phenolic natural products (non-
flavonoid) modified by the introduction of sulfonamide
groups. Previously, Maresca et al., (2009) demonstrated
that these coumarins inhibit CA in nanomolar range after
they were hydrolyzed inside the catalytic site giving cis-2-
hydroxy cinammic acid. They establish that coumarins are
suicide inhibitors because their hydrolysis products in fact
are able to plug the entrance of the catalytic site. This
mechanism does not compromise the catalytically active
zinc ion as sulfonamide derivatives. Despite these findings,
Tars et al. (2013) synthesized several sulfocoumarins,
which suffered hydrolysis by esterase activity of CA Il. The
products of this cleavage were 2-hydroxyphenyl
vinylsulfonic acids, which subsequently bound in a
different region of the catalytic site. However, the sulfonic
acid was observed anchored to the zinc-coordinated water
molecule, making favorable interactions with Thr200 and
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Pro201. Moreover, certain natural phenolics compounds
inhibit CA by means of different interactions inside de
active site cleft of CA and not necessarily by direct
coordination with zinc. This finding was reported by Davis
et al., (2011) in a study where 21 natural phenolic derived
compounds (fungal and plant reported) were tested
against fungal and Mycobacterium B and aCAs. This work
revealed that phenolic hydroxyl of these compounds
interacts with CA in a nonclassical fashion binding directly
to zinc-bound water molecule through hydrogen bond.
Furthermore, this binding mode provide to these
compounds with certain selectively of B over aCA
inhibition. Additionally, these natural phenolics were used
as scaffolds to synthesize eight new phenol-based amides
by reaction of 3-chloro-4-hydroxyphenylacetic acid with
different amines using 1-ethyl-3-(3"-dimethylaminopropyl)
carbodiimide hydrochloride and 4-dimethylaminopyridine.
One of these compounds contain the ZBG sulfamide (-
SO,NH,). As expected, in this derivative the binding to CA
zinc and its inhibition were improved. Therefore, we
thought that different phenolic compounds structures
could be refined, improving its zinc binding properties.
However, ZBG derived from sulfonamide, sulfamate or
sulfamide are very rare in plants (Poulsen and Davis, 2014).
Hitherto, (-) altemicidin and psammaplin are the unique
natural compounds harboring the ZBG -SO,NH,. Both
compounds are alkaloids isolated originally from the
marine  organisms  Streptomyces  sioyaensis  and
Pseudoceratina purpurea, respectively. Such compounds
have acaricidal and antitumor activities acting for example
as autophagy inducers or histone deacetylase and
topoisomerase Il inhibitors (Takahashi et al., 1989; Kim et
al., 1999; Mallol et al., 2014; Kim et al., 2015). Scozzafava
et al., (2015) reported that certain phenolic compounds
inhibit isozymes of human carbonic anhydrase (hCA I, II, IX
and XllI), with Kj; ranging from 2.20 to 515.98 BIM. Among
the phenols tested, compounds derivatives of 4-methyl
catechol and 3-methoxy catechol showed potent activity
(sub-micromolar range) and high selectivity against
transmembrane tumor associated isoforms of CA (hCA IX
and XIl). Karioti et al.,, (2015) described the in vitro
inhibition of different hCA isoforms of a group of natural
polyphenols including flavones, flavonols, flavanones,
flavanols, isoflavones and depsides extracted from Salvia
miltiorrhiza and Quercus ilex. They found that these
derivatives not only showed inhibitory activity but also
high selectivity against isoforms of hCA | and Il. An
additional comment is that the introduction of caffeic acid
units in such structures compared to the tested monomers
caused a significant change in the inhibitory activities. It
was reported that their potency improved dramatically for
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hCA IV, VII and XlI isoforms (e.g. 0.04 to 0.07 uM for
salvianolic acid versus 10.1 to 6.4 mM for caffeic acid).
Demir et al., (2015) report that total anthocyanins from
Cherry inhibit the activity of hCA | and Il hCA. Among all
cultivars, 'Karakiraz' was the most active both in hCA | (ICsg
= 30.59 mg/mL) and hCA Il (IC 5, = 44.52 mg/mL). Also,
effects of rosmarinic acid on the inhibition of tumor-
associated hCA IX and XIl had been demonstrated.
Interestingly, rosmarinic acid inhibited these enzymes with
Ki; ranging from micromolar to picomolar order (Gllgin et
al.,, 2015). On the other hand, a series of flavonoid C-
glycosides were tested for the inhibition of class  CA from
Brucella suis. Many compounds showed activity in the
micromolar range or submicromolar with K; values in the
range of 0.68 to 7.92 mM. Also an excellent selectivity
against human isoenzymes in the range 3.6 - 9.3 @M range
(hCA 1) and 3.1- 8.8 uM (hCA II) was observed. Glycosides
that incorporate 3-hydroxyphenyl moiety showed the best
inhibition profile (Riafrecha et al., 2015). Kuglkbay et al.,
(2015) reacted quinolone coumarin derivatives and
replacing with the amino group, resulting amino acid
conjugates coumarin / quinolinone. These coumarins
conjugates showed selective inhibition profile for
membrane bound cytosolic isoforms of CA. They displayed
inhibition at submicromolar levels for hCA IV and XII, with
inhibition constants ranging from 92 nM to 1.19 uM for
hCA IV, and between 0.11 and 0.79 uM for hCA XII. Ferrari
et al., (2015) studied a series of coumarins and its
corresponding 2-thioxocoumarines. Unlike the mechanism
above mentioned in the text for in-situ hydrolysed
coumarins its was observed that intact 2-thioxocoumarin
binds to hCA II, with its exo-sulfur atom anchored to the
water molecule of coordinated zinc atom, while the
scaffold provides favorable contacts with surrounding
amino acid residues of the active site. The interaction with
CA of 7-Amino-3,4-dihydro-1H-quinolin-2-one, a
compound structurally similar to coumarins, also was
investigated. Effectively it inhibited the cytosolic isoform of
VIl hCA (K; 480 nM) and the transmembrane isoforms of
hCA, IX, Xl and XIV (Kj in the range of 16.1 to 510 nM)
where inhibition was associated to the presence of amino
bicyclic -quinolinone group (Vullo et al., 2015). Hunt et al.,
(2015) tested the in vivo and ex vivo effects of dopamine
arachidonoyl, 2,4,6-trihydroxybenzaldehyde and 3,4-
dihydroxy-5-methoxybenzoic acid against esterase and
CO,-hydratase activities of CA isozymes | and Il. For hCA |
the K; values were 203.80, 910.00 and 1170.00 upM,
respectively and for hCA Il were 75.25, 354.00 and 1510.00
UM, respectively. Using the CO,-hydratase methodology, IC
s values were in the range of 173.25 to 1360.0 uM for CA |
and I, respectively. These results demonstrated that the
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phenolic compounds assayed in vivo may be used in
several biomedical applications to inhibit about 30% of the
CO,-hydratase activity of CA.

With these data in mind, our research strategy initially is
focused in: 1) Through virtual screening explore the
presence of no-sulfonamide ZBG in phenolic compounds 2)
generate flavonol-derived (PACs-adducts) compounds with
CA inhibitory properties 3) Introduce ZBG to phenolic
compounds in order to improve its inhibitory activity
(Fondecyt 1150948) . In previous work, our group found
that proanthocyanidins (PACs) can inhibit urease, which
makes them an interesting natural and low toxicity
supplement to prevent infection (Pastene et al., 2009).
PACs are oligomeric forms (DPm 2 to >10) of flavan-3-ol
like epicathechin or catechin as main monomers (Fine,
2000). A structure-activity study established that the effect
of these compounds depends largely on its molecular size
and type of monomer (Fondecyt No. 11110442). In
particular, it was established that the minimal active
structure corresponds to dimers of PAC, being catechin-
derived PACs more effective than their epicatechin-derived
counterparts (Pastene et al., 2014). However, after
reviewing the literature it is clear that so far has not been
explored the possibility of combine both urease inhibitory
properties of PACs, with the ability to inhibit the CA of
phenolic-derivatives harboring ZBG. These new strategies
may go beyond prophylactic aspects. In order to specify
the minimum structure able to inhibit Hp urease, we
prepare low-molecular derivatives form PACs by
nucleophilic attack. These compounds showed far less
inhibitory effects compared with natural PAC, like dimers
(eg. PAC B2, PAC B1). However, in a preliminary screening
using human CA (hCA 1), derivatives prepared by
nucleophlic attack of apple PACs with phenols such as
phloroglucinol, resorcin and orcin showed a consistent
inhibition of the enzyme (Table 1).

Table 1. Inhibition of Carbonic anhydrase CA | by different flava-3-ol
adducts prepared from polymeric PACs.

Extract/Compound *1Cs (ng/mL)
Apple peel Extract > 3000
Polymeric PACs apple >1000
epicatechin-Phl 520%*
epicatechin-orc 320**
epicatechin-res 123%*
epicatechin-toluene-@-thiol ~ 2240**
epicatechin-cysteamine 2240**
acetazolamide 0.12

* Determined in human Carbonic anhydrase (CA 1) by nitrophenyl acetate
method. ** Adducts prepared from apple peel polymeric PACs.
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4.3) FUTURE PERSPECTIVES:

These preliminary results lead us to propose that phenolic
derivatives could be an unlimited source of candidates for
development of new molecules with CA inhibitory
activity. Nevertheless, there are a reduced number of
nucleophilic agents that can be used for generate flavan-3-
ol-adducts from PACs. Therefore, the construction of a vast
library of phenolic-based compounds useful as CA
inhibitors is limited. Considering this last issue and based in
the antecedents gathered in this review, during 2016 we
plan to explore some alternatives for the synthesis of
phenolic with improved CA inhibitory properties. For
instance, aldol condensation using acetophenones and
substituted benzaldehyde (eg. p-sulfamoylbenzaldehyde)
will be explored in order to generate new phenolic-ZBG
compounds (Alarcén et al., 2013). As mentioned above,
one of the most noticeable group of CA inhibitors are
coumarins, which could be easily synthesized via classic
Peachmann condensation of phenols with B- keto esters
(Pechmann 1883). Also, Knoevenagel condensation of
salicylaldehyde with different ethyl acetate derivatives
allows the synthesis of a high variety of coumarins
(Freeman 1980). Furthermore, we plan to develop another
synthesis strategy using the advantage and knowledge of
"Click Chemistry" approach. Hence, we will prepare
phenolic compounds with different ZBG using click
partners for cycloaddition reaction of alkyne/azide.
Hitherto, synthesis of these flavonoid chimeras through
such approach has not been reported before, albeit the
synthesis of flavonoids carrying azide groups or the alkyne
moiety was published previously (Patoney et al., 1988;
Tanaka et al., 2000; Roy et. al., 2009). Using this strategy, a
bigger amount of new inhibitors cold be obtained reacting
the flavonoid (carrying azide or alkyne moieties) with
several alkyne or azido-substituted sulfonamides. This
approach has the advantage of its modularity, short
reaction times and high yields. The synthesis could be
assisted with copper or "target-guided" using CA as
catalyst for assembling the new inhibitors. Also one can
project that these new class of "phenolic-inspired"
molecules could be orientated to other biological targets
like cancer-associated CA and inflammation (Zhuang et al.,
2015).
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RESUMEN

El patégeno Helicobacter pylori (Hp ) es una bacteria que infecta a cerca de la mitad de la poblacion mundial. En Chile la infeccion por Hp llegar a
general ~ 80 %, dependiendo de la zona geogrdfica y los factores socioeconémicos. Hoy en dia, estd bien establecido que la infeccion por Hp
subyace a la etiologia de diversas patologias gastrointestinales como ulcera duodenal, gastritis y cdncer gdstrico. El consenso para el
tratamiento de la infeccién por HP considera el uso de dos antibidticos y un inhibidor de la bomba de protones durante 14 dias. Este esquema se
asocia a menudo con el reporte de efectos secundarios, lo que eventualmente podria conducir a abandonar la terapia de erradicacion y,
finalmente, elevar la prevalencia de la resistencia a los antimicrobianos. Debido a que la aparicion de cepas de Hp que exhiben fenotipos con alta
resistencia a antibidticos, han aumentando de manera sostenida, los estudios orientados a la busqueda de nuevas sustancias naturales con
actividad anti - Hp. Con respecto a esto, desde el afio 2011 nuestro grupo investiga el efecto de proantocianidinas naturales ( PAC ) sobre la
infeccién por Hp ( Fondecyt 11110442 ).

En este estudio demostramos que la inhibicion de la ureasa y adherencia de HP a células AGS depende del tamario de las PAC y la naturaleza del
flavan-3-ol que las forma. Recientemente, la anhidrasa carbonica (CA) de Hp ha ganado importancia ya que actua en cooperacion con ureasa y
ayuda a neutralizar el pH del medioambiente circundante. De acuerdo con la literatura, la inhibicion de CA depende de las propiedades de unir "
Zinc " de las moléculas. En este contexto, los polifenoles han sido los mds investigados, aunque su actividad es mucho menos potente que los
inhibidores cldsicos como las sulfonamidas (por ejemplo, acetazolamida). De acuerdo con estos resultados, se observé que una serie de derivados
de PACs preparados mediante ataque nucleofilico mostraron una pobre inhibicion de ureasa, no obstante fueron capaces de inhibir
consistentemente a la anhidrasa carbénica humana (HCA I). Con el fin de mejorar las propiedades de inhibicion de la CA de Hp, diferentes
estrategias sintéticas se podrian aplicar usando varios como plantilla diferentes scaffolds polifendlicos. En esta revision daremos una vision
general sobre la importancia de la AC como un potencial blanco anti-Hp y especificamente cémo los polifenoles podrian ser candidatos
interesantes para el desarrollo de nuevos inhibidores de la CA de HP. Por lo tanto, los polifenoles naturales podrian utilizarse como modelo para
el disefio de nuevos derivados semisintéticos y sintéticos con efectos anti-Hp, a través de la inhibicion concomitante de las actividades de la
anhidrasa carbdnica y de la ureasa (Fondecyt 1150948). Tales efectos pueden reducir la capacidad de este agente patégeno para colonizar la
mucosa gdstrica. La introduccion de grupos especificos capaces de unir zinc (ZBG) y el apoyo de herramientas in silico guiard la refinacion de
dichos compuestos con el fin de originar moléculas mds potentes, selectivas, seguras y con alto valor para la erradicacion de este patégeno.

Palabras laves: Helicobacter pylori, polifenoles, anhidrasa carbdnica, grupo enlazante de zinc.
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RESUMEN

Solanum lycopersicum L. syn. Lycopersicon esculentum Mill, (tomate) es un fruto globoso y jugoso nativo de la regidn andina de
América del Sur. Esta hortaliza es la mas popular y aceptada en la cultura gastronémica del mundo, por lo que su demanda
aumenta continuamente, incentivado su cultivo, produccion y comercio. Se ha observado que el consumo de tomate puede
prevenir el desarrollo de enfermedades no transmisibles tales como eventos cardiovasculares y cancer, efectos atribuibles a su
rica composicién quimica, en la que destacan el licopeno y betacaroteno (carotenoides), compuestos fendlicos y vitamina C,
todos con reconocida capacidad antioxidante. Dichas moléculas, aunque en dosis mayores, ademas se incorporan en preparados
nutracéuticos. Dado su alto uso, se llevd a cabo un estudio con el objeto de evaluar el efecto protector que ejercen estas
sustancias fitoquimicas presentes en la pulpa y piel de S. lycopersicum L. Para ello se determind el efecto protector sobre
modelos moleculares de membranas bioldgicas y eritrocitos humanos sometidos al estrés oxidativo inducido por HCIO. En
glébulos rojos humanos se estudio el efecto protector de la pulpa y piel de S. lycopersicum midiendo el porcentaje de hemdlisis
inducido por HCIO. Por difraccidn de rayos X se determinaron los efectos estructurales en modelos moleculares de membranas
celulares constituidos por bicapas de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE), clases de
fosfolipidos que se ubican respectivamente en las monocapas externas e internas de membranas celulares y la proteccién de la
pulpa y piel de S. lycopersicum frente al mismo oxidante. Los resultados mostraron proteccion antioxidante del fitocomplejo
contenido en ambas muestras donde destaca la presencia de polifenoles, vitamina C y carotenos, respectivamente,
observandose una disminucion del porcentaje de hemdlisis, como también un efecto protector en las multicapas lipidicas de los
fosfolipidos DMPC y DMPE. En el caso de la piel de tomate fue mas evidente a nivel de DMPE. La proteccién més importante se
observé con la pulpa en ambos métodos. Por otra parte, tanto la pulpa como la piel de S. lycopersicum a altas concentraciones
generaron una mayor perturbacion de la membrana, aumentando con ello su permeabilidad, lo que dio lugar a la hemdlisis
celular, la que fue sinérgica cuando se hizo en presencia de HCIO. Por lo tanto, los resultados sugieren que la mayor proteccion
de membranas tendria lugar sélo a bajas concentraciones.

Palabras Claves: Solanum lycopersicum, eritrocitos humanos, modelos de membranas celulares.
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1) INTRODUCCION

El mantener un Optimo nivel de salud es una de las importante es la alimentacion, por lo que llevar una dieta
mayores preocupaciones en los paises de todo el mundo, variada y completa puede prevenir o al menos reducir el
éste esta condicionado fundamentalmente por factores riesgo de padecer ciertas alteraciones o enfermedades a
genéticos y ambientales, en donde la variable externa mas corto o a largo plazo que aquejan hoy a la sociedad.

Correspondencia a: Dra. Marcia Avello, Laboratorio de Farmacognosia, Departamento de Farmacia, Facultad de Farmacia, P.O. Box 237, Universidad de Concepcion,
Concepciodn, Chile. Teléfono: 56-041-2204208, Correo electrénico: maavello@udec.cl
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Solanum lycopersicum Linnaeus (Solanaceae), tomate, es
una de las hortalizas de mayor consumo e importancia en
la dieta de la poblacién mundial (1), por lo que ha sido
objeto de interés para muchos cientificos que mediante
estudios epidemiolégicos han puesto de manifiesto el
efecto beneficioso del consumo de S. lycopersicum en la
prevencidn de enfermedades crénicas tales como el cancer
y enfermedades cardiovasculares, efecto atribuido
principalmente a la actividad antioxidante de moléculas
presentes en él. Estd compuesto principalmente por
carotenoides, pigmentos orgdnicos vegetales, ademas de
otros que si bien, su proporcién es menor en comparacién
a los carotenoides, son importantes. Entre los compuestos
mencionados se encuentran el acido ascorbico,
compuestos polifendlicos, tocoferoles (vitamina E),
flavonoides, fitoeno y fitoflueno (2).

Los antioxidantes son sustancias que al estar presentes a
concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable
(moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en
las células vivas, como proteinas, lipidos, hidratos de
carbono y las moléculas de ADN) previenen, retardan el
comienzo o disminuyen la velocidad de oxidacién de los
materiales facilmente oxidables. Los antioxidantes impiden
que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar o
interactuar mas rapido con los radicales libres del oxigeno
y las especies reactivas del oxigeno (EROS) que con el resto
de las moléculas presentes, en un determinado
microambiente. La accién del antioxidante es de sacrificio
de su propia integridad molecular para evitar alteraciones
de moléculas como lipidos, proteinas y ADN. En funcion de
su procedencia se pueden clasificar como enddgenos y
exogenos. Al referirnos a antioxidantes exdgenos,
hablamos de los que son ingeridos con la dieta que acttan
como moléculas suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al
radical libre, por lo que la reposicion de ellos debe ser
continua, mediante la ingestién de los nutrientes que los
contienen (2-4).

El deterioro de la membrana celular por agentes oxidantes
ha motivado la investigacion de los factores que rigen la
peroxidacién de lipidos, asi como también la actividad
antioxidante de metabolitos protectores de membranas. El
objeto del siguiente estudio fue determinar el efecto
protector que producen los compuestos presentes en la
pulpa y piel de S. lycopersicum sobre modelos de
membranas bioldgicas y eritrocitos humanos debido al
estrés oxidativo inducido por acido hipocloroso (HCIO).

2) MATERIALES Y METODOS:
2.1) Material vegetal y obtencion de muestras: La

adquisicion del fruto de S. lycopersicum se realizé en un
supermercado de alto flujo de publico, ubicado en la
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provincia de Concepcidn, Region del Biobio, comuna de
San Pedro de la Paz. La variedad de tomate corresponde al
tomate suelto larga vida, es una variedad de forma externa
regular, tamafio medio o grande, color rojo intenso y se
caracteriza especialmente por su larga conservacidon sin
necesidad de refrigerador. Su pulpa es de textura suave y
suculenta. A partir del fruto de S. lycopersicum se
obtuvieron dos muestras; el sobrenadante de la pulpa de
tomate y la piel de tomate deshidratada.

2.1.1.- Pulpa

Para su obtencidn se trataron 3 tomates. Se extrajo la
cascara y la pulpa fue licuada, de esta forma se obtuvo el
zumo. Este fue llevado a centrifugacion a 2000 rpm por 2
minutos y el sobrenadante fue retirado y filtrado (22 um).

2.1.2.- Piel

Para su obtencion se procedid a extraerla de un pool de 9
tomates. Luego se secd a 30°C por 12 horas y se pulverizo.
Ambas muestras se almacenaron protegidas de la luz,
humedad y oxigeno.

2.2) Estandarizacidn y caracterizacién quimica de la pulpa
y piel de S. lycopersicum:

2.2.1- Determinacion de fenoles totales

Se determind el contenido total de polifenoles mediante el
método Folin-Ciocalteu descrito por Singleton y Rossi
(1965) (5). Las determinaciones se realizaron por triplicado
y los resultados se expresaron como equivalentes de acido
gélico (EAG).

2.2.2.- Determinacion de carotenos totales

Se procedio a la determinacién de carotenos totales segun
lo descrito por Jaeger de Carvalho, et al (6). Las
determinaciones se realizaron por triplicado y los
resultados se expresaron como equivalentes de B-
caroteno.

2.2.3.- Caracterizacion de carotenoides y vitamina C

La identificacion y cuantificacion de carotenoides vy
vitamina C se efectud por HPLC, segun lo descrito por
Ramos et al, (7).

2.3) Capacidad antioxidante en modelos de membranas

celulares:

2.3.1.- Glébulos rojos (RBC)

El fundamento de esta técnica para determinar capacidad
protectora de un potencial antioxidante, se basa en la
medida indirecta del porcentaje de hemdlisis de globulos
rojos, a través de la liberacion de hemoglobina (Hb),
utilizando como oxidante HCIO. La muestra de sangre se
obtuvo de un donante sano sin tratamiento farmacolégico
y no consumidor de cigarrillos. Se utilizo6 EDTA como
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anticoagulante (BD Hemogard™), la muestra fue
centrifugada a 2500 rpm por 10 minutos (Centrifuga
Selecta, Mod. Mixtasel, Espafia). Luego se elimind el
sobrenadante y se lavd con PBS pH 7.4 tres veces. Se
preparé una suspensiéon de RBC (10% v/v). De la
suspensién de RBC, 150 pL se distribuyeron en tubos
Eppendorf con diferentes concentraciones de pulpa y piel
de S. lycopersicum. Se incubaron en un bafio de agua
termostatizado (Thermo Haake C10, Germany) por 15
minutos a 372C y luego se centrifugaron a 1000 rpm por 5
minutos y la absorbancia del sobrenadante se leyé a 540
nm en un espectrofotémetro Shimadzu (UV-mini 1240). Al
exponerlos a la acciéon de HCIO, primero se incubaron las
muestras de RBC con las respectivas alicuotas de pulpa y
piel y pasados 2 minutos se procedié a adicionar HCIO
(0.50 y 1.25 mM). Luego se centrifugaron y la hemoglobina
del sobrenadante se determiné a 540 nm (8-10).

3.2.- Difraccion de rayos X

El fundamento de esta técnica para determinar capacidad
protectora de un potencial antioxidante, se basa en la
interaccion del agente oxidante HCIO con las multicapas de
los fosfolipidos sintéticos DMPC y DMPE. Para esto se
pesaron 2 gramos de cada fosfolipido (Microbalanza Cahn
C-33, Orion, USA) en tubos Eppendorff, en los cuales se
prepard un blanco tanto con DMPC como para DMPE al
que se le agregd 180 L de agua bidestilada y también se
prepararon muestras con pulpa y piel de S. lycopersicum.
Una vez preparadas fueron incubadas a 30°C para el caso
de DMPC y a 60°C para DMPE, que corresponden a sus
respectivas temperaturas de transicion, durante 30
minutos en un bafio de agua termostatizado (Thermo
Haake C10, Germany). Terminada la incubacion las
suspensiones fueron introducidas en capilares de vidrio de
2 mm de didmetro (Glas-Technik & Konstruktion, Berlin,
Germany) y centrifugadas a 2500 rpm por 20 minutos
(Centrifuga Selecta, Mod. Mixtasel, Espafia). Las muestras
fueron difractadas en el generador de rayos X (Siemens,
modelo Kristalloflex 760, Karlsruhe, Germany) durante 25
minutos utilizando radiacién CuKa (A = 1.52 A) con filtro de
Ni a una temperatura de 18 + 19C. Las intensidades
relativas de las reflexiones fueron obtenidas mediante un
detector lineal sensible de posicién (MBraun PSD 50 M,
Germany) y procesadas por el software ASA. Para el
tratamiento y el analisis de los datos se trabajo con el
programa Origin 7.0 (OriginLAb Corporation, USA). Al
exponerlos a la accién de HCIO (0.50 y 1.25 mM), se espero
por 2 minutos luego de la incubacién hasta que alcanzaran
temperatura ambiente (11).

3) RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1) Estandarizacidn y caracterizacién quimica de la pulpa
y piel de S. lycopersicum:

3.1.1.- Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales presente en la pulpa de S.
lycopersicum fue 3.25 mM EAG (1.57 g EAG/100 g
muestra).

La muestra fue estandarizada en fenoles totales
(expresados en EAG) porque segun bibliografia son uno de
los principales compuestos presentes en S. lycopersicum
(12), ademas se les usa cominmente con este propdsito
por ser estables, buenos marcadores quimicos, facilmente
cuantificables y solubles en medio acuoso (13).

3.2.2.- Determinacion de carotenos totales

La piel de S. lycopersicum, en cambio, fue estandarizada en
equivalentes de B-caroteno por su contenido en este tipo
de compuestos, hasta cinco veces mas que en la pulpa,
especialmente licopeno (14). Ademds esta muestra se
presentaba como polvo seco y dado sus caracteristicas y
tamafio de particula es insoluble en medios como agua. El
contenido de carotenos totales presentes en la piel de S.
lycopersicum fue 58.7 pg/mL EBC (11.7 mg EBC/100 g
muestra).

3.2.3.- Caracterizacion de dcido ascérbico y carotenoides

El contenido de acido ascérbico presente en la pulpa de S.
lycopersicum fue 0.78 mM AA (0.39 g AA/100 g muestra).
Se describe para S. lycopersicum importante presencia en
acido ascorbico (15). Si bien, es probablemente la vitamina
hidrosoluble mas inestable es también un potente
antioxidante y agente reductor. En S. lycopersicum hay
presentes carotenoides, los que por su caracter insoluble
en medios polares, se encuentran mayormente en la piel
de éste (14). En la Figura 1 se puede observar el
cromatograma correspondiente a la muestra de piel de S.
lycopersicum, en el cual se pueden observar picos que dan
cuenta de la presencia de estos compuestos y la gran
proporcién de licopeno en la muestra cuyo pico representa
un 81.9% de los carotenoides totales.

Figura 1.
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Cromatograma correspondiente a la muestra de piel de S. lycopersicum en
la identificacién de carotenoides.
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3.2) Capacidad antioxidante en modelos de membranas
celulares:

3.2.1.- Glébulos rojos (RBC)

Mediante este ensayo se evalud la actividad antioxidante
de la pulpa y piel de S. lycopersicum en eritrocitos
humanos expuestos a estrés oxidativo inducido por HCIO,
oxidante biolégico extremadamente téxico generado por
neutrdfilos y monocitos en condiciones inflamatorias (16).
En condiciones patoldgicas, HOCI/OCI se encuentra en
concentraciones de hasta 200 mM. El HCIO es
directamente tdxico para bacterias, células endoteliales,
células tumorales y la produccidn excesiva de éste causa
dafio tisular. Los eritrocitos humanos son cominmente
empleados como modelos de membrana celular para
detectar estrés oxidativo, con un resultado final bien
conocido; la hemdlisis celular. La exposicion a HCIO
provoca un cambio inmediato en la estructura de la
membrana de RBC que afecta la forma de éste y su
permeabilidad. Estos cambios son seguidos por la
inflamacion gradual de las células, salida de K* y finalmente
la lisis. Sin embargo, el mecanismo exacto de dafio a RBCy
hemdlisis es poco conocido (17).

La técnica de espectroscopia visible, se fundamenta en el
espectro de absorcidon de la oxihemoglobina (hemoglobina
en agua), cuyas bandas de absorcion estan a 540 nm y 575
nm. La capacidad antioxidante es evaluada de manera
indirecta mediante el porcentaje de hemoglobina liberada
al exponer los glébulos rojos a distintas concentraciones de
HCIO para determinar el efecto protector tanto de la pulpa
como de la piel de S. lycopersicum (18). Considerando que
el mayor porcentaje de hemdlisis se logra al exponer los
glébulos rojos en agua destilada, en la Figura 2, se hace
una comparacién con los porcentajes de hemdlisis
inducidos por HCIO a concentraciones de 0.5 mM y 1.25
mM, concentraciones que fueron empleadas para
determinar el efecto protector de S. lycopersicum.

Figura 2.
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Porcentaje de hemolisis provocada por HCIO sobre RBC cuantificado en
base a la hemoglobina liberada.
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En las Figuras 3 y 4 se muestra el efecto de la pulpa de S.
lycopersicum en globulos rojos. Se observa que a
concentraciones iguales o superiores a 0.7 mM EAG se
genera dafio a nivel celular lo que se evidencia a través del
porcentaje de hemdlisis que se genera. Por otra parte,
cuando se adiciona 0.5 mM de HCIO (Figura 3), se produce
un efecto sinérgico entre la pulpa y HCIO. Sin embrago, es
posible observar un efecto protector, ya que las muestras
incubadas con pulpa sélo alcanzan un 75% de hemdlisis en
comparacion al 100% del control. De igual manera, al
adicionar 1.25 mM HCIO (Figura 4), el porcentaje de
hemolisis aumenta conforme lo va haciendo la
concentracion de la pulpa, pero en este caso el efecto
protector es ain mayor, ya que el porcentaje de hemdlisis
provocado alcanza sélo un 52% en comparacion al control.

El efecto protector presentado por la pulpa seria mayor
cuando la concentracion de ésta es menor, asi el
porcentaje de hemdlisis a una concentracidon de pulpa de
0.7 mM EAG con 0.5 mM HCIO no superaria el 36% y con
1.25 mM HCIO no seria mayor al 24%. De esta proteccién
seria responsable el fitocomplejo presente en la pulpa que
corresponde a un conjunto de compuestos antioxidantes
entre los que destacan polifenoles y vitamina C que
interactdan con la membrana impidiendo asi la entrada del
HCIO a la célula.

Figura 3.
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Porcentaje de hemodlisis en RBC incubados con 0.5 mM HCIO y
concentraciones crecientes de pulpa de S. lycopersicum.
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Figura 4.
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Figura 5.

B RBC+0.5 mM HCIO
@ RBC+ piel
[J RBC + piel + HCIO 0.5 mM

RBC + Pulpa S. Iycopersicum + HCIO 1.25 mM
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Porcentaje de hemdlisis en RBC incubados con 1.25 mM HCIO y
concentraciones crecientes de pulpa de S. lycopersicum.

En las Figuras 5 y 6 estd representada la capacidad
antioxidante de la piel de S. lycopersicum frente al dafio
inducido por HCIO. Asi se puede observar que al igual que
en el caso de la pulpa, a medida que se va aumentando la
concentracion de la muestra la lisis celular es mayor. Y que
al adicionar 0.5 mM HCIO (Figura 5), este efecto es
sinérgico alcanzando un 86% de hemdlisis a una
concentracion de piel de 1.72 pg/mL EBC, lo que indica un
cierto efecto protector en comparacion al control. Al
aumentar la concentraciéon de HCIO a 1.25 mM (Figura 6)
se observa también un efecto sinérgico entre la piel y el
acido, pero la proteccién es mayor alcanzando sélo un 57%
de hemodlisis en comparacién al control. Cabe destacar que
en ambos casos a concentraciones menores de piel el
efecto protector es mayor, asi por ejemplo, a 0.63 pg/mL
EBC en presencia de HCIO 0.5 mM y 1.25 mM el porcentaje
de hemodlisis alcanzado es tan solo de un 23% y 20%
respectivamente. Por otra parte, al comparar ambos
graficos se puede observar que el efecto protector que
ejerce la piel de S. lycopersicum sobre los glébulos rojos es
mas evidente cuando la concentracién de HCIO es mayor,
es decir, a 1.25 mM.
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Porcentaje de hemdlisis en RBC incubados con 0.5 mM HCIO y
concentraciones crecientes de piel de S. lycopersicum.

Figura 6.
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Porcentaje de hemdlisis en RBC incubados con 1.25 mM HCIO y
concentraciones crecientes de piel de S. lycopersicum.

El efecto protector de las muestras de pulpa y piel de S.
lycopersicum, se debe a los compuestos que en
concentraciones  bajas  estarian actuando como
antioxidantes, capaces de neutralizar en cierta proporcion
al agente oxidante, ya que al interaccionar con la
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membrana celular impiden la difusién del HCIO al interior
de la célula evitando asi que se desencadenen reacciones
de oxidacidn. A concentraciones mayores estas mismas
sustancias pudieran estar provocando el efecto contrario,
lo que resulta en una actividad prooxidante, accion que se
ha observado in vitro en compuestos fendlicos, vitamina C
y carotenoides, principales metabolitos del fitocomplejo
presente en ambas muestras. La toxicidad puede ocurrir
cuando las concentraciones del antioxidante son muy altas
lo que lleva a la lisis de los glébulos rojos (19, 20).

En este estudio el fitocomplejo estda en contacto directo
con las células, a diferencia de lo que ocurre in vivo donde
se forman diversos metabolitos por el resultado digestivo o
actividad hepatica, los que muchas veces difieren de sus
formas nativas y pueden o no ser activos, afectando con
esto su biodisponibilidad (21). Asi la biodisponibilidad de
los polifenoles es muy variable, ya que la mayoria de ellos
son metabolizados por microorganismos del colon antes de
ser absorbidos. Incluso hay estudios que muestran que la
concentracion de éstos en el plasma de una persona con
una dieta rica en polifenoles (mas de 1 g diario), no es
superior a 1.0 BM. Por otra parte, la absorciéon de
carotenoides se produce principalmente en el intestino
delgado vy varias investigaciones han mostrado que sélo
una pequefia proporcion de la cantidad ingerida se
absorbe en cada dosis individual. Asi, sélo 1.4 mg de 40 mg
suplementario de B-caroteno (3.5%) se absorben, 1 mg de
38 mg de licopeno suplementario (2.6%) se absorben, y 0.8
mg de luteina de 31.2 mg suplementario (2,6%) se
absorben (20).

3.2.2.- Difraccion de rayos X

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para determinar
el arreglo de 4tomos de compuestos sélidos y para medir
las longitudes y angulos de enlace. Ademas casi todos los
avances recientes en biologia molecular han surgido a
partir de su aplicacion en la determinacion de las
estructuras moleculares. Su requisito fundamental es que
las sustancias a analizar deben estar puras y a la forma de
cristales, es decir, regularmente ordenadas en las tres
dimensiones del espacio. La membrana celular no cumple
esta condicidon por estar constituida por tres clases de
moléculas distintas (proteinas, lipidos y agua), por lo que
en este estudio se emplearon multicapas lipidicas de dos
fosfolipidos ampliamente estudiados por esta técnica
DMPC y DMPE representativos de la monocapa externa e
interna respectivamente, que forman sistemas semi-
cristalinos con un adecuado grado de orden molecular e
indicativos de un aceptable grado de cristalinidad.

El haz de rayos X a una determinada longitud de onda se
hace incidir sobre la muestra en estudio que se encuentra
en el interior de capilares especiales que no difractan rayos
X, generando un patron de intensidades que es
interpretado por la Ley de Bragg, que concibe la difraccion
en términos de planos de reflexion (26, 27).
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nA =2dsen ¢

Donde nA: nimero de longitudes de onda, d: distancia
interplanar y &: angulo de reflexion.

Las intensidades de reflexiébn resultantes son
representativas de lo que sucederia en las membranas
biolégicas. El comportamiento de estos fosfolipidos en
medio acuoso se ve afectado por el grado de hidratacion,
asi mientras éste sea menor, el agregado sera mas
ordenado asemejandose a una estructura cristalina, si el
grado de hidratacion aumenta, el agregado se vuelve
desordenado y se asemeja mas a un fluido. Las
perturbaciones de los fosfolipidos se evalian mediante
variaciones de la intensidad relativa y distancias
interplanares, observandose reflexiones de angulo
pequefio (64 A y 56.4 A) correspondientes a las distancias
de repeticion de las bicapas de DMPC y DMPE
respectivamente, y la de angulo mayor (4.2 A) que
corresponde a la distancia de separacidon de las cadenas
hidrocarbonadas de una misma molécula de fosfolipido
(Figura 7). El aumento de las intensidades relativas, tanto
de angulo pequefio como de angulo mayor es interpretado
como un mayor orden molecular o rigidez de las
multicapas, por el contrario, una disminuciéon en las
intensidades indica un mayor desorden de éstas (11).

Figura 7:
64 A DMPC
56 A DMPE
42A
(A) (B)

Distancias de repeticion de bicapas (A) y de separacion de las cadenas
hidrocarbonadas (B) de fosfolipidos DMPC y DMPE.

Se realizé el estudio entre las multicapas lipidicas de DMPC
y DMPE en presencia de concentraciones crecientes del
oxidante (HCIO) como se muestra en la Figura 8, donde
tanto en el diagrama de DMPC como DMPE se observa una
perturbacion de las multicapas, reflejada en una
disminucién de las intensidades de reflexién tanto de
angulo mayor, como las de angulo menor a medida que va
aumentando la concentracidn del 4cido hipocloroso.
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Figura 8:
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Microdensitograma de difraccion de rayos X de DMPC y DMPE con agua y
soluciones de HCIO; (SA) reflexion de angulo pequefio; (WA) reflexion de
angulo mayor.

Para evaluar si la pulpa de S. lycopersicum ejerce un efecto
protector sobre las membranas, se utilizaron modelos de
fosfolipidos sintéticos los que forman multicapas lipidicas
que representan la membrana externa (DMPC) vy
membrana interna (DMPE). La concentracidn de oxidante
fue de 5 mM, por ser la concentracidon que provocaba un
mayor grado de desorden de ambos fosfolipidos.

En el caso de DMPC (Figura 9A) la concentracién mas baja
estudiada que corresponde a 0.1 mM EAG ejerce un efecto
protector en el que los fosfolipidos de la multicapa son
capaces de recuperar la organizacién inicial. En el caso de
la porcidn polar de la multicapa, la que estd representada
por las reflexiones de dngulo menor (SA) sigue
aumentando conforme va aumentando la concentracion,
hasta una concentracion de 0.4 mM EAG donde el sistema
parece saturarse. Por otra parte, las reflexiones de angulo
mayor aumentan soélo hasta una concentracién 0.1 mM
EAG de pulpa, pero a concentraciones mayores éstas
disminuyen considerablemente, lo que no se puede
interpretar como una falta de proteccion por parte de los
compuestos presentes en la pulpa, sino mas bien a una
mayor interaccion del fitocomplejo con la porcién de las
cadenas acilo de los fosfolipidos que serian los causantes
de un mayor desorden a este nivel y no necesariamente
atribuible a la accién del acido hipocloroso.

Si se observa lo que ocurre con las multicapas de DMPE

(Figura 9B), el efecto protector a una concentracién de 0.1
mM EAG es casi imperceptible, pues tanto la reflexién de
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angulo menor como la de d4ngulo mayor estdn muy
disminuidas, pero a partir de 0.2 mM EAG las reflexiones
van aumentando levemente conforme aumenta la
concentracion de la pulpa.

La pulpa es de naturaleza acuosa, por lo tanto predominan
compuestos principalmente polares, por lo que Ia
proteccion de la multicapa se atribuye a compuestos
fendlicos y vitamina C, capaces de interactuar mediante
sus grupos hidroxilos formando enlaces de hidrégeno con
los fosfolipidos impidiendo la accidn del HCIO. Sin embargo
esta proteccion seria mas efectiva a concentraciones bajas,
pues la muestra por si sola puede perturbar la monocapa
externa a concentraciones mayores.

Figura 9:
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Microdensitograma de difraccién de rayos X de DMPC (A) y DMPE (B) con
agua, soluciones de HCIO 5 mM y concentraciones crecientes de pulpa de
S. lycopersicum; (SA) reflexion de angulo pequefio; (WA) reflexion de
angulo mayor.

Los resultados del efecto de la piel de S. lycopersicum
sobre este modelo se muestran en la Figura 10. En el
diagrama A, no se observa un efecto protector a nivel de lo
que se puede interpretar como la monocapa externa de la
bicapa celular, ya que la intensidad de las reflexiones de SA
y WA a concentraciones bajas de piel son de igual tamafio
que las del control, las que disminuyen a concentraciones
mayores hasta alcanzar lo que se interpreta como un
desorden total de la multicapa. Por otra parte, en el
diagrama B, la piel muestra un efecto protector frente a la
accion de HCIO, el que es levemente mayor a
concentraciones mas bajas. Considerando que en la
composicion de la piel encontramos mayormente
carotenoides, su accion protectora a nivel de DMPE, lo que
se puede interpretar como la monocapa interna de la
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membrana del glébulo rojo, pudiera atribuirse a la accién
de éstos ayudando a mantener el orden de la multicapa.

Figura 10:
T T I T T
(SA) (WA) A| (5A) (Wa)
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Figura 11:

Concentracién
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(RBC + PBS pH 7.4)

2 pM Pulpa Sofanum
Iycopersicum

10 pM Pulpa Sofanum
Iycopersicum

I 1 1
64 32 42 564 42
Observed Spacing A

Microdensitograma de difraccion de rayos X de DMPC (A) y DMPE (B) con
agua, soluciones de HCIO 5 mM y concentraciones crecientes de piel de S.
lycopersicum; (SA) reflexion de angulo pequeiio; (WA) reflexion de angulo
mayor.

A este nivel, los compuestos polares presentes en la pulpa,
estarian protegiendo en mayor proporcion, a la monocapa
externa celular. Algo similar se observa en el modelo RBC,
donde la pulpa ejerce mayor proteccion frente a la injuria
de HOCL Los mecanismos antioxidantes para los
compuestos fendlicos y vitamina C estan en su mayor parte
descritos (21).

El siguiente es un grafico (Figura 11) que corrobora la
interaccidon de los compuestos presentes en la pulpa de S
lycopersicum con la monocapa externa celular de glébulos
rojos humanos (Figura 11A, 10 y 20 uM de pulpa), a través
de Microscopia dptica de Desenfoque observada en los
experimentos realizados con RBC (22).

El cambio de forma de los glébulos rojos a estomatocitos
en presencia de HCIO indica la interaccién del oxidante con
la membrana celular. En el caso del control el efecto es
evidentemente deletéreo. Al adicionar concentraciones
crecientes de pulpa (2-20 uM) esta forma cambia y la
invaginacidn caracteristica del estomatocito disminuye, lo
que sugiere una disminucion de la accién del acido en la
membrana, dando lugar a formas nuevas de las células
semejantes a las normales.
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20 pM Pulpa Sofanum

w >
>
| | |

RBC +PBS pH 7.4

Control (RBC + HCIO 0.4
mM)
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Iycopersicum + 0.4 mM
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Iycopersicum + 0.4 mM
HCIo

g

Interaccion de la pulpa de S lycopersicum con glébulos rojos a través de
Microscopia 6ptica de Desenfoque (A). En la Figura 11B se observa a 2y 20
MM de pulpa evidente proteccion del fitocomplejo frente la injuria
inducida por HCIO 0.4 mM.
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El cambio de forma de los gldbulos rojos a estomatocitos
en presencia de HCIO indica la interaccién del oxidante con
la membrana celular. En el caso del control el efecto es
evidentemente deletéreo. Al adicionar concentraciones
crecientes de pulpa (2-20 uM) esta forma cambia y la
invaginacién caracteristica del estomatocito disminuye, lo
que sugiere una disminucion de la accion del acido en la
membrana, dando lugar a formas nuevas de la célula
semejante a las normales.

4) CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Estudios de la capacidad antioxidante de la pulpa y piel de
S. lycopersicum muestran proteccion del fitocomplejo
contenido en ambas muestras donde destaca la presencia
de polifenoles, vitamina C y carotenos, respectivamente,
que resulta en una disminucion del porcentaje de
hemodlisis, asi también se observa un efecto protector en
las multicapas lipidicas de los fosfolipidos DMPC y DMPE.
En el caso de la piel es mas evidente a nivel de DMPE. La
proteccidn mds importante se observa con la pulpa, en
ambos métodos, y a nivel de monocapa externa celular.
Por otra parte, tanto la pulpa como la piel de S.
lycopersicum a altas concentraciones generan una mayor
perturbacién de la membrana aumentando con ello su
permeabilidad lo que da lugar a la hemodlisis celular, que en
combinacién con HCIO tienen un efecto sinérgico, por lo
que la mayor proteccion tendria lugar sélo a bajas
concentraciones.
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ABSTRACT

Solanum lycopersicum L. syn. Lycopersicon esculentum Mill, (tomato) is a native globose, juicy fruit of the Andean region of South America. This
vegetable is one of the most popular and accepted in the culinary culture of the world. So, its demand continuously increases, encouraged its
culture, production and trade. It has been observed that consumption of tomato can prevent the development of chronic non communicable
diseases such as cardiovascular events and cancer. Such effects have been attributed to its rich chemical composition, which include lycopene
and beta-carotene (carotenoids), phenolic compounds and vitamin C, all with recognized antioxidant capacity. Such molecules, although in
higher doses, also are incorporated into nutraceutical preparations. Due to its wide use we conduct a study with the aim to evaluate the
protective effect exerted by these phytochemicals present in the pulp and skin of S. lycopersicum L. To accomplish this objective the protective
effect was assessed on molecular models of biological membranes and human red blood cells challenged with HCIO as oxidant stressor. In human
red blood cells the protective effect of the pulp and skin of S. lycopersicum was measured as percent of hemolysis induced HCIO. By X-ray
diffraction analysis, structural effects were determined using molecular models of cell membranes formed with bilayers of dimyristoyl
phosphatidylcholine (DMPC) and dimyristoylphosphatidylethanolamine (DMPE), which are phospholipid classes located in the outer and inner
monolayers of cell membranes respectively. In this model, protective effect of S. lycopersicum pulp and skin were compared using the same
oxidant agent. The results showed antioxidant protection of the phyto-complex of both samples, where highlights the presence of polyphenols,
vitamin C and carotenes, respectively. The results show a decrease in the percentage of hemolysis, as well as a protective effect on the lipid
multilayers of DMPC and DMPE phospholipids. In the case of the tomato skin the protection was more evident on DMPE. The most important
protection was observed with the pulp in both methods. Moreover, both the S. lycopersicum pulp and skin generated further disruption of the
membrane at high concentrations, thereby increasing its permeability and resulting in cell hemolysis. This latter effect was synergistic with the
addition of HCIO. Therefore, the results suggest that higher protection of membrane would occur only at low concentrations of tomato
antioxidants.

Keywords: Solanum lycopersicum, human erythrocytes, cell membrane models.
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POLYPHENOLS IN NEURODEGENERATION AND NEUROENDOCRINE ALTERATIONS: A METABOLOMIC
APPROACH
(Polifenoles en neurodegeneracion y alteraciones neuroendocrinas: una aproximacién metaboldmica)

Leonel E. Rojo*’, Carmen Villaguala?, Marcia Avello® and Edgar Pastene®
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ABSTRACT

Polyphenols are common secondary metabolites in the plant kingdom; this diverse family of chemical compounds has been extensively studied in
pharmacology due to its high biomedical potential and abundance in vegetables and fruits. Among the pharmacological activities attributed to natural
polyphenols are antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial, anthelmintic, antidiabetic, antiaging and neuroprotective. Interestingly, recent clinical trials
have confirmed, some of the overwhelming —and sometime misleading- in vitro pharmacological studies, especially those describing orally administered
polyphenols with protective effect against metabolic and neurological diseases. In this article, we also centered our attention on a group of rationally
selected polyphenols reported as preventive molecules against prevalent Alzheimer and Parkinson’s disease. Thus, mechanistic and structure-activity
relationships are discussed for anthocyanins, equol, catechins and resveratrol. We also focused on the limitations of natural polyphenols to be absorbed
and reach meaningful plasma levels. This article also summarizes recent studies on the biochemical transformations occurred to polyphenols in the
intestinal tract induced by the gut microbiota. We think that future studies on this latter area are the next frontier towards expanding the current

knowledge on the mode of action of plant-derived compounds, and their metabolites, on human health.

Keywords: Polyphenols, Alzheimer, microbiome, metabolome.
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1) NEURODEGENERATIVE DISEASES

Alzheimer, Parkinson and Huntington disease, are among the
most prevalent and costly neurological disorders (Kuljis et al.,
2013). The medical costs of these conditions are increasing, as
no cure is available and they affect, not only the patient, but
also the entire family through serious limitations on the daily
living activities. Alzheimer’s disease (AD) is the most frequent
cause of dementia in the elderly, it affects almost 10% of
individuals over 65 years and older, and it increases rapidly in
developed countries as life expectancy increases (Maccioni et
al., 2009). The aggregation of amyloid peptide and tau protein,
along  with  brain inflammation and  dysfunctional
cholinergic/glutamatergic neurotransmissions are the key
features of AD (Rojo et al.,, 2008). Epidemiologic studies
indicate that there are almost 40 million cases of AD around

the world, and it is estimated by the World Health Organization
(WHO) that AD will globally increase reaching over 150 million
cases by 2050. The pandemic proportions of AD and other
forms of dementias will demand more research towards
natural and cost efficient prophylactic interventions, especially
if no etiologic treatments are developed in the near future. In
this review, we discuss the potential effect of polyphenols in
AD and other neurological disorders, with emphasis on the
need for re-directing the research on anthocyanins and other
polyphenols with neuroprotective effect. Especially those
present on berries and grape, which have consistently been
reported as neuroprotective in several in vivo and in vitro
studies (Kalt et al., 2008 , Flanagan et al., 2003).
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2) METABOLIC FATE OF POLYPHENOLS AND THE KEY ROLE
OF MICROBIOME

Polyphenols ingested from diet and phytopharmaceutical
products are generally poorly absorbed in the intestine and
reach the colon where they are metabolized by the colonic
microbiome (Deprez et al., 2001) (Figure 1). For instance,
proanthocyanidins [1] with high polymerization degree
could be degrades into aromatic acids and y-
valerolactones. Such metabolites could be easily detected
in stools or fecal water of healthy subjects (Monagas et al.,
2010; Appeldoorn et al.,, 2009; Jenner et al., 2005).
Depolymerization of proanthocyanins during their pass
through gastrointestinal tract generates monomers named
flavan-3-ols or catechins [2]. Clostridium coccoides and
Bifidobacterium spp. use these monomers to generate
simpler microbial metabolites such as 3-hydroxyphenyl
acetic acid (3-HPAA [3]), 4-hydroxyphenyl valeric acid (4-
HPVA [4]), 4-hydroxyphenyl acetic acid (4-HPAA [5]), 3,4-
dihydroxyphenyl propionic acid (3,4-DHPPA [6]). Some of
the final metabolites of this pathway are protocatechuic
acid (PA [7]), 3-hydroxybenzoic acid (3-HBA [8]), 4-
hydroxybenzoic acid (4-HBA [9]) and hippuric acid (HA [10])
(Marin et al., 2015). Other polyphenols like caffeic acid also
undergo important colonic degradation giving origin to 3-
(3-hydroxyphenyl) propionic acid (3-HPPA [11]), which also
has been reported as microbial metabolite of flavan-3-ols
(Aura et al.,, 2008). Many researchers think that these
compounds may be absorbed in the colon and eventually
may exert systemic activities (Jenner et al., 2005). Recently,
Najmanova et al. (2016), demonstrated that 3-HPPA has
potent in vivo vasodilatory activity. Also, intestinal
microflora could form late metabolites from procyanidin
and flavonoids such as 3-phenyl propionic acid [12]
(Deprez et al., 2000). This compound has potential as
antitumoral and anti-inflammatory molecule (Waldecker et
al., 2008; Karlsson et al., 2005). By other hand, animal and
human studies show that administration of cocoa, red
wine, apple or green tea polyphenol-rich extracts stimulate
the growth of bacterial populations in the colon, including
Lactobacillus and Bifidobacterium spp., which could
underlay prebiotic-like effects (Excheverria et al., 2013;
Masot-Cladera et al., 2012; Jin et al., 2012; Shinohara et al.,
2010; Sanchez-Patan et al., 2012). Colonic metabolites of
proanthocyanidins have been detected in urine of human
subjects after the intake of certain food rich in
polyphenols. This finding suggests that these compounds
are absorbed in the colon and in consequence could exert
their benefit effects in other tissues and organs (Henning
et al., 2013; Carrasco-Pozo et al., 2015). In the last years
many researchers have provide evidence of the presence
of polyphenol metabolites in brain and its modulator
effects on mammalian signal transduction pathways
(Nichols et al., 2015). For example, it is well-known that
microbiota plays a key role in bio-transformation of

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (1)

ellagitannins and ellagic acid [13] generating new bioactive
compounds named urolithins. Since the discover of
urolithns (6H-dibenzo[b,d] pyran-6-one derivatives [14]) as
main colonic metabolites of ellagitannins, great body of
evidence has supported their preventive properties in
different diseases. A recent study (Yuan et al., 2016)
revealed that after the ingestion of pomegranate juice -
which it is rich in complex ellagitannin moiety- anti-
Alzheimer effects are evidenced. This group concludes that
ellagitannins suffer bio-conversion intro urolithins and can
reach the brain and prevent neurotoxicity induced by B-
amyloid. Additionally, they stated that physicochemical
properties of such molecules help them to permeate into
brain tissues.

To have a wider vision of the potential effects of
polyphenol metabolites in the brain, advanced reader may
consult the articles of Kennedy (2014), Wang et al., (2014)
and Gasperotti et al., (2015).

Figure 1.

g
ll’olyphemk Polyphenols 5) |
High load -

Low bioavailability

Scheme of the metabolic fate of polyphenols after the ingestion of
different herbal teas and foods.

3) ANTHOCYANINS

Anthocyanins (Figure 2) are polyphenols that confer red-
to-blue pigmentation to fruits, flowers, cereals and certain
tubers. These phenolic compounds occur in their free form
(anthocyanidins), also called aglycones, acylated or
glycosylated (anthocyanins). This latter chemical form the
most commonly found in plant species. Anthocyanins are
among the most widely consumed polyphenolic
compounds (Wu et al.,, 2006) and their popularity is
constantly increasing due to the numerous scientific
reports describing neuroprotective and anti-obesity
properties (Tsuda et al., 2003, Tsuda et al., 1998, Rojo et

30



SO
FAR
CHI

al., 2012, Grace et al., 2009). Several publications, including
recent clinical trials (Stull et al., 2010), have shown
evidenced on the benefits anthocyanins (ANCs) from fruits
and vegetables in maintaining metabolic health. However,
poor oral absorption and chemical instability of ANCs
remain as major obstacle towards establishing reliable
structure-activity relationships for different molecules of
this family. Not only the alkaline environment of the Gl
tract contributes to degradation of ANCs prior to their
systemic distribution, but also the biotransformations from
gut microbioma —in first the place- lead to extensive in vivo
metabolism of ANCs (Kong et al., 2003, Prior and Wu,
2006). Consequently, after 4 hours of acute oral ingestion
of 100 g of freeze dried lowbush blueberries (Vaccinum
angustifolium), equivalent to 1.2 g of total anthocyanins,
only 5.43-16.9 ng/mL of total anthocyanins are detected in
serum. The time to plasma peak of orally administered
ANCs correlates well with a temporary increase in the post-
prandial antioxidant capacity, in plasma, expressed as
ORACta and ORAC,cetone indexes (Mazza et al., 2002). This
evidence suggests that ng/mL plasma levels of ANCs would
be sufficient to reach systemic antioxidant effects.
However, the reported health benefits of these molecules
seemingly go far beyond antioxidant capacity, as chronic
administration (8 weeks) of blueberries extract to aged rats
significantly reversed the cognitive deficit compared to
their vehicle-treated counterparts (Andres-Lacueva et al.,
2005, Willis et al., 2009). Thus, it is plausible that not only
the ANCs-induced antioxidant effect, but additional
molecular/physiological events may explain the ANCs-
induced neuroprotection against cognitive decline in aged
rats. The evidence also shows that aged rats receiving
blueberry extract display lower levels of NF-kB in brain
compared with a control group (Goyarzu et al., 2004)
implying that ANCs would ameliorate inflammation in
tissues different from blood. Similar findings were
previously reported using a double-transgenic murine
model of Alzheimer disease (AD), that overexpresses APP
and preselinin 1, promoting the synthesis of high levels of
AR peptide. In this model of AD, a diet supplemented with
a 2% of blueberry extract for 12 months, significantly
improved the animals performance in the Y maze without
modifying the cerebral burden of senile plaques and AR
peptide accumulation (Joseph et al., 2003). These latter
pieces of evidence suggest that blueberry polyphenols
would modify cerebral micro-inflammatory processes or
prevent early pathological phosphorylation of tau protein
in aged rodents. Similarly blueberry extract induced the
expression of ERK in the hippocampus and PKCR in the
striatum and hippocampus suggesting a disease modifying
mechanism related with the activity of key kinases involved
in memory processing (Micheau and Riedel, 1999). A
recent study established that extracts rich in anthocyanins,
proanthocyanidins, or other polyphenols from botanical
sources suppress the neurotoxic effects of rotenone in a
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primary cell culture model of Parkinson’s Disease, and the
extracts rich in anthocyanins and proanthocyanidins
displayed the most potent neuroprotective effect against
rotenone-induced neurotoxicity (Strathearn et al., 2014).
Although limited in statistic strength, there is emerging
evidence in humans, showing that age-related cognitive
deficits can be ameliorated by consumption anthocyanin-
rich blueberry juice, as the supplementation with
blueberry juice during 12 weeks improved memory in older
adults (Krikorian et al., 2010). In the same line, oral
administration of pomegranate juice (Punica granatum L.)
for 6-12.5 months to Tg2576 transgenic mice expressing
APP695 human gene, improved performance in cue and
spatial learning tasks (Hartman et al., 2006). This was the
first published evidence suggesting a mechanism of
neuroprotection for blueberry polyphenols correlated with
modification of cerebral pathognomonic features of AD.
Because orally administered pomegranate juice (rich in
anthocyanins) lowered cerebral levels of soluble ABj.,
peptide, decreased the number of senile plaques in the
hippocampus of Tg2576 mice. This finding should be
considered a strong piece of evidence as the Tg2576
double transgenic develops cerebral inflammation, as well
as tau and amyloid deposition in brain. This also brings the
question as to which ANCs or metabolites are actually
producing all the disease-modifying cerebral events.

Koli and coworkers studied the bioavailability of various
polyphenols contained in berries (Koli et al., 2010). For this
study, 72 middle-age volunteers were enrolled for an 8-
weeks randomized, placebo-controlled dietary intervention
trial. During this time, part of they consumed around 160
g/day of berries (bilberries, lingonberries, black currants,
and chokeberries), further their urine and plasma were
collected in order to analyze the presence of polyphenols
and its metabolites. Only quercetin, p-coumaric acid and 3-
hydroxyphenylacetic acid showed a positive correlation
between plasmatic and urinary levels. Most recently, using
LC/MS/MS, Nakamura and coworkers successfully
quantified unaltered anthocyanidins in plasma of human
subjects after the consumption of 253 mg of black currant
extracts (equivalents to 58.8 mg of total anthocyanidins)
(Nakamura et al., 2010). Epidemiological studies suggested
that consumption of red wine has been associated to lower
incidence of Alzheimer disease (Luchsinger et al., 2004),
which was later supported by experimental data from the
Tg2576 in transgenic mice, as the same polyphenols of red
wine ameliorated in vivo amyloid deposition, and peptide
aggregation this AD animal model (Wang et al., 2008).
Further investigations on the mechanism established that
grape polyphenols, mainly catechin, epicatechin,
oligomeric and polymeric procyanidins, inhibited
aggregation and cellular toxicity of amyloid peptides (Ono
et al., 2008). This the authors followed up on the study
reporting that myricetin and rosmarinic acid, common
polyphenols in grape decrease the toxicity and early
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assembly of amyloid peptides by interfering with specific
binding sites of the amyloid peptide (Ono et al., 2012 ).
However, the cerebral bioavailability of polyphenols is
limited (Ichiyanagi et al., 2004) and controversial (Kalt et
al., 2008 ). Investigations on the compartmentalization of
metabolites  from  anthocyanins, catechins and
procyanidins are needed in light of the current data. The
remarkable neuroprotective effect of grape juice
polyphenols fed is another example worth mentioning in
this review. As ir was demonstrated that aged Fisher rats
treated with a 10 or 50% grape juice until 12-21 months
old, showed significant improvement in their performance
in the rota-rod (motor activity) and Morris water maze
(cognitive skills) (Shukitt-Hale et al., 2006). However, with
all these neuroprotective evidence it is still not possible to
link such effects with a specific molecule. Several published
studies intend to correlate biological parameters with
orally administered polyphenols. The anthocyanin
pigments, for example, circulate in a neutral aqueous
medium (blood); therefore their stability becomes a
central issue. The influence of pH in the ANCs stability has
been described early by various authors (Pina, 1998,
Jordheim et al., 2006a, Jordheim et al., 2006b). Al of these
works established that in acid and neutral environment,
anthocyanins could exist in four forms in equilibrium: the
flavylium cation, the quinonoidal base, the psudobase
carbinol, and the chalcone. The predominant pigment will
be defined by pH of the medium, concentration and the
structure of the original compound. Thus, in strongly acidic
solutions (below pH 2) the flavylium cation is predominant
giving rise to anthocyanin solutions which are red in color.
For instance if the cyanidin 3,5-diglucoside is maintained in
a solution with neutral pH, the predominant form will be
the pseudobase carbinol and in a lower extent the
chalcone form.

Figure 2.

Flavylium cation (RED) Quinonoidal base (BLUE)

Carbinol base (COLOURLESS) Chalcone (COLOURLESS)

Structural forms of anthocyanidins at different pH (adapted from Jorheim
etal., 2006).
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On the other side, it has been observed that at neutral pH
the colored quinonoidal base is the main form when in
anthocyanins the substitution pattern changes, which is
the case of 4-methyl-7-hydroxyflavylium and 4’-methoxy-
4-carboxy-7-hydroxyflavylium chloride. Besides, it is not
clear if the presence of metallic ions, oxygen, ascorbic acid,
sugars, and other factors are relevant for the in vivo
stability of these pigments. Moreover, the stability of such
compounds in cell culture media regularly under estimated
. For instance, in cell culture systems some anthocyanins
only remain stable up to 2 hours (Prior et al., 2006).

As said above, the effects of anthocyanins metabolites and
its different forms existing in biological fluids should be
matter of investigation in future studies (Mazza and
Miniati, 1993).

In order to shed light on this point, recently Milbury and
Kalt have conducted a study aimed to detect the presence
of anthocyanin metabolites in different zones of pig’s brain
after administration of a lyophilized powder of blueberries
during eight weeks (Milbury and Kalt, 2010). They detected
delphinidin and malvidin glucuronides in the cortex,
cerebellum and mid-brain, and diencephalon. The relative
levels of these metabolites were 6 to 48 times greater than
those of peonidin, cyanidin and petunidin. Authors
suggested that these metabolites are removed from brain
slower than other anthocyanidins. Unfortunately, since the
stable isotopically labeled anthocyanidin glucuronides are
not currently available; this aspect still remains to be
clarified.

4) EQUOL

Soy foods are a rich source of phytoestrogens (isoflavones
[Figure 3, structure 15]), which display several biological
activities. Among them, genistein and daidzein have
estrogenic activity, displaying protective effects in
climateric women, particularly against osteoporosis and
cardiovascular health. Chemical structure of isoflavones is
similar to that of estrogens. They bind to the estrogen
receptors (ERa and ERB) with lower affinity than estrogens,
and because of that were classified as selective estrogen
receptor modulators (SERMs) (Messina, 2000). Such
compounds exist as glycosides in soy foods and should be
metabolized by intestinal bacteria, which hydrolyze the
carbohydrate moiety, to the biologically active isoflavones.
In fact, glycosilated isoflavonoids are not bio -available and
need to be hydrolyzed by brush border membrane -
glucosidases prior to its absorption (Setchell et al., 2002).

Although the effects of isoflavones in menopause are
widely studied, clinical trials have been shown highly
variable —and contradictory- results. Regarding to this, only
in the last decade scientific interest has turned to an active
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intestinal metabolite of daidzein, equol [16] (7-hydroxy-
3[49hydroxyphenyl]-chroman). This metabolite is more
active than parental compounds and it discover raised the
so-called “equol hypothesis”. The main statement of this
hypothesis is that health benefits associated to soy-base
diets intake probably will be greater in equol-producers
than in equol nonproducers (Atkinson et al.,, 2005).
However, depending on the isoflavone intake, only 30-40
% of human beings could produce equol. Hitherto, around
20 intestinal bacteria that could convert daidzein to equol
have been identified in humans. For instance, Lactococcus
garvieae is very efficient to convert daidzein to S-(-)-equol.
This property has been explored successfully for
development of nutraceuticals (Ishiwata et al., 2009).
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The role of isoflavones in neuroprotection has been
recognized in several works (Zhao et al., 2002, Schreihofer
et al, 2010, Linford and Dorsa, 2002). In astrocytes
genistein could limit the AB-induced production of iNOS,
COX-2, TNF-a and IL-1B. Such anti-inflammatory effects has
been ascribed to the activation of PPARs (Valles et al.,
2010). In another research, intraocular o subcutaneous
administration of daidzein could promote axonal
regeneration in vivo in an optical nerve crush model (Ma et
al., 2010a). Authors suggested that daidzein effects are
cAMP-independent, since it increases Argl without
increasing CREB phosphorylation. The same author has
reported the importance of equol in this field of
investigation (Ma et al.,, 2010b). In this work, the
antioxidant effect of genistein and equol was
demonstrated in rats with focal isquemia.
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Polyphenol molecules and main metabolites discussed in this article.
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5) RESVERATROL

The stilbene resveratrol [17] is a phytoalexin found in Vitis
vinifera and red wine (active form: trans-3,4,5-
thihydroxystilbene). The antioxidant and antitumoral
activities of resveratrol have been reported elsewhere
(Caruso et al., 2004, Zbikowska and Olas, 2000). Antitumor
activity has been demonstrated in several solid tumors like
osteosarcoma, esophagic scamous carcinoma, breast
cancer, colon cancer, uterine cancer, Burkitt lymphoma,
multiple myeloma and pro-myelocitic leukemia. The
observed effects were grown inhibition, induction of
apoptosis and arrest of cell cycle in S-G, stages_Resveratrol
showed low toxicity and it seems to be well tolerated in
vivo at a dose of 20 mg/kg in mice for 4 weeks (Aggarwal et
al., 2004, Emilia Juan et al.,, 2002). Resveratrol displays
significant chemoprotective and antineoplasic activities in
certain solid tumors. Recently, administration of 4.9
mg/kg/day of resveratrol to mice produce a genetic
expression profile similar to those observed during caloric
restriction regimes (Barger et al., 2008). These results
suggested initially that this polyphenol could modulate the
activity of the mammalian Target of Rapamycin (mTOR)
acting as anti-ageing agent (Bonawitz et al.,, 2007).
However, whereas rapamycin increase life-span in
genetically heterogeneous mice, resveratrol did not (Miller
etal., 2011).

Resveratrol is metabolized at 2 hours forming sulphate and
glucuronide conjugates (Lastra and Villegas, 2005). Besides,
two isomeric forms of resveratrol monoglucuronide,
dihydroresveratrol monosulphate and dihydroresveratrol
monoglucuronide also have been reported (Walle et al.,
2004). In plasma, the glucuronide form is the main
circulating metabolite. Brain distribution in rats is very low.
Thus, when a dose of 50 mg/kg of [3H]- trans-resveratrol
was orally administrated to rats, only 0.01-0.03 % reach
the brain after 2-18 hours. So far, it is not known if the
conjugated forms  of resveratrol have some
neuroprotective effect. Moreover, trans-resveratrol could
be glucuronidated in situ as was observed in rat brain and
astrocytes (Sabolovic et al., 2007).

After two weeks of resveratrol-supplemented diet, nmol/g
wet weight of resveratrol in perfused brain of mice was
detected around (Vingtdeux et al.,, 2010). The authors
found that resveratrol lower AR accumulation by activating
AMPK signaling in cell lines and in primary neuronal
cultures. Moreover, resveratrol also induced degradation
of AB by activating authophagy and lysosomal degradation.
These results suggested that even after extensive
metabolism, resveratrol and/or its metabolites could cross
brain barrier and exert anti-amyloidogenic effects. In
another work, resveratrol promoted ERK activation in PC12
cells and R6/2 mice used as model of Huntington disease
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(Maher et al., 2010). As previously mentioned, the
moderate wine consumption of wine by transgenic Tg2576
mice improves AB clearance (Wang et al, 2006).
Importantly, in this study Cabernet Sauvignon wine was
used, which contained very low amounts of resveratrol. So,
the authors suggested that other polyphenols different
from resveratrol (and probably some of its metabolites)
could fight the accumulation of AR peptides in brain of
patients with Alzheimer disease. We hypothesized that
resveratrol enriched foods and nutraceuticals will probably
fail to attain life-span extension and neuronal protection.

6) CATECHINS

After oral ingestion, up to 30% of ingested tea catechins
[18] are metabolized to O-methylated by catechol-O-
methyltransferases in the jejunum. A 20% is both O-
methylated and glucuronidated (Kuhnle et al., 2000).
Catechin glucuronidation in the intestine occur via UDP-
glucuronosyl transferase. Such metabolism continues in
the liver (phase Il). Also, sulphate conjugates were found in
plasma and urine. These metabolism determine that
methylated catechins predominates over unbound and
glucuronide metabolites (Pietta et al., 1998). After green
tea ingestion some epigallocatechin gallate ring-fission
metabolites were identified in human urine as (-)-5-

(3°,4",5 -trihydroxyphenyl)- y-valerolactone [19] and (-)-5-
(3",4",-dihydroxyphenyl)- y-valerolactone [20] (Meng et al.,
2002). Oligomeric and polymeric procyanidins [1] possess
low oral absorption but could act as deposit of monomeric
flavan-3-ols. These monomers could be released during the
pass of procyanidins through the intestine. Using
senescence-accelerated mouse (SAMP8) as murine model
Lee and coworkers demonstrated that oligomeric
proanthocyanidins improve memory and enhance
phosphorylation of vascular endothelial growth factor
receptor-2. They observed that the density of axon in
hippocampal CA1 was significantly increased by
procyanidins oligomers. Also, they reported that these
compounds increased phosphorylation of VEGFR-2 in the
hippocampal CA3, hypothalamus and choroid plexus (Lee
et al.,, 2010). Moreover, there are evidence that (-)-
epicatechin and (-)-epigallocatechin-3-gallate [18] (major
components of green tea) reach brain structures and might
exert antioxidant and metal-chelating activities (Mandel et
al., 2008). Nevertheless, it is not clear whether flavan-3-ols
from different resources are capable to cross blood brain
barrier in concentrations sufficiently high to promote
neuroprotection. All these properties have been reviewed
in detail y some recent works (Weinreb et al., 2009, Singh
et al., 2008, Weinreb et al., 2004).

Very low concentrations of methylated and glucuronidated
catechins has been observed in the brain of rats.
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Moreover, it is likely that these metabolites were formed
in situ, since uridine diphosphate-glucuronyl transferase
(UDPGT) activity is present in the central nervous system of
rats (Ghersi-Egea et al., 1987). Schroeter and coworkers
demonstrate that epicatechin and 3’-O-methyl-epicatechin
protect neuron against oxidative injury via suppression of
JNK and downstream partners, c-jun and pro-caspase-3
(Schroeter et al., 2001)

Recently, the antioxidant activity of two metabolites of
luteolin and quercetin were investigated. Such compound
named 3,4-DHPAA and 3,4-DHT are bioavailable and
displayed in vitro protective activity against oxidative stress
in PC12 cells treated with H,0,, FeSQO,, and t-BHP. 3,4-DHT
shown better antioxidant activity than 3,4-DHPAA probably
because its greater lipid solubility (Pavlica and Gebhardt,
2010). Regarding to the metabolites from tea catechins, It
was recently reported that a green tea extract provide
potential neuroprotection against H,0, and AB;.4, induced
cytotoxicity in differentiated PC12 cells. Interestingly, this
extract was used after being sequentially incubated in
artificial gastric and intestinal environment (Okelloa et al.,
2010). Before treatment of PC12 cells, extract was purified
and analyzed by LC-MS. Authors observed that pre-
incubation (0.03-2 pg/mL) for 24 h prior to AB addition
attenuated AB-induced toxicity in PC12 cells at the lowest
concentration. Although the results presented in this study
are relevant, they only provide evidence of the potential
effect of “digested” tea catechins. Due to the great impact
of the microbiota on the metabolic fate of catechins, it
would be prudent to consider this topic in the near future
(Roowi et al., 2010).

7) CONCLUDING REMARKS

Recent data analyzed in this review indicate that the next
frontier in this field of pharmacology is to understand
which the chemical biotransformations occurred to
polyphenols are as they pass through the different portions
of intestine and even within the target organs. This
knowledge will be instrumental in defining the “true”
bioactive molecules and the role of metabolism in
pharmacology of ingested polyphenols. The fact that only
picomolar or nanomolar concentrations of intact
polyphenols reach  brain  structures after oral
administration remains as a major issue for these family of
chemical compounds.

It is also important, in the light of a recent publication by
Roopchand et al., (Roopchand et al., 2015), to study the
effect of polyphenols on the microbiota residing within
different regions of the intestine. According to this new
data, polyphenols are able to induce major changes in the
profile of intestinal bacteria living symbiosis with humans
and other animals. Several publications from prestigious
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journals like Nature or Science have highlighted the
importance  of the intestinal  microbiota  for
metabolic/endocrine health and the fact that polyphenols
are potent modifiers of this microbiome must not escape
from our attention.
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RESUMEN

Los polifenoles son metabolitos secundarios comunes en el reino vegetal; la farmacologia de esta diversa familia de compuestos quimicos ha sido
ampliamente estudiada debido a su alto potencial biomédico y la abundancia de verduras y frutas. Entre las actividades farmacoldgicas
atribuidas a los polifenoles naturales estd la de ser: antioxidantes, anti-inflamatorios, antibacterianos, antihelminticos, antidiabéticos,
antienvejecimiento y neuroprotectores. Interesantemente, los recientes ensayos clinicos han confirmado, algunos de los sorprendentes -y a veces
contradictorios- estudios farmacoldgicos realizados in vitro, especialmente los que se describen en polifenoles administrados por via oral con
efecto protector contra enfermedades metabdlicas y neuroldgicas. En este articulo, también se centrd la atencion en un grupo de polifenoles
racionalmente seleccionados reportados como moléculas preventivas contra Alzheimer prevalente y la enfermedad de Parkinson. Por lo tanto,
las relaciones mecanisticas y de estructura-actividad se analizan para antocianinas, equol, catequinas y el resveratrol. También nos hemos
centrado en las limitaciones de los polifenoles naturales para ser absorbidos y alcanzar niveles plasmdticos significativos. En este articulo
también se resume los ultimos estudios sobre las transformaciones bioquimicas que sufren los polifenoles en el tracto intestinal inducidas por la
microbiota intestinal. Pensamos que los futuros estudios sobre este ultimo aspecto son la préxima frontera hacia la ampliacion de los
conocimientos actuales sobre el modo de accién de los compuestos derivados de plantas, y sus metabolitos, en la salud humana.

Palabras Claves: Polifenoles, Alzheimer, microbioma, metaboloma.
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RESUMEN

Es ampliamente aceptado el uso de una profilaxis antibidtica, ya sea con fines de prevenir una enfermedad (profilaxis médica) o infecciones
postoperatorias después de ciertos procedimientos quirdrgicos (profilaxis quirtrgica), y cada cierto tiempo se imparten guias al respecto con el
propdsito de prevenir la creciente resistencia microbiana a los agentes quimioterapéuticos. En odontologia existe una amplia gama de opiniones
en relacion a las indicaciones y la necesidad de la administracion de profilaxis antibiética.

El objetivo de este trabajo fue describir el uso de profilaxis antibidtica en una muestra de pacientes sometidos a exodoncias en el afio 2013 en la
Clinica UDD-La Florida, Santiago, Chile para evaluar si la profilaxis utilizada en dicha clinica coincide con los criterios internacionales y nacionales.
Se analizaron 898 fichas clinicas electrénicas de pacientes sometidos a exodoncias para describir el uso o no de profilaxis antibidtica segun
criterios de indicacion.

En un 76% se cumplio con los criterios internacionales y nacionales, sin embargo en un 14% de los pacientes hubo una innecesaria profilaxis, y en
un 10% de los pacientes se efectuaron las atenciones sin una terapia antibidtica previa, aunque de acuerdo a estas normas debieron haberla
recibido. La mayoria de las indicaciones cumple con los criterios de indicacion de profilaxis antibiética recomendados a nivel internacional y
nacional, aunque se observa una leve tendencia a la sobreutilizacion.

Palabras Claves: profilaxis antibidtica; exodoncias; revision de fichas; criterios de indicacion
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1) INTRODUCCION

Clasicamente se ha considerado la profilaxis quirlrgica
como la administracion pre o perioperatoria de un
antibidtico para la prevencidn de una complicacion
infecciosa local y/o sistémica y sus correspondientes
consecuencias clinicas (Gutiérrez et al., 2006). Se usa con la
finalidad de prevenir la posible aparicion de infeccion a
nivel de la herida quirurgica, utilizando concentraciones
antibiéticas en sangre que impidan que los
microorganismos proliferen y se diseminen a partir de la
puerta de entrada que representa la herida quirdrgica

(Salmeroén-Escobar y Del  Amo-Fernadndez de Velasco,
2006). La profilaxis estd indicada si existe un riesgo
importante de infeccién, ya sea por las caracteristicas
mismas de la intervencién quirdrgica o por las condiciones
locales o generales del paciente. Entre los factores que van
a determinar la posibible aparicion de la misma, destacan
el tipo y tiempo de cirugia y el riesgo quirurgico del
paciente por su comorbilidad (Salmerdn-Escobar y Del
Amo-Fernandez de Velasco, 2006).

Correspondencia a: Dra. Teresa Pelissier. UDD Santiago, (+56-2) 2327 9110 - Av. La Plaza 700, San Carlos de Apoquindo, Las Condes. Correo Electrénico:

tpelissier@udd.cl
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Existe una amplia gama de opiniones en relacién a qué
pacientes deben recibir profilaxis antibidtica antes de
someterse a procedimientos dentales y esto conduce a que
los odontdlogos perciban la necesidad de contactarse con
médicos para ser asesorados en este asunto (Lockhart et
al., 2007). A pesar de numerosas directrices y afios de
recopilacion de datos, el uso de la profilaxis antibidtica
antes de procedimientos dentales sigue siendo
controversial. Continda existiendo desacuerdo sobre las
indicaciones, la justificacidn, y el resultado de la utilizacién
de diversos regimenes de profilaxis antibiodtica. Esto se
complica por la falta de datos que demuestran un impacto
positivo o negativo en el cuidado de los pacientes. La
comunidad odontoldgica se ha distanciado de un papel de
liderazgo en esta controversia, basada en multiples
preocupaciones que incluyen temor a un litigio y a una
incierta relacion causa-efecto (Hossaini- Zadeh, 2016).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define que la
mitad de los medicamentos se prescriben de forma
inapropiada y que uno de los problemas frecuentes es el
uso excesivo de antibidticos (OMS, 2010).

Debido al gran problema de la resistencia antimicrobiana,
se esta tratando de regular mas el uso de los antibidticos.
En este contexto se estudia la indicacion adecuada de
profilaxis antibidtica para los pacientes sometidos a
procedimientos invasivos dentales (Lockhartet al., 2002).
En 1998, el Standing Medical Advisory Committee (SMAC)
publicé The Path of Least Resistance, un reporte sobre la
resistencia antimicrobiana, en él que declar6 que los
dentistas representan el 7% de todas las prescripciones de
los antimicrobianos. Esto significa que cada odontdlogo
podria prescribir 159 antibidticos al afio, un promedio de
tres recetas a la semana, lo que implica un mayor uso de
antibidticos por los dentistas de lo que se podria pensar
inicialmente (Sweeney et al., 2004). Dentistas alemanes en
promedio prescribieron dos antibidticos por semana
(Loffler et al., 2014). La relacién entre el uso de antibidticos
y la resistencia microbiana es compleja. Una reduccién de
la resistencia antimicrobiana soélo se puede lograr
reduciendo significativamente el uso de antibidticos
(Sweeney et al., 2004).

2) MATERIALES Y METODOS

Se realizd una revision de la literatura en la base de datos
de la Biblioteca Facultad de Medicina Clinica Alemana
Universidad del Desarrollo, Medline (PubMed y MeSH),
Scielo y Google Académico utilizando las siguientes
palabras claves: profilaxis antibidtica  (antibiotic
prophylaxis), indicacion profilaxis antibidtica (prophylaxis
indications), guias profilaxis antibidtica odontologia
(prophylactic guidelines dentistry), profilaxis en cirugia oral
(prophylaxis in oral surgery). Se aplicaron los siguientes
criterios de inclusidn: articulos de tipo descriptivo, analitico
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y experimental, revisiones sistemdticas y meta-andlisis
publicados a nivel internacional y nacional entre los afios
2000-2014, realizados en humanos. Con los datos
obtenidos de la revisién bibliografica se establecieron los
criterios de indicacion profilactica (Tabla 1).

Tabla 1

Inmunosupresiéon por enfermedad (VIH, SIDA), farmacos, trasplante o

radioterapia

Artropatias inflamatorias: lipus eritematoso, artritis reumatoidea

Hepatitis, TBC y otras enfermedades infectocontagiosas y portadores

de ellas

Diabetes Tipo 1 y Tipo 2 descompensado

Alto riesgo de generar
1. Endocarditis infecciosa
- Valvulas protésicas o material protésico usado en valvulas
cardiacas
- Historia previa de endocarditis infecciosa
- Condiciones cardfacas congénitas
- Trasplantados cardiacos que desarrollan una valvulopatia cardiaca

2. Infeccién de prétesis osteoarticular

Insuficiencias renal o hepética no controladas

Hemofilicos

Pacientes ASA |, I, Il sometidos a exodoncias complejas

Criterios de Indicacion de profilaxis

Los criterios de indicacion de profilaxis antibidtica en
pacientes sometidos a exodoncias de este estudio se basan
en las pautas de la American Dental Association (ADA),
American Heart Association (AHA), European Society of
Cardiology (ESC), la Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire
des Produits de Santé, el “Documento de consenso sobre
la utilizacion de profilaxis antibidtica en cirugia vy
procedimientos dentales” (Gutiérrez et al.,, 2006),
publicado en Espafia en el afilo 2006 y la Norma Técnica De
Urgencia Odontoldgica, 2003 del MINSAL.

Se consider6 correcta la administracién de una dosis Unica
preoperatoria con una de las posologias recomendadas por
el MINSAL (Norma Técnica De Urgencia Odontoldgica,
2003) enumeradas en la Tabla 2.

Se realizé una revision y un andlisis de fichas clinicas de
pacientes de la Clinica Universidad del Desarrollo (UDD)-La
Florida para poder comparar si las prescripciones
realizadas en este establecimiento coincidian con los
criterios establecidos. Las fichas clinicas proporcionadas
por la Clinica UDD-La Florida fueron de todas las
asignaturas impartidas en la Clinica UDD La Florida durante
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el afio 2013, obteniendo un total de 36.770 fichas clinicas
guardadas en el sistema computacional SMILE, que es un
software especializado de fichas clinicas electrénicas para
clinicas odontoldgicas universitarias. Se sometieron las
36.770 fichas clinicas a los siguientes criterios de inclusion:
fichas clinicas de Pregrado Cirugia de 4to y 5to afio y de
Servicio Pabellén, pacientes entre 18 y 60 afios. Aplicando
los criterios de inclusion se obtuvo un total de 2.988 fichas
clinicas. Estas fichas se revisaron ingresando en el sistema
computacional SMILE, el cdédigo SMILE de la planilla
proporcionada por la Clinica UDD-La Florida. Estas fichas a
su vez se sometieron a criterios de exclusién. Se excluyeron
las fichas clinicas que presentaban una o mdas de las
siguientes caracteristicas: fichas clinicas con informacion
incompleta en la parte de la ficha electrdnica, de notas de
evolucion, de la receta electrénica. Ademas se excluyeron
fichas clinicas repetidas en la planilla proporcionada por la
Clinica UDD-La Florida y pacientes atendidos en Servicio
Pabellén, que no se sometieron a exodoncias, sino a otros
procedimientos quirdrgicos (cirugias de implantes,
biopsias, frenectomias etc.). Aplicando estos criterios de
exclusion de las 2.988 revisadas se obtuvo un total de 898
fichas clinicas.

Tabla 2
Situacion Farmaco Régimen
Profilaxis estandar Amoxicilina Adultos 2,0 g; Nifios 50 mg/Kg
general Oral, 1 hora  antes del
procedimiento
Imposibilidad de Ampicilina Adultos 2,0 g; Nifios 50 mg/Kg

tratamiento oral Intramuscular o intravenoso, 30

minutos antes del procedimiento

Alérgico a Clindamicina Adultos 600 mg.; Nifios 20 mg/Kg
Penicilinas (méximo 600 mg).
Oral, 1 hora antes del

procedimiento

Azitromicina Adultos 500 mg.; Nifios 15 mg/Kg
4] Oral, 1 hora antes del
Claritromicina | procedimiento

Alérgico a Clindamicina Adultos 600 mg.; Nifios 20 mg/Kg
penicilinas e (méaximo 600 mg).

imposibilidad de Intravenoso 30 min. antes del
tratamiento oral procedimiento

Antibidtico y Posologia Correctas para Profilaxis segiin MINSAL

Se determind la cantidad de pacientes que fueron
sometidos a exodoncias con profilaxis antibidtica y si
estaba indicada o no la profilaxis, pudiéndose evaluar de
esta manera si la indicacion estaba justificada o
sobreindicada. Se entendi6 como sobreindicacion la
presencia de prescripcion de antibidticos en ausencia de
criterios establecidos y/o no cumplimiento de la dosis
Unica preoperatoria recomendada por el MINSAL. Luego se
determind la cantidad de pacientes con exodoncias sin
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profilaxis antibidtica y se evalué segun criterios
establecidos si correspondia administrar  profilaxis,
determinando una subindicaciéon. Se entendié como
subindicacién la ausencia de prescripcion de antibidticos
en presencia de criterios establecidos. Finalmente se
determiné el tipo de antibidtico que se prescribid y su
posologia para poder evaluar si las posologias coincidian
con las recomendaciones internacionales y nacionales. Se
realizé estadistica descriptiva para variables cualitativas
con tabulacién y distribucidon de frecuencias absolutas y
relativas. Los resultados se obtuvieron mediante el sistema
computacional Excel (Microsoft 2013).

3) RESULTADOS

3.1) Cantidad de prescripciones

La muestra consistio en 898 pacientes, de los cuales en 4to
y 5to afio se atendieron 657 y en Servicio Pabellén 241 (Fig.
1A). Del total de pacientes, 190 recibieron prescripcidn
profilactica, concentrandose la mayor proporcion en el
tratante Servicio Pabelldn (164). A 708 pacientes no se les
hizo profilaxis antibiética (Fig. 1B).

Figura 1
A
® Pacientes 4to y 5to afio
® Pacientes Pabellon
3%
B
= Profilaxis
Sin profilaxis
21%

79%

A: Distribucion de los pacientes B: Total de pacientes atendidos
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3.2) Profilaxis antibiética y criterios de: sobre y
subindicaciones

En 4to y 5to afio de Pregrado Cirugia se atendieron 657
pacientes a los que se les realizd una exodoncia simple y 26
de ellos recibieron profilaxis antibidtica. La profilaxis
estuvo indicada segln criterios, en 13 pacientes mientras
que en los otros 13 no se justificaba la administracién de
antibidticos profilacticos, por lo que un 50% de las
prescripciones corresponden a sobreindicacion. Los 631
pacientes restantes no recibieron profilaxis. Entre estos
pacientes, 10 de ellos deberian haber recibido profilaxis
por sus condiciones sistémicas segun criterios, por lo que
este grupo corresponde a subindicacién (Fig 2A). Como
resumen, del total de los pacientes atendidos en Cirugia
4to y 5to afio a los que se les realizé exodoncias, un 96.5%
de ellos cumplié con los criterios establecidos de
administrar o no profilaxis antibiotica y sélo el 3.5% no los
cumplid.

Figura 2

Profilaxis justificada
® Profilaxis sobreindicada
u Sin profilaxis justificada

2% 2% 2% ® Sin profilaxis: subindicacion

94%

Profilaxis justificada
= Profilaxis sobreindicada

= Sin profilaxis: subindicacion
21%

47%

A: Pacientes atendidos en 4to y 5to afio B: Pacientes atendidos en Servicio
Pabellon
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En Servicio Pabellén se atendieron 241 pacientes de los
cuales 164 recibieron profilaxis antibidtica para exodoncias
complejas: 51 de ellos recibieron una dosis Unica
preoperatoria de antibidticos lo que se considera profilaxis
correcta y 113 recibieron una dosis Unica preoperatoria
mas un tratamiento antibidtico de 7 dias, lo que se
considerd sobreindicacién. Los 77 pacientes restantes,
atendidos en Servicio Pabellén, necesitaban profilaxis de
acuerdo a los criterios establecidos, y esta profilaxis
antibidtica no se les indico, por lo tanto se traté de
subindicacién de profilaxis (Fig. 2B). De esta manera de los
241 pacientes con exodoncias complejas, sélo un 21% de
indicaciéon de profilaxis cumplieron con los criterios
establecidos y en un 79% estuvo sobre o subindicada.

Cuando se analiza el total de fichas, tomando en cuenta
4to y 5to afio de Pregrado Cirugia mas Servicio Pabelldn,
76.3% de las indicaciones cumplieron con los criterios
establecidos y 23.7% no lo hicieron.

3.3) Tipo de antibidtico prescrito

El antibidtico mas utilizado fue la Amoxicilina con una
posologia de 2gr oral 1 hora antes del procedimiento, la
que fue recetada en un 95% de los casos, seguida en un 3%
por la cefazolina con una posologia de 1gr endovenoso en
el intraoperatorio. La azitromicina con una posologia de
500mg oral 1h antes y la clindamicina con una posologia de
600mg oral 1h antes se recetaron en un 1%
respectivamente (Fig.3). Se prescribieron en total 180
recetas que coinciden con las recomendaciones del
MINSAL lo que equivale a que un 94.7% de recetas fueron
correctamente prescritas.

Figura 3
® Amoxicilina 2g oral
B Cefazolina1 gi.v.

Azitromicina 500mg oral

3% 1% 1%

® Clindamicina 600mg oral

95%

Antibidtico, y posologia indicada como profilaxis
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4) DISCUSION

En la mayoria de las publicaciones se recomienda la
antibioterapia pre- y postoperatoria solo en aquellos casos
en que haya alto riesgo de infeccion o signos clinicos
evidentes de infeccion (ADA, 2014; Agence Frangaise de
Sécurité Sanitaire des Produits de Santé, 2001; Gould et
al., 2006; Gutiérrez et al., 2006; Habib et al., 2009; Halling,
2014; Naber et al.,, 2007; Salmerdn Escobar y Del Amo-
Fernandez de Velasco, 2006). En pacientes sanos la
mayoria de los procedimientos en cirugia oral no requieren
antibioterapia (Calvo et al., 2012; Marghalani, 2014; Siddiqi
et al., 2010) y solo se debe emplear antibidtico profilactico
en casos de infeccidn activa, pacientes con comorbilidad o
inmunocomprometidos (Salmerédn Escobar y Del Amo-
Fernandez de Velasco, 2006). Poeschl et al., (2004)
concluyeron que el tratamiento profilactico posterior a la
remocion de los terceros molares inferiores no contribuye
a un proceso de cicatrizacion mejor, a menos dolor o
trismus y que no se pudieron prevenir problemas
inflamatorios posteriores a la cirugia, por lo que no se
recomienda el uso rutinario de profilaxis.

La evidencia disponible referida a que la profilaxis
antibidtica parenteral, previene las infecciones en cirugia
oral es escasa o inexistente. En consecuencia, una
profilaxis antibidtica previa a la cirugia de terceros molares
incluidos o semi incluidos en pacientes sanos es
injustificada (Dar-Odeh et al., 2010), y es una medida
bastante frecuente que puede contribuir a generar
resistencia microbiana a los antibidticos. Incluso existe una
publicacién en el ambito de la medicina que concluye que
en pacientes a los que se les instala una prétesis articular
no es necesaria la profilaxis antibidtica y que ésta sdlo se
deja a juicio del cirujano dependiendo de las circunstancias
clinicas en las que se desarrolle la cirugia (Sollecito et al.,
2015).

A favor de indicar profilaxis, existe una publicacion que
comparé la eficacia de la antibioterapia pre- vy
postoperatoria con placebo y que concluyé que la
prevalencia de infeccidon postquirurgica fue mayor en el
grupo de pacientes tratados con placebo que en el grupo
de pacientes que recibié profilaxis pre- o postoperatoria
(Gutierrez et al.,, 2006). Un meta-andlisis que solo
considerd estudios randomizados y controlados sobre el
uso de profilaxis antibidtica en la cirugia de tercer molar
concluydé que la administracidn sistémica de antibidticos
fue efectiva en reducir la frecuencia de alveolitis, sin
embargo este estudio describe esta efectividad en base a
la administracion de antibidticos durante 2 a 7 dias y
cuando analiza una sola dosis antes a la cirugia esta
profilaxis no fue diferente de los estudios sin profilaxis
antibidtica (Reny Malmstrom, 2007).
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Se puede decir en base a lo analizado que hay limitada
evidencia que apoye la eficacia del uso habitual de
antibidticos para prevenir complicaciones después de una
exodoncia. Se necesitan estudios randomizados,
controlados y doble-ciego, que tomen en cuenta los
factores de riesgo conocidos y los resultados clinicos para
llegar a un consenso final sobre la eficacia de los
antibidticos administrados en forma profilactica (Oomens y
Forouzanfar, 2012).

Las opiniones de administrar o no profilaxis antibiética no
difieren solamente en el ambito de la cirugia sino que
también en otras especialidades como la implantologia.
Nolan et al. (2014) sefialan que la administracion de
profilaxis antibidtica se veria justificada previamente a la
cirugia de implantes, mientras que Tan et al. (2014)
concluyen que la administracién preoperatoria o
postoperatoria de antibidticos no influye en menos
complicaciones postoperatorias.

Lockhart et al. (2015) publicaron una carta al editor en la
que indican que una solucidn a la disyuntiva de la eficacia
de la profilaxis antibiotica para la prevencion de la
endocarditis infecciosa aun parece muy lejos y que se
requiere mas investigacion y reflexion.

Se observd que un 76% de las decisiones tomadas por los
tratantes de prescribir o no prescribir profilaxis antibiotica
fueron justificadas; es decir que la mayoria de los
tratantes indicaron de manera adecuada la profilaxis
antibidtica y también supieron cuando no indicarla. Las
indicaciones que no cumplen con los criterios establecidos
corresponden a un 24% de los pacientes, concentrandose
la mayor proporcién de indicaciones incorrectas en la
sobreindicacion y en el Servicio Pabelldn. Este resultado se
explica porque en Servicio Pabelldn 113 pacientes ademas
de recibir el antibidtico en forma profilactica recibieron
tratamiento antibidtico de 7 dias que se consideré como
incumplimiento de los criterios establecidos. El tipo de
procedimiento mas complejo justifica el uso de profilaxis
antibidtica segun la literatura, el uso de profilaxis y
tratamiento en conjunto no se ve justificado. Debido a que
el tratamiento antibidtico se consideré como incorrecto, se
llegd al resultado de tener del total de prescripciones
realizadas (164) un 69% de sobreindicaciones en Servicio
Pabellon. Seglun los criterios establecidos previamente
también se consideré como incorrecta la no prescripcion
de profilaxis antibidtica, ya que la exodoncia compleja es
un procedimiento de mayor dificultad en el cual la
profilaxis antibidtica estaria justificada, sin embargo esta
aseveracion es discutible, ya que dependiendo del autor se
justifica la utilizacién y también la no utilizacion de
antibidticos profilacticos en pacientes ASA I.
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En este estudio se observd que en Servicio Pabellén se
indicaron profilaxis antibidtica sola, profilaxis antibidtica en
conjunto con tratamiento antibidtico y Unicamente
tratamiento antibidtico. Se consideré como indicacion
correcta el uso de profilaxis antibidtica en una dosis Unica
preoperatoria por lo que una gran cantidad de
prescripciones quedaron clasificadas como incorrectas.

En un 95% de los casos el antibiético prescrito fue la
amoxicilina con una posologia de 2gr, una hora antes del
procedimiento que cumple con los criterios establecidos
previamente. El MINSAL recomienda como profilaxis
general estandar este antibidtico y esta posologia. La
cefazolina no esta recomendada por el MINSAL, pero si se
menciona en la literatura internacional como alternativa a
la ampicilina (Naber et al., 2007).

Al analizar la literatura hay una mayor tendencia a
recomendar la administracion de profilaxis antibidtica
preoperatoria que profilaxis o tratamiento postoperatorio,
aunque no hay una tendencia clara. No se encontrd
evidencia que justifigue la administracion de profilaxis
preoperatoria en conjunto con un tratamiento antibidtico
de 7 dias como se realiz6 en Servicio Pabelldn.

El estudio realizado demostrd que la mayor parte de las
indicaciones incorrectas se debian a un sobreuso. La
literatura proporciona evidencia de que se realizan
prescripciones inadecuadas por los cirujano-dentistas. Esto
se debe a una serie de factores que van desde el
desconocimiento del profesional hasta factores sociales.
Un estudio realizado en 2010 en Jordania investigé el
patron de uso de antibidticos por los dentistas en todo el
mundo, llegando a la conclusion de que, las practicas de
prescripcidn de los dentistas, son inadecuadas reflejandose
en una sobreutilizacion (Gour et al.,, 2013). Un estudio
realizado en Australia concluyé que los dentistas en
general tienen conocimientos adecuados con respecto a la
prescripcidn de antibidticos, sin embargo al mismo tiempo
tienen una tendencia hacia la prescripcidn excesiva de ellos
(Jaunay et al., 2000). Los pocos estudios realizados en
paises desarrollados informaron de un abuso de
antibidticos profilacticos con el fin de prevenir la infeccidon
postoperatoria tras procedimientos dentales quirdrgicas,
para cubrir defectos de la técnica aséptica o por equipos
mal esterilizados. Por lo tanto se practica un principio
“antibioticos por si acaso” (Dar-Odeh et al., 2010). La
prescripcidon excesiva de antibidticos frecuentemente se
basa en factores no clinicos: la expectativa del paciente, la
conveniencia y la demanda legal, que obviamente se
consideran razones no cientificas para la prescripcion de
antibidticos (Dar-Odeh et al., 2010).

La administracion profildctica de antibidticos debe ser lo
mas racional posible. Se veria justificada cuando existe un
compromiso sistémico del paciente que amerite su uso o
cuando la complejidad del procedimiento sea mayor. Se
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recomienda la administracién de un antibidtico
preoperatorio en dosis Unica. Los organismos mas
reconocidos a nivel internacional siguen siendo la AHA y la
ADA, por lo que se sugiere seguir sus indicaciones. Debido
al problema de la resistencia antibidtica se sugiere
restringir el uso de antibidticos en la practica odontoldgica
al minimo posible (Dar-Odehet al., 2010).

5) CONCLUSIONES

Las prescripciones de profilaxis antibidtica en la Clinica
UDD-La Florida en el afio 2013 cumplen en la mayoria con
los criterios de indicacién, aunque se observa un leve
sobreuso. La sobreutilizacion de antibidticos en
odontologia es una tendencia que se observa a nivel
mundial y que necesita ser estudiada ya que tiene un
impacto que excede el ambito de la salud dental. Los
ultimos estudios parecen evitar el uso de antibidticos
profildcticos en odontologia a no ser que haya una
indicacidn precisa. Aparentemente el uso inapropiado de
antibidticos y la resistencia antibidtica son de mayor
relevancia que los beneficios que podria otorgar la
profilaxis. Se necesitan estudios randomizados, bien
disefiados y de alta calidad, que tomen en cuenta los
factores de riesgo conocidos y los resultados clinicos para
llegar a un consenso final sobre la eficacia de los
antibidticos administrados en forma profilactica.
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ABSTRACT

There is a wide range of opinions regarding the indications and the need for antibiotic prophylaxis in dentistry. In the last years different
guidelines regarding antibiotic prophylaxis were published to prevent the growing antimicrobial resistance. The aim of this study was to describe
the use of antibiotic prophylaxis in a sample of patients undergoing tooth extractions in 2013 at Clinica Universidad del Desarrollo-La Florida,
Santiago, Chile to evaluate if prophylaxis used in this clinic matches international and national standards. 898 electronic medical records of
patients undergoing tooth extractions were analyzed to describe the use or not of antibiotic prophylaxis. 76% matched international and national
standards, however 14% of patients received an unnecessary prophylaxis, and 10 % of the patients were treated without prior antibiotic therapy,
although according to the international and national standards they should have received it. Most indications matched the international and
national criteria, although a slight tendency to overuse was observed.

Keywords: Antibiotic prophylaxis, tooth extractions, medical records, indication criteria
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PRESCRIPCION DE ANTIBIOTICOS EN CIRUGIA ORAL. EXPERIENCIA EN LA CLINICA ODONTOLOGICA
UNIVERSIDAD DEL DESARROLLO-LA FLORIDA. PARTE II.
(Antibiotic prescription in oral surgery patients at the Universidad del Desarrollo-La Florida Clinic.
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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue analizar la prescripcion de antibidticos en pacientes con infecciones odontogénicas sometidos a exodoncias, en
la Clinica Universidad del Desarrollo-La Florida durante el afio 2013, y comparar la indicacion de antibioterapia con normas internacionales y nacionales.
En un estudio observacional, descriptivo y longitudinal, se examinaron un total de 655 fichas clinicas de los pacientes atendidos en Cirugia de cuarto y
quinto afio de Odontologia. Los datos recolectados se analizaron segun: sexo, clinica de atencion, estado sistémico de los pacientes, presencia o ausencia
de infeccion odontogénica, tipo de infeccion odontogénica, prescripcion o no de antibiéticos frente a una infeccion odontogénica, tipo de antibidtico y
posologia prescrita en pacientes sometidos a exodoncias. A partir de esta muestra inicial de 655 fichas, un total de 50 pacientes solicitaron tratamiento
debido a infecciones dentales, y la exodoncia se efectud bajo anestesia local, como parte del tratamiento. De esta muestra de 50 pacientes, se indicé una
terapia antimicrobiana en 10 de ellos. El esquema antibiético mds prescrito fue amoxicilina 1000 mg cada 12 horas, durante 7 dias. Se demostré un
cuidadoso uso de antibidticos en los pacientes atendidos, y el esquema utilizado concuerda con las recomendaciones emanadas del Ministerio de Salud
(MINSAL), aunque no concuerda en su totalidad con aquellos propuestos por entidades internacionales.

Palabras Claves: Infeccion Odontogénica, Exodoncias, Antibidticos, Amoxicilina.

Rev. Farmacol. Chile (2016) 9 (1) 48-53

Recibido 09-05-2016; Revisado 09-05-2016; Aceptado 10-05-2016

1) INTRODUCCION

Los antibidticos han sido de gran utilidad para disminuir la
morbilidad y mortalidad de las infecciones bacterianas. Segun
los reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
2007), las infecciones odontogénicas (IOs) son las mas
prevalentes a nivel mundial y constituyen el primer motivo de
consulta en la atencidon dental (Moreno Villagrana y Gémez
Clavel, 2012), siendo una de las principales razones por las que
se prescribe antibidticos en odontologia.

A nivel mundial existe conciencia sobre el uso de antibidticos
en la practica odontoldgica. Se estima que en Espafia las |0s
representan alrededor del 10 a un 12% de las prescripciones de
antibioticos (Gonzalez-Martinez et al., 2012; Robles Raya et al.,
2013, Gallego Rodriguez, 2015). En Alemania, al comparar las
cifras absolutas de las prescripciones de antibidticos en la
atencién primaria, los odontélogos generales se encuentran en
el cuarto lugar, después los médicos generales, internistas y
pediatras (Loffler et al., 2014). Segin la Asociaciéon Dental
Britanica (British Dental Association, 2004), el nimero de

prescripciones realizadas, corresponderia a un promedio de
tres recetas a la semana por odontdlogo britdnico, lo que
implica un mayor uso de antibidticos de lo que se pensaba
inicialmente (Sweeney et al., 2004).

Las 10s son cuadros infecciosos que se originan en las
estructuras dentarias y periodontales, y son la principal causa
de atencion de urgencia en la consulta dental. Las |I0s mas
comunes son: absceso periapical (25%), pericoronaritis (11%) y
absceso periodontal (7 a 14%) (Lopez-Piriz et al.,, 2007;
Rodriguez-Alonso y Rodriguez-Monje, 2009).

El tratamiento de las 10s se basa en eliminar la causa, a través
de un tratamiento mecanico-quirurgico. La antibioterapia que
tiene por objetivo reducir la inoculacion bacteriana y evitar la
diseminacién de la infeccién (Robles Raya et al., 2013), es
utilizada como coadyuvante en el tratamiento de las
infecciones, y no siempre esta indicado su uso.
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La eleccién del antibidtico se basa en su actividad sobre las
bacterias causantes de tales infecciones, y habitualmente
se efectla un tratamiento empirico basado en criterios
epidemioldgicos.

AuUn no existe un consenso en el tratamiento de las
infecciones odontoldgicas agudas (Rasteniené R. et al.,
2015; Robles Raya et al., 2013). Los antibidticos deberian
prescribirse como tratamiento complementario y en
situaciones particulares. En general las 10s mdas comunes
tales como pulpitis y periodontitis apical, sélo requieren un
tratamiento mecanico-quirdrgico, sin embargo, existen
pocos estudios basados en la evidencia que indiquen en
que situacién clinica deberian prescribirse estos farmacos,
a que dosis y cuanto tiempo deberia durar el tratamiento.
Por otra parte, la sobreutilizacion de antibidticos tiene un
impacto que excede el ambito de salud dental, ya que las
bacterias intercambian mecanismos de resistencia
(Barrientos Sanchez et al., 2015; Granizo et al., 2006;
Macias et al., 2012) y se ha demostrado, por ejemplo, que
la deteccion de streptococcus pneumoniae resistente,
aumenta en las personas que han recibido recientemente
un tratamiento antimicrobiano (Macias et al., 2012).

En el presente trabajo, se describe la utilizacion de
antibidticos frente a infecciones odontogénicas en
pacientes sometidos a exodoncias en la Clinica Universidad
del Desarrollo (UDD)-La Florida durante el afio 2013.

2) MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una revision de la literatura en la base de datos
de la Biblioteca Facultad de Medicina Clinica Alemana-
Universidad del Desarrollo, Medline (PubMed y MeSH),
Scielo y  Google Académico utilizando las siguientes
palabras claves: Infeccion odontogénica (Odontogenic
infection, Dental infection), Microbiologia Oral (Oral
Microbiology),  Prescripcion  antibidtica  (Antibiotic
prescription) 'y Resistencia antibidtica  (Antibiotic
resistance). Los articulos obtenidos se sometieron a un
analisis critico aplicando los criterios de inclusion y
exclusion establecidos.

Los criterios de inclusion fueron: articulos de tipo
experimental, descriptivo y analitico tanto como revisiones
sistematicas 'y meta-andlisis publicados a nivel
internacional entre el afio 2000 y 2016, y a nivel nacional
entre los afios 1990 y 2016 (se incluy6 desde 1990 ya que
hay escasas publicaciones nacionales) realizados en
humanos. Se excluyeron aquellas publicaciones que
impliquen estudios en animales, estudios publicados antes
de las fechas citadas y que involucren la practica
endoddntica y periodéntica en odontologia. De los
articulos analizados se evaluaron una serie de datos
relevantes para la revision, tales como: infeccion
odontogénica, indicacion y tipo de antibidtico, dosis y
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duracién del tratamiento y cepas bacterianas presentes y
resistentes.

Luego se realizo la revisidn y anadlisis de fichas clinicas de
pacientes de la Clinica UDD-La Florida atendidos en el afio
2013 para poder comparar si las prescripciones realizadas
en este establecimiento coinciden con las indicaciones
recomendadas por los protocolos farmacoldgicos
internacionales y por la guia nacional (guia MINSAL, 2011).
Se realizd un estudio observacional, descriptivo y
longitudinal. La informacién se obtuvo a partir de las fichas
clinicas de estos pacientes, previa autorizacion de la
institucion.

La informacion fue entregada en una planilla Excel en la
que se especifican: nombre del paciente, cédigo SMILE
(software para crear y almacenar fichas clinicas
electrénicas de pacientes atendidos en la UDD, el que
presenta un codigo Unico), edad, clinica de atencion, fecha
de atencion y tratante del paciente. Se obtuvo un total de
36.770 fichas clinicas de pacientes guardadas en el sistema
computacional SMILE en el afio 2013 para su analisis.

Con este total de fichas, debido a la gran utilizacién de
antibidticos en la practica quirdrgica se establecieron
ciertos criterios de inclusion que fueron: fichas clinicas de
la asignatura de Cirugia de Pre Grado de cuarto y quinto
afio 2013, asignatura de caracter docente asistencial,
donde los alumnos realizan los tratamientos; y solo se
incluyeron pacientes entre 18 y 60 afios. Aplicando los
criterios de inclusién, del total de fichas revisadas se
mantuvieron para el trabajo un total de 1.510 fichas
clinicas.

De estas 1.510 fichas clinicas, se excluyeron aquellas con
informacidon incompleta en la ficha electrénica en datos
como diagndstico, estado sistémico del paciente (ASA) y
tratamiento indicado; fichas clinicas con informacion
incompleta en la parte de las notas de evolucidn; fichas de
pacientes con estado sistémico ASA Il y pacientes que no
se realizaron las exodoncias porque no aceptaron
tratamiento y/o presupuesto.

Aplicando estos criterios se conservd un total de 655 fichas
clinicas, las que fueron analizadas. Los datos recolectados
se analizaron segun: sexo, clinica de atencidon, estado
sistémico de pacientes: ASA | y ASA Il (MINSAL, 2010),
presencia o ausencia de infeccion odontogénica, tipo de
infeccion odontogénica, si el odontdlogo prescribe o no
tratamiento antibidtico frente a una 10, tipo de antibidtico
y posologia prescrita. Los resultados se recopilaron vy
analizaron en una planilla Excel (Microsoft Office 2013).
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3) RESULTADOS

De las 655 fichas clinicas analizadas, 457 fichas
correspondieron a la clinica de Pre Grado de Cirugia de
Cuarto afio (70%) y 198 fichas a la de Quinto afio (30%). Un
total de 240 fichas correspondieron a pacientes de sexo
masculino (37%) y 415 fichas a pacientes de sexo femenino
(63%).

En relacion al estado sistémico de los 655 pacientes
atendidos, 514 pacientes fueron ASA |y 141 pacientes ASA
Il (Fig. 1A). En los pacientes ASA Il, la enfermedad sistémica
mas frecuente fue la Hipertension Arterial (79 pacientes,
de los cuales 55 tenian sélo HTA y 24 pacientes con otra
patologia asociada), seguida de Diabetes (31 pacientes, 5
con Tipo I: 3 pacientes sélo diabetes Tipo | y 2 pacientes
asociada a otra patologia, y 26 con Tipo II: 13 sélo diabetes
Tipo Il y 13 con otra patologia) y de Hipotiroidismo (28
pacientes: 18 solo hipotiroidismo y 10 con otra patologia
asociada). Las otras enfermedades que no incluyen
ninguna de las anteriores representan el 20% del total y
entre ellas se encontré Hipertiroidismo, Artritis
Reumatoide, Osteoartritis, Valvulopatia  Congénita,
Trombosis, Gastritis Cronica, Pre Infarto, Sindrome de
Down, Epilepsia, Anemia, Depresion y Obesidad (Fig. 1B).

Figura 1

mASA|
EASAI

B HTA
® Hipotiroidismo
= Diabetes Mellitus II
Diabetes Mellitus |
20% Otras patologias

3%
46%
15%

16%

A: Estado sistémico de los 655 pacientes atendidos sometidos a exodoncia.
B: Patologias presentes en los 141 pacientes con estado sistémico ASA Il
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Del total de las fichas revisadas, sélo 50 pacientes
presentaron infecciones odontogénicas (Fig. 2A), las que
correspondieron en 29 pacientes a Absceso Dentoalveolar
Crénico (ADAC), patologia mas frecuente. La segunda
infeccion mas frecuente fue la Pericoronaritis Crdénica en
11 pacientes, seguida del Absceso Submucoso en 5,
Absceso Dentoalveolar Agudo (ADAA) en 3 pacientes y la
Pericoronaritis Aguda con 2 casos (Fig. 2B).

Figura 2
A
= Sin Infeccion odontogénica
= Con Infeccion odontogénica
8%
92%
B

EADAC

mPericoronaritis Cronica
BAbsceso Submucoso

DADAA

DPericoronaritis Aguda Supurativa

58%

A: Presencia de infeccion odontogénica en los pacientes sometidos a
exodoncia. B: Tipo de infecciones presentes

De los 50 pacientes con |0s, en 10 pacientes el tratante
indicé tratamiento antibidtico y en 40 no se indicé luego de
realizar la exodoncia (Fig. 3A). Del total de 10
prescripciones de tratamiento antibidtico, 4 prescripciones
fueron de amoxicilina comprimidos 1000mg cada 12 horas,
2 prescripciones de amoxicilina comprimidos 500mg cada 8
horas, 1 prescripcidn para amoxicilina comprimidos 500mg
cada 12 horas, 1 para amoxicilina/acido clavulanico
comprimidos 875/125mg cada 12 horas, 1 para
azitromicina comprimidos 500mg cada 24 horas (paciente
alérgico a penicilinas), y por ultimo, 1 prescripcion con
error de escritura (Fig 3B). En relacién a la duracion del
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tratamiento antibidtico, 9 tratamientos fueron indicados
por 7 dias (90%) y 1 tratamiento por 6 dias (10%).

Figura 3
A
=Indica tratamiento antibiético
=Noindica tratamiento antibiotico
20%
80%
B

®Amoxicilina 1000mg/12h

@Amoxicilina 500mg/12h

@Amoxicilina 500mg/8h

@Amoxicilina/Ac. Clavuldnico 875-125mg/12h
OAzitromicina 500mg/24h

®Prescripcion incomprensible

10%

10%

A: Indicacion de antibidticos en las infecciones odontogénicas. B: Tipo de
antibidticos prescritos.

4) DISCUSION

El presente estudio comprendié una muestra final de 655
fichas clinicas de pacientes sometidos a exodoncia,
atendidos en cirugia de pregrado; donde 50 de ellos
presentaron infeccién odontogénica y sélo a 10 de ellos se
les prescribid tratamiento antibidtico.

En la literatura, se han publicado varios trabajos en
relacion a la prescripcion de antibidticos frente a una
infeccion odontogénica y al uso racional de estos. El
tratamiento de las 10s se basa en eliminar el factor
etioldgico a través de un tratamiento mecanico-quirurgico,
sin embargo, en algunas ocasiones es necesario utilizar
tratamiento antibiético como tratamiento complementario
(MINSAL, 2011). Se sostiene que las indicaciones para la
prescripcion de antibidticos frente a una infeccidn
odontogénica son: signos y sintomas de compromiso
sistémico, compromiso de espacios anatdomicos profundos
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y enfermedades sistémicas que afecten al sistema inmune
(Ellison, 2009; Lépez-Piriz et al., 2007; MINSAL, 2011).

Usualmente el odontdlogo prescribe de forma empirica,
basandose en datos epidemioldgicos clinicos y bacterianos,
de los microorganismos responsables del proceso
infeccioso que sospecha, y el tratamiento se decide sobre
una base presuntiva (Gallego Rodriguez, 2015; Poveda
Roda et al., 2007). La indicacién incorrecta y el uso de dosis
y/o duracién inadecuada de antibioterapia, contribuye
directamente en el aumento de la resistencia de
antibidticos. Ya se ha visto que algunos microorganismos
son resistentes a antibidticos que comunmente utilizamos
en nuestra practica odontoldgica. Este es el caso de
antibidticos del grupo betalactdmicos y macrdlidos
(Granizo et al., 2006; Poveda Roda et al., 2007; Prieto
Prieto y Calvo, 2004; Robertson y Smith, 2009; Sweeney et
al., 2004) y clindamicina (Granizo et al., 2006; Prieto Prieto
y Calvo, 2004).

Al analizar los resultados obtenidos se observé una
correcta utilizacion en cuanto al tipo de antibiético, dosis y
duracion. El antibidtico de primera eleccion fue la
amoxicilina, lo que concuerda con lo sugerido en la guia
clinica nacional MINSAL, 2011. Sin embargo, la guia
nacional sugiere utilizar comprimidos de 500mg cada 8
horas y la dosis mas utilizada por los tratantes fue
comprimidos de 1000mg cada 12 horas, esto puede
deberse a que esta posologia es mas cdmoda para los
pacientes y previene la omisién del tratamiento. La
duracion del tratamiento mas indicada fue la de 7 dias, lo
que concuerda con la guia nacional. (MINSAL, 2011)

Al evaluar estos resultados con las recomendaciones
internacionales, estos difieren en el antibiético de primera
eleccion y en la duracién del tratamiento. Las guias
farmacolégicas internacionales sugieren el wuso de
amoxicilina/édcido clavuldnico como primera eleccién
frente a I0Os (Bascones et al., 2004; Isla et al., 2004; Lopez-
Piriz et al., 2007; Murillo, 2003), en base al incremento en
la prevalencia de microorganismos productores de
betalactamasas (Bascones et al., 2004). La asociacidén de
amoxicilina/acido clavulanico aumenta el espectro, siendo
efectiva también frente a bacilos Gram negativo (Lodi et
al., 2009). Por otra parte, Velasco y Soto (2012) sugieren la
clindamicina, el metronidazol, la eritromicina o Ia
claritromicina, en pacientes alérgicos a la penicilina. En
cuanto a la duracién del tratamiento antibidtico no se ha
llegado a un consenso. Ellison (2009), Matijevi¢ et al.
(2009) y Viccari et al. (2014) sugieren discontinuar el
tratamiento luego de que desaparezcan los signos de
infeccién, por lo tanto, el tratamiento antimicrobiano
puede durar entre dos a tres dias. Se ha demostrado que
tratamientos prolongados pueden destruir la homeostasis
de la micro flora oral y provocar un crecimiento excesivo
de microorganismos resistentes (Ellison, 2009; Palmer et
al., 2000).

51



SO
FAR
CHI

En general, este estudio demostré que los alumnos de
pregrado de odontologia y odontélogos de Clinica UDD-La
Florida son conscientes de las indicaciones y han utilizado
prudentemente los antibidticos como tratamiento
complementario para las 10s. Asimismo, se demostré que
utilizan el antibidtico y su posologia de manera similar a lo
indicado en la guia nacional MINSAL y menos a las
recomendaciones internacionales.

La limitante mas importante fue la falta de informacion en
las fichas clinicas, lo que contribuyé a que se tuviera que
excluir mas de la mitad de las fichas. No obstante, estos
resultados nos informan sobre la situacién actual de la
prescripcion de tratamiento antibidtico frente a 10s por
estudiantes de pregrado de Odontologia y odontdlogos de
la Clinica UDD-La Florida. Otra limitante fue que en las
fichas clinicas no se proporcionaba informacién sobre el
estado bucal del paciente y si este habia utilizado
antibidticos previo a la consulta. Esta informacion podria
haber ayudado a la comprensiéon de por qué algunos
odontdlogos indicaban tratamiento antibidtico frente a
10s.

El presente trabajo muestra la utilizacion del tratamiento
antibidtico frente a una 10. Esta informacién sirve como
referencia para futuros estudios. A nivel nacional es
necesario desarrollar nuevos estudios sobre bacterias
odontogénicas predominantes en las 10s, aparicion de
bacterias odontogénicas resistentes a antibidticos y
efectividad de los antibiéticos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the use of antibiotics in patients with odontogenic infections undergoing tooth extractions at the Clinica
Universidad del Desarrollo-La Florida during the year 2013 and compare the use of antibiotics with the national and international standards. In
this observational, longitudinal and descriptive study, 655 clinical records were analyzed. 50 patients had the diagnosis of dental infection and
tooth extractions were performed under local anesthesia as part of their treatment, 10 of them received antimicrobial therapy: Amoxicillin 1000
mg every 12 hours for 7 days was the most usual schedule employed in those patients. It was shown a careful use of antimicrobial therapy at the
Dental Clinic, Clinica Universidad del Desarrollo-La Florida. The criteria for their use was in accordance with the recommendations from the
Chilean Health Ministery (MINSAL) and in disaccordance with some international guidelines for antimicrobial use which prefer clindamycin or
amoxicillin + clavulanic acid as drugs of first choice in the treatment of dental infections.

Keywords: Odontogenic Infections, Dental extraction, Antibiotic therapy, Amoxicillin.
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INTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

i) Tipos de Manuscritos:

(a) Investigaciones Originales (Full papers): Trabajos que reportan investigaciones originales realizadas con procedimientos experimentales
adecuados y segun las guias nacionales e internacionales para el uso de sujetos de experimentacidn seran revisados para eventual
publicacion en la revista (ver preparacion del manuscrito).

(b) Comunicaciones Cortas (Short Communications): Reportes cientificos originales cuyo tamafio debe ser de 1000 a 4000 palabras como
maximo de extension, incluyendo la leyenda de la figura (no se incluyen las referencias). Estos trabajos solo pueden incluir 1 figura y 1 tabla
de resultados. En situaciones especiales se consideraran 2 figuras o 2 tablas. No deben ser usadas mas de 15 referencias en el manuscrito

(c) Revisiones (Reviews): Revisiones sobre temas relevantes de la Farmacologia seran solicitados por el Editor en jefe o el comité editorial, a
través de invitacion escrita. Estas revisiones no requerirdn una exhaustiva revision editorial y seran publicadas en volumenes tematicos de la
Revista de Farmacologia de Chile.

(d) Columnas de Opinidn u otras Publicaciones: Columnas de opinién sobre temas de contingencia nacional que involucren politicas publicas
de medicamentos, correcto uso de medicamentos por parte de la poblacién o la aparicién y/o retirada de medicamentos en el mercado
nacional, seran solicitadas por el Editor en jefe o el comité editorial, a través de invitacion escrita.

i) Detalles para el envio de Manuscritos:
El envio de manuscritos a la Revista de Farmacologia de Chile para revision (Full papers, Short Communications o Reviews) o solicitudes de
columnas de opinidn deben ser enviados a los siguientes correos electrénicos (ramon.sotomayor@uv.cl cc: pablo.jara@uv.cl cc
georgina.renard@uv.cl). Se solicita colocar en el asunto del correo electrénico la siguiente frase: Manuscrito para Rev.Farmacol.Chile

iii) Preparacién del Manuscrito:

* Se recomienda el uso del programa para procesar texto Word de Microsoft Office. Cuando guarde el manuscrito que ha elaborado se
solicita que la opcidn de guardado sea: Guardar como: “Documento de Word 97-2003".
El manuscrito debe ser escrito en formato “Times New Roman” tamafio 12, doble espacio y a una columna. Las paginas del manuscrito
deben ser enumeradas en el borde inferior derecho con nimeros arabigos.
Cualquier figura inserta en el manuscrito debe ser en formato TIFF, JPEG o BMP de alta resolucion (600 dpi) y en caso de usar tablas se debe
usar la opcion insertar tablas de Word. No se recomiendan tablas hechas con la opcién de insertar lineas.
Fotografias y graficos a color son aceptadas para la version digital, sin embargo en la versidon impresa de la revista se utilizara la impresion
en escala de grises. Ademas se recomienda verificar la calidad de la figura reduciéndola al tamafio de 1 columna de ancho, es decir 8 cm.
La Revista de Farmacologia de Chile acepta trabajos en espafiol, sin embargo previa autorizacion del comité editorial se podran revisar
trabajos en inglés o portugués.

*

*

*

*

iv) Estructura del Articulo:
iv.1) Investigaciones Originales y Comunicaciones Cortas:
Cada una de las secciones del manuscrito debe ser enumerada con nimeros arabigos y cada subdivisién con la nomenclatura (X.1). No se
considera en la enumeracion el resumen (abstract).

Primera pdgina:

Titulo: El titulo del trabajo debe ser conciso e informativo. No se recomiendan abreviaciones de palabras en el titulo. Se debe incluir el
titulo del trabajo en inglés.

Nombre de los autores y Filiacion: Se solicita indicar el nombre de cada autor y su apellido. Se acepta incluir la inicial del segundo nombre,
aunque no es obligatorio. Al término de cada apellido se solicita colocar un nimero ardbigo en superindice que relacionard al autor con su
respectiva filiacion.

Autor Correspondiente: Se debe indicar claramente al autor correspondiente del trabajo, incluyendo: Nombre, Direcciéon Postal, Teléfono,
Fax y Correo Electrénico.

Segunda pdgina:

e Resumen (Abstract): La extension maxima del resumen es de 300 palabras y debe describir claramente el propdsito de la investigacion,
los principales resultados y principal conclusién del trabajo. El resumen debe ser escrito en espafiol e inglés.

e Palabras Claves: Se deben incluir palabras claves que permitan identificar los aspectos mds importantes del trabajo. No incluir mas de 10
palabras claves. Las palabras claves deben ser escritas en espafiol e inglés.

Tercera y mds pdginas:

e Introduccion: La introduccion al tema a discutir en el trabajo no debe tener una extension superior a las 750 palabras.

e Materiales y Métodos: Se debe detallar claramente todos los materiales y metodologias utilizadas en el desarrollo del trabajo. Ademas se
debe explicitar en consentimiento bioético de la institucion donde fue realizada la investigacion. Los trabajos realizados en humanos
deben incluir el apego experimental a la Declaracién de Helsinki de la Asociacion Medica Mundial, considerando consentimiendo
informado y aprobacidn de comité de ética.

e Resultados: Se debe incluir en detalle los principales resultados obtenidos, con sus respectivos analisis estadisticos. No se aceptaran
trabajos para publicar que no tengan un adecuado tratamiento estadistico. La expresion grafica de resultados puede ser realizada a través
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de graficos de 1 columna de ancho (8 cm) o agrupaciones de graficos con un ancho maximo de dos columnas (16 cm). También se pueden
incluir tablas que detallen resultados relevantes para el trabajo, incluyendo nimero de casos y valor de la significancia p.

Discusion de los Resultados: La discusién de resultados debe ser objetiva y se debe evitar una excesiva discusion bibliogréfica que reste
valor a los resultados presentados en el manuscrito. Es recomendado una conclusion final que indique las proyecciones de la
investigacion.

e Agradecimientos: Se pueden incluir las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo, indicando claramente a que
autor corresponde la fuente de financiamiento. También se pueden incluir agradecimientos a personas que prestaron ayuda técnica o de
revisién del manuscrito. En esta seccién se debe declarar si existié conflicto de interés. En caso de no haber conflicto de interés se debe
mencionar esta situacién. Se recomienda consultar la siguiente direccion URL http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/conflicto-
intereses-publicaciones-cientificas-90101004-editorial-2012 para aclarar en concepto y situaciones de conflicto de interés.

Referencias: En el texto se deben citar las referencias con el apellido del primer autor, sus iniciales y el afio de la publicacion. En la seccion
de referencias se deben ordenar las mismas por orden alfabético. Se recomienda utilizar algin programa de manejo de referencias como
EndNote con el formato de referencias de Journal of Neurochemistry.

Ejemplos:
Semenova M. M., Maki-Hokkonen A. M., Cao J., Komarovski V., Forsberg K. M., Koistinaho M., Coffey E. T. and Courtney M. J. (2007) Rho
mediates calcium-dependent activation of p38alpha and subsequent excitotoxic cell death. Nat. Neurosci. 10, 436-443.

La abreviacion de los titulos de las revistas debe de acuerdo a el listado de revistas indexadas en Index Medicus (Superintendent of
Documents, US Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA, DHEW Publication No. 95-267). Ejemplo: Acta Neurol. Scand.
Acta Physiol. Scand. Anal. Biochem. Arch. Biochem. Biophys. Biochem. J. Biochem. Pharmacol. Biochim. Biophys. Acta Biol. Chem. Hoppe
Seyler Br. J. Pharmacol. Eur. J. Pharmacol. Experientia J. Biol. Chem. J. Cell Biol. J. Mol. Biol. J. Pharmacol. Exp. Ther. J. Physiol. (Lond.) Mol.
Pharmacol. Nature Proc. Natl Acad. Sci. USA Proc. Soc. Exp. Biol. Med. Science

iv.2) Revisiones:
Las revisiones de unidades tematicas seran solicitadas por el editor en jefe o por el co-editor, sin embargo para aquellas unidades
tematicas especificas oficiara como co-editor algin miembro del comité editorial que sea especialista en el tema

Primera pdgina:

Titulo: El titulo del trabajo debe ser conciso e informativo. No se recomiendan abreviaciones de palabras en el titulo. Se debe incluir el
titulo del trabajo en inglés.

Nombre de los autores y Filiacion: Se solicita indicar el nombre de cada autor y su apellido. Se acepta incluir la inicial del segundo nombre,
aunque no es obligatorio. Al término de cada apellido se solicita colocar un nimero arabigo en superindice que relacionara al autor con su
respectiva filiacién.

Autor Correspondiente: Se debe indicar claramente al autor correspondiente del trabajo, incluyendo: Nombre, Direccion Postal, Teléfono,
Fax y Correo Electrénico.

Segunda pdgina:

e Resumen (Abstract): La extension maxima del resumen es de 300 palabras y debe describir claramente el propdsito de la investigacion,
los principales resultados y principal conclusion del trabajo.

e Palabras Claves: Se deben incluir palabras claves que permitan identificar los aspectos mas importantes del trabajo. No incluir mas de 10
palabras claves.

Tercera y mds pdginas:

e Introduccidn: La introduccidn al tema a discutir en el trabajo no debe tener una extensién superior a las 750 palabras.

e Temas a Desarrollar: Por cada tema que se pretenda desarrollar se debe entregar una visién objetiva que destaque los avances mas
importantes en la investigacion cientifica. Se pueden desarrollar subtemas, destacando claramente a que unidad tematica corresponde.
Se recomienda si se revisa algun procedimiento experimental mencionar las ventajas y desventajas de su aplicacién. Es recomendado una
conclusién final que integre la informacién entregada en la revision.

e Agradecimientos: Se pueden incluir las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo, indicando claramente a que

autor corresponde la fuente de financiamiento. También se pueden incluir agradecimientos a personas que prestaron ayuda técnica o de

revision del manuscrito. En esta seccion se debe declarar si existié conflicto de interés. En caso de no haber conflicto de interés se debe
mencionar esta situacion. Se recomienda consultar la siguiente direccion URL http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/conflicto-
intereses-publicaciones-cientificas-90101004-editorial-2012 para aclarar en concepto y situaciones de conflicto de interés.

Referencias: En el texto se deben citar las referencias con el apellido del primer autor, sus iniciales y el afio de la publicacion. En la seccion

de referencias se deben ordenar las mismas por orden alfabético. Se recomienda utilizar algiin programa de manejo de referencias como

EndNote con el formato de referencias de Journal of Neurochemistry.

Ejemplos:

Semenova M. M., Maki-Hokkonen A. M., Cao J., Komarovski V., Forsberg K. M., Koistinaho M., Coffey E. T. and Courtney M. J. (2007) Rho

mediates calcium-dependent activation of p38alpha and subsequent excitotoxic cell death. Nat. Neurosci. 10, 436-443.
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La abreviacion de los titulos de las revistas debe de acuerdo a el listado de revistas indexadas en Index Medicus (Superintendent of
Documents, US Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA, DHEW Publication No. 95-267). Ejemplo: Acta Neurol. Scand.
Acta Physiol. Scand. Anal. Biochem. Arch. Biochem. Biophys. Biochem. J. Biochem. Pharmacol. Biochim. Biophys. Acta Biol. Chem. Hoppe
Seyler Br. J. Pharmacol. Eur. J. Pharmacol. Experientia J. Biol. Chem. J. Cell Biol. J. Mol. Biol. J. Pharmacol. Exp. Ther. J. Physiol. (Lond.) Mol.
Pharmacol. Nature Proc. Natl Acad. Sci. USA Proc. Soc. Exp. Biol. Med. Science

Leyendas para las Figuras

Los titulos y leyendas de las Figuras deben presentarse en forma clara y corta. Se debe identificar y explicar todo simbolo, como flecha, nimero
o letra que haya empleado para sefialar alguna parte de las ilustraciones. En la reproduccion de preparaciones microscépicas, explicite la
ampliacion y los métodos de tincién empleados.

Unidades de Medida y Nomenclaturas.

Use unidades correspondientes al sistema métrico decimal. Las abreviaturas deben ser definidas la primera vez que aparecen en el texto. El
listado de abreviaturas debe ser de acuerdo a la siguiente publicacién Biochem. J. (1978) 169, 1-27. Al finalizar este instructivo se mencionan las
abreviaturas que no deberian ser definidas (el listado esta en idioma inglés).

La nomenclatura que se refiere a drogas y sustancias quimicas no terapéuticas deben nombrarse de acuerdo a la nomenclatura IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). Mientras que para farmacos solo se acepta el nombre genérico INN (DCl). Respecto a los
nombres de fantasia solo pueden ser nombrados entre paréntesis con el signo ® siempre que esté registrada la patente y que no exista un
conflicto de interés evidente con el laboratorio fabricante del farmaco.

Publicacion de Articulos:

. Los articulos originales de investigacion o de revision serdn evaluados por un comité especializado. Sin embargo para aquellos trabajos de
revision agrupados por unidades tematicas especificas, el editor en jefe de la revista y el co-editor del nimero, antes de aceptar los
manuscritos revisaran que se cumplan a cabalidad las instrucciones antes detalladas.

. Los articulos originales de investigacién que no se agrupen en unidades tematicas especificas y que sean aceptados para publicacidn,
seran publicados en el volumen y nimero del congreso anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile. La fecha aproximada de
publicacién sera comunicada a los autores con suficiente antelacion.

. Respecto a la revisidon de articulos originales los revisores enviaran al Editor en Jefe, los cambios propuestos, sus opiniones, sus
proposiciones, rechazos, etcétera, las cuales seran comunicadas a los autores con absoluta confidencia.
. Las publicaciones de articulos originales tendran un costo de UF 0,3 por pagina que servirdn para la manutencién de la Revista.

Abreviaciones Permitidas sin necesidad de definicion en el texto:

ADP, CDP, GDP, IDP, UDP, 5(pyro)-diphosphates of adenosine, cytidine, guanosine, inosine, and uridine AMP, etc.-5-phosphates of adenosine,
etc. ANOVA, analysis of variance ATP, etc.-5'(pyro)-triphosphates of adenosine, etc. ATPase, adenosine triphosphatase bp, base pair Ci, curie
CoA and acyl-CoA-coenzyme A and its acyl derivatives (e.g., acetyl-CoA) cpm, counts per minute CNS, central nervous systemCSF, cerebrospinal
fluid Cyclic AMP, 3,5-cyclic adenosine monophosphate Cyclic GMP-3,5-cyclic guanosine monophosphate DNA, deoxyribonucleic acid DNase,
deoxyribonuclease DOPA, 3,4-dihydroxyphenylalanine dpm, dps-disintegrations per minute, disintegrations per second EDTA, ethylene-
diaminetetraacetate EEG, electroencephalogramEGTA, ethyleneglycol bis(aminoethylether)tetraacetate ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay FAD, FADH2, flavin-adenine dinucleotide and its reduced form FMN, flavin mononucleotide g, average gravity GABA, gamma-aminobutyric
acid (not Gaba) GLC, gas-liquid chromatography GSSG, GSH, glutathione, oxidized and reduced forms h, hour HEPES, N-2-
hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid HPLC, high performance liquid chromatography Ig, immunoglobulin IR, infrared kb, kilobase
kDa, kilodalton im, micron min, minute MPP+, 1-methyl-4-phenylpyridinium MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine NAD+, NADH-
oxidized and reduced forms of nicotin-amide-adenine dinucleotide NADP+, NADPH-oxidized and reduced forms of nicotin-amide-adenine
dinucleotide phosphate NAD, NADP may be used when the oxidation state need not be indicated NMDA, N-methyl-D-aspartate NMN,
nicotinamide mononucleotide NMR, nuclear magnetic resonance PCR, polymerase chain reaction Pi, orthophosphate (inorganic) PNS, peripheral
nervous system PPi, pyrophosphate (inorganic) rpm, revolutions per minute RNA, ribonucleic acid RNase, ribonuclease RT, reverse transcription
s, second SEM, standard error of mean SD, standard deviation TLC, thin-layer chromatography Tris, 2-amino-2-hydroxymethylpropane-1,3-diol
UV, ultraviolet
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