SIMPOSIO

l. Introduccion.
Desarrollo de nuevos farmacos en México

Dr. Guillermo Carvajal-Sandoval*

E n nuestro pais hay pocos grupos que recientemente se
han formado para el desarrollo de nuevos farmacos con
utilidad en varios padecimientos humanos.

En este simposio he invitado a 4 investigadores que
trabajan en esta area.

El primer de ellos es el doctor Sergio Enrique Meza
Toledo, que trabaja en mi laboratorio desarrollando nuevos
farmacos antiepilépticos. El presentara el desarrollo de
una nueva familia de farmacos que ha planeado contra la
epilepsia.

El segundo en el orden de presentacion es el doctor
Carlos Wong Ramirez, también de la ENCB, quien ha desa-
rrollado algunos nuevos farmacos contra el Tripanosoma
cruzi.

La doctora Victoria Chagoya Haza junto con sus colabo-
radores nos hablard sobre un nuevo farmaco para el trata-
miento de la Cirrosis hepatica, derivado de la Adenosina.

Por ultimo, les presentaré los resultados del efecto de la
glicina en la prevencion de los dafios crénicos de la diabetes
mellitus y el envejecimiento.

* Correspondencia y solicitud de sobretiros: Guillermo Carvajal-Sandoval. Departamento de Bioquimica. Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional, Carpio y Plan de Ayala s/n, Col. Santo Tomas, 11340 México, D.F., México. Tel. (52 55) 5729

6300.
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IV. Nuevo farmaco para el tratamiento de la cirrosis

Victoria Chagoya-de Sanchez,* Juan Antonio Suarez-Cuencay Rolando Hernandez-Mufioz

Departamento de Biologia Celular, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, México D.F., México

— Recibido en su versién modificada: 20 de abril de 2006
RESUMEN

La cirrosis es una de las causas mas comunes de muerte a nivel
mundial ya que la disfuncién hepatica resultante es una condicion
letal amediano o largo plazo. Su etiologia esdiversay no existe un
tratamiento efectivo parala reversion de esta patologia salvo, con
suslimitaciones, el trasplante hepatico. Estudios delaboratorio en
hepatotoxicidad experimental aguday cronica, usando inicialmen-
te la 6-aminorribofuranosil purina (6-ARP) y posteriormente un
derivado con mayor potencia (IFC-305), demostraron que a través
dedisminuir losinhibidoresdelas metal oprotei nasas con actividad
colagenolitica serecupera el metabolismo dela colagenay norma-
liza la funcion hepatica, particularmente su capacidad regenera-
tiva. La aplicacion de este farmaco a pacientes esta en €l proceso
de desarrollo farmacéutico y pruebas clinicas requeridas.

Palabrasclave:
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Introduccidén

Se considera que la fibrosis hepatica es irreversible. Se
le denomina cirrosis desde que Laennec, al describir
esta patologia en 1826, la llamd por primera vez cirrosis por
el aspecto café naranja que adquiere el higado y que en
griego se le denomina kirrhos.! Las alteraciones estructura-
les causadas por esta enfermedad fueron detectadas desde
1761 por el patélogo Gianbattista Morgagni quien, en un
reporte de 500 autopsias, describié alteraciones morfolégi-
cas del higado parecidas a las que se reportan en la cirrosis.

Los primeros intentos para entender esta patologia da-
tan de 1930 cuando Roessle sugiere que se parece a un
proceso degenerativo en el que se observa cicatrizacion de
una lesion y proliferacion del tejido. Actualmente, la cirrosis
se le sigue dando definiciones en términos morfoldgicos,
siendo la méas aceptada la que la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) establecié en 1977 como “un proceso difuso
caracterizado por fibrosis y transformacion de la arquitectura
normal del higado a nédulos estructuralmente anormales.”?3

La cirrosis surge de un dafio cronico e irreversible del
parénquima hepatico, presenta una fibrosis difusa con noé-

Aceptado: 23 de junio de 2006 —

SUMMARY

Cirrhosisisone of the most common causes of mortality worldwide
becausetheresulting hepatic dysfunctioninthemediumtolongterm
constitutesapotentiallylethal condition. Itsetiologyisvariableand
thereisnotreatment availableto rever sethispathol ogy except liver
hepatic transplant that entails some limitations. Our experience
regarding studies of acute and chronic experimental hepatotoxicity
using 6-aminoribofuranosil purine (6ARP) and later on a potent
derivative (IFC-305) shows an increase in collagenolytic activity
through a decrease of tissueinhibitor metall oproteinases, favoring
hepatic function thru the liver’s regenerative capacity. We are
currently applying thesefindingsto cirrhotic patients exploring the
possihility of a pharmaceutical breakthroughanditsensuingclinical
trial.

Keywords:
Cirrosis, collagen, hepatotoxicity, tissue
inhibitorsmetalloproteinases

dulos de regeneracion que distorsionan la arquitectura lobu-
lar y vascular del tejido hepéatico, originando una pérdida de
la masa funcional. La fibrosis es el resultado de la pérdida
del equilibrio entre la sintesis y la degradacion de las protei-
nas de la matriz extracelular (MEC), principalmente de la
colagena que es la proteina mas abundante en esta estruc-
tura. La colagena se acumula debido a una disminucién
importante en su degradacion, proceso que se considera
autoperpetuable e irreversible.

La cirrosis, por su alta tasa de mortalidad, es una de las
diez principales causas de muerte a nivel mundial y ocupa
en México el séptimo lugar como causa de muerte. Solo en
1997, causo, en nuestro pais, 20,420 muertes, siendo una de
las tres primeras causas de muerte entre la poblacion eco-
noémicamente activa de 40 a 60 afos de edad.* En Estados
Unidos, las tendencias estadisticas auguran un incremento
de 223% de muertes por cirrosis para el afio 2008 y de 360%
para el 2028.°

Este problema no es solamente social sino también
econdmico. Por lo general, en las Ultimas etapas de la
enfermedad se presentan varices esofagicas, hipertension
portal, ascitis, encefalopatia, etc., por lo que se requiere

* Correspondencia y solicitud de sobretiros: Dra. Victoria Chagoya-de Sanchez. Departamento de Biologia Celular, Instituto de Fisiologia
Celular, Circuito Exterior s/n, Ciudad Universitaria, 04510 México D.F., México. Tel.: (52 55) 5622 5614, Fax: (52 55) 5622 5611. Correo

electronico: vchagoya@ifc.unam.mx
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hospitalizacion de los pacientes, con el consecuente impac-
to en el costo de los institutos de salud.

La etiologia de la cirrosis es muy diversa. Las causas mas
frecuentes son el alcoholismo y el dafio hepético crénico
secundario debido a infeccion por virus de hepatitis B o C.
Son menos frecuentes la cirrosis biliar y la cirrosis autoinmu-
ne, complicacion de insuficiencia cardiaca congestiva, en-
contrandose no pocos casos de cirrosis criptogénica de
etiologia a determinar y que se ven en las autopsias.®

El higado es un tejido anatomicamente heterogéneo,
organizado en zonas de tamafio y forma irregular denomina-
das acinos. Posee diferentes tipos de células como los
hepatocitos, las células endoteliales, ovales, biliares, de
Kupffer, de Pit y las estelares’” (HSC sus siglas en inglés
Hepatic Stellate Cell). Los hepatocitos son células epitelia-
les poliédricas de 30 a 40 um de diametro, altamente pola-
rizadas que constituyen el 70% del parénquima hepético
cuya funcion es principalmente metabdlica. Estan dispues-
tos en cordones o hileras que conectan las diferentes zonas.
El espacio entre hilera e hilera se denomina sinusoide
hepatico mientras que el espacio entre hilera y endotelio se
conoce como espacio de Disse (Figura 1). EI complejo
formado por los hepatocitos, capilar de la arteria hepatica,
capilar porta, conductillo biliar, vasos linfaticos y nervios,
forma la llamada triada o espacio porta. La conjuncién del
espacio porta con la vénula hepéatica constituye el acino.”

El tejido libre de células constituye el 20% del volumen
hepéatico y esta constituido por la MEC, formada principal-
mente por coldgena. El higado normal presenta diversos
tipos de colagenas fibrilares (I, 111, V) y las no fibrilares (IV, VI
y XIV).2® En menor proporcion, existen otros componentes
como la fibronectina, la laminina, la elastina, los proteoglica-
nos y los glucosaminoglicanos.'%!*

g
vued PHPE0 Hoy

WS L2 Espacio de Disse

_-'\ ! - ’l\‘Cé]ula endotelial

Proteinas de matriz sinusoidal
extracelular Célula de Kupffer

Hepatocito
0y —

Célula estelar
hepética quiescente

_ a0 R, ___— Proteinas de matriz
P extracelular

ogef 01 0§08 54,

Célula estelar
hepética activada

Figura 1. Representacion de las poblaciones celulares hepati-
cas: A) higado normal, B) higado con cirrosis inducida con
CCl4.
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Ademaés de su estructura compleja, el higado tiene una
intensa y diversa actividad bioquimica. Asi, dentro del meta-
bolismo de carbohidratos, el higado regula los niveles de
glucosa en la sangre, almacenando, sintetizando y degra-
dando el glucogeno; en el metabolismo de lipidos, sintetiza
el colesterol, las lipoproteinas, los fosfolipidos y la oxida
grasas y genera los cuerpos cetonicos.

El papel del higado es importante en el metabolismo
proteico ya que sintetiza las proteinas de la sangre entre las
cuales figuran la albumina y los elementos necesarios para
la coagulacién sanguinea. También es el Unico tejido que
sintetiza la urea como mecanismo de eliminacion del resi-
duo nitrogenado de los aminoacidos. Este 6rgano sintetiza
las bases nitrogenadas como purinas y pirimidinas y las
distribuye al resto de los tejidos.*?

Tiene funciones especificas como el almacenamiento de
materiales de reserva, vitaminas, hierro, sangre, como la
secrecion de la bilis y la eliminacién de la circulaciéon los
eritrocitos dafiados; su papel es fundamental en el proceso
de destoxificacién de los compuestos enddgenos toxicos
como el amonio y exdgenos como las sustancias toxicas y los
medicamentos, transforméandolos en compuestos facilmen-
te eliminables.

Dentro de este complejo sistema de confluencia estructu-
ral y bioquimica, cada poblacién celular o componente de la
MEC cumple con su papel para alcanzar la homeostasis que
mantenga la estructura y la funcion del tejido hepéatico. A este
equilibrio, contribuyen diversos metabolitos, citocinas y facto-
res de crecimiento producidos en el higado o fuera de él que
preservan la comunicacién célula-célula, célula-MEC y regu-
lan la expresion de los genes responsables de la conserva-
cion de la estructura y la funcion del tejido hepatico.?

Las alteraciones del equilibrio mantenido por la homeos-
tasis pueden favorecer una respuesta regenerativa 'y por ende
la restauracion del 6rgano. Por ejemplo, después de una
lesién aguda intensa en la que hay destruccion de células y
se detecta disminucién de su capacidad funcional, se induce
la regeneracion hepatica. Esto implica proliferacion inicial de
hepatocitos, seguida por un incremento de las células no
parenquimatosas, y por la produccion de los componentes
normales de la MEC en proporcién y distribucion adecuadas.
Al final del proceso regenerativo, se restablecen las interac-
ciones y funciones generales de los componentes celulares
gue vuelven a sus condiciones basales.1013:14

Si por el contrario el dafio es pequefio, repetitivo y
cronico, los intentos de recuperacion de la homeostasis
seran insuficientes produciendo la enfermedad del 6rga-
no,*?y activando procesos como la fibrogénesis y la remode-
lacion tisular que no son proporcionales al origen especifico
de la lesion hepética.

Durante esta respuesta fibrogénica, los componentes
colagénicos de la MEC se incrementan en una proporcion de
tres a cinco, llegando el higado a contener hasta seis veces
mas colagena y proteoglicanos lo que modifica su composi-
cion en comparacion con un 6rgano sano.®! Los compo-
nentes no olagénicos como los proteoglicanos y las gluco-
proteinas (fibronectina, laminina, y tenascina) aumentan en
menor proporcion,*’* lo que provoca alteracion en la estruc-
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tura y la funcion del higado y su transformacién en un tejido
fibrético con nddulos de regeneracion del parénquima, dan-
do lugar a la cirrosis.

Fundamentalmente, la respuesta fibrética del higado es
la misma independientemente del tipo de estimulo que la
origine, pudiendo ser genético, metabdlico, infeccioso, téxi-
co, inmunoldgico y colestéasico. El dafio tisular debe perma-
necer meses o afios antes de la formacion de una fibrosis
significativa.

Los mecanismos que originan la cirrosis no se conocen
bien a bien; sin embargo, existen caracteristicas comunes:

a) un dafo tisular que frecuentemente se debe a estrés
oxidativo.?°

b) una movilizacion de células inflamatorias que liberan
citocinas reguladoras de la respuesta, contribuyendo a
la activacion y proliferacion de las células efectoras
(HSC)_21,22

C) unavezactivadas, las células HSC adquieren un fenotipo
colagénico en el que se incrementa la biosintesis de la
colagena y de los inhibidores especificos de las cola-
genasas (TIMP-1y TIMP-2).20.

La respuesta inflamatoria asociada al dafio tisular juega
un papel importante en el desarrollo de la cirrosis favorecien-
do el proceso fibrogénico. Este proceso puede también
desencadenarse en ausencia de inflamacion evidente como
ocurre durante la acumulacion de metales, hierro o cobre, lo
que llega a alterar la homeostasis del tejido, originando la
cirrosis en ausencia de dafio hepatocelular evidente como
sucede en la hemocromatosis y la enfermedad de Wilson.?*

A pesar de los avances en el conocimiento de las enfer-
medades crénico-degenerativas del higado, no existe un
tratamiento curativo para estos padecimientos. Las estrate-
gias terapéuticas estan encaminadas al manejo paliativo
que retrasa la aparicién de la sintomatologia asociada a la
cirrosis y consiste principalmente en dietas con bajo conte-
nido de grasas y en suplementos vitaminicos. Se han usado
algunos medicamentos antifibroticos que tienen efectos
colaterales como gastritis. El Ginico tratamiento efectivo por
el momento es el trasplante ortotépico del higado con el cual
se ha logrado sobrevida de hasta un 70% durante el primer
afio posterior a la cirugia. Sin embargo, sus desventajas son
obvias; en efecto, todos los pacientes no son candidatos a
trasplante, el procedimiento tiene un costo alto, la obtencion
de donadores es dificil y el tratamiento con inmunosupreso-
res necesarios después del de la cirugia también son caros.
Aunado a esto, existe alta posibilidad de reincidencia de la
infeccidny de la fibrosis en el higado trasplantado por cirrosis
secundaria a infeccion por virus de hepatitis.

Los pacientes infectados con virus de la hepatitis C
(HCV) desarrollan una hepatitis crénica recurrente,; el 30%
de ellos presenta fibrosis y el 10% cirrosis.?®> En casos
especificos de infecciones virales de tipo C, se trata de evitar
que el cuadro de hepatitis cronica evolucione a cirrosis
intentando eliminar el virus con compuestos antivirales e
interferones a.y v.

Una alternativa terapéutica muy promisoria para el trata-
miento de esta enfermedad es el uso de un nuevo farmaco,
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derivado del acido aspartico y de la 6-aminorribofuranosil
purina (6-ARP), llamado IFC305. Este compuesto tiene una
vida media muy corta debido a su rapido metabolismo en el
higado; hasta el momento no se han observado efectos
secundarios a las dosis y condiciones administradas.

La sustancia base de este compuesto, la 6-aminoribofura-
nosil purina (6-ARP), es un nucledsido con actividad fisiol6gi-
ca en los sistemas nervioso central y cardiovascular, es un
modulador metabdlico y de la respuesta inmune. La mayor
parte de las células poseen receptores de cuatro tipos Al, A2a,
A2b y A3; puede penetrar a la célula por transporte facilitado.

A continuacion se sefialan algunos efectos farmacologi-
cos del 6-ARP en la hepatotoxicidad aguda inducida por
diversos toxicos:

1. Prevencion parcial del higado graso.®

2. Recuperacion del estado energético normal, disminuido
por los toéxicos.?”

3. Mantenimiento del equilibrio redox entre citosol y mito-
condria.?®

4. Prevencion de la necrosis inducida por CCl4 (Tetraclo-
ruro de Carbono).®

5. Evitacion de la propagacion de los radicales libres gene-
rados durante el metabolismo del CCl4 (Tetracloruro de
Carbono).*

6. Control del flujo sanguineo de la arteria hepatica.®*

Con base en estos antecedentes, se evalu6 el efecto de
este compuesto en un modelo de cirrosis experimental
inducido por administracion crénica de CC14.%2 Se encontro
que previene parcialmente la fibrosis inducida por el toxico,
inhibe en un 50% el depdsito de colagena, preserva el
contenido de glucosaminoglicanos, aumenta la actividad de
la colagenasa, normaliza el estado funcional del higado,
protege la estructura y la funcion de las mitocondrias e
induce un aumento de la proliferacion hepatica disminuida
en el higado cirrotico.

Reversion de la cirrosis experimental

A medida que avanza el conocimiento de los mecanismos
que desencadenan esta patologia, se mantiene latente el
interés de muy diversos grupos de investigacion por revertir
la cirrosis. Con base en los resultados antes mencionados,
nos planteamos la posibilidad de probar, en un modelo
experimental, el efecto de la 6-ARP y de una serie de sus
derivados en el tratamiento, de la cirrosis provocada por la
administracion cronica de CCl4. Se selecciond el derivado
mas activo, el aspartato de adenosina que se denominé IFC-
305. Se obtuvieron resultados fueron muy semejantes a los
que se lograron con 6-ARP.

Métodos

La induccion de la cirrosis y el tratamiento se describieron en
detalle con anterioridad.®? En resumen, se inyectaron por via
Lp unas ratas Wistar macho de 100 g tres veces a la semana
con una pequefia dosis de CCl4 (T-etracloruro de carbono)
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higado con cirrosis inducida por CCI4 y tratamiento posterior con salina por 5 semanas, C) higado con
cirrosis inducida con CCl4 y tratamiento con 6-ARP por 5 semanas.

durante 10 semanas, provocando una cirrosis micronodular,
muy similar a la cirrosis humana.®® Se trabajé con 6 grupos
experimentales:

1. un grupo control, sin ningln tratamiento;

2. un grupo control de cirrosis (TO) con animales tratados
con el téxico durante 10 semanas;

3. después de suspender la administracion del toxico y de
separar los animales cirréticos del grupo TO, se dividen
elresto de los animales en 4 grupos. Dos de ellos reciben
tratamiento con administracion por via intraperitoneal de
6-ARP 0 IFC-305 (50 mg/kg) 3 veces por semana durante
5 0 10 semanas. Los otros 2 grupos fueron inyectados
con salina.

Se sacrificaron los animales a tiempos predeterminados y
se procedio al analisis histologico, fijando una muestra de
tejido en formaldehido para la obtencion de cortes con tricro-
mica de Mason y/o tejido bioquimico en suero, midiendo
transaminasa glutamica pirdvica (ALT), albumina y bilirrubina
como se describié previamente.®? Se evalu6 en el tejido los
niveles de colagena® que se cuantifico de acuerdo con Roj-
kind and Gonzéalez.* La actividad colagenolitica se determind
con la técnica descrita por Pérez-Tamayo et al.*® La actividad
proliferativa se calculé midiendo el indice mitético que corres-
ponde al promedio de células en mitosis en 10 campos por
muestra observadas con el objetivo 40X. La actividad de la
timidina cinasa se midi6 con la técnica de Sayer y Willmanns.*
Las metaloproteinasas y sus inhibidores (TIMP’s) se determi-
naron por técnicas de Western blot, utilizando anticuerpos
policlonales de cabra de Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA., siguiendo las instrucciones del fabricante.

Resultados

En la figura 2, se presentan una micrografia de higado
normal, una de higado dafiado después de 10 semanas de
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tratamiento con el téxico y otra de una preparacion de un
higado que recibi6 tratamiento.

En nuestro modelo experimental, el higado cirrético se
caracteriza por un incremento de 5 veces de su contenido de
colagena, nivel que se mantiene después de 6 meses de
descontinuar la administracion del téxico (no se muestra). En
estos animales cirréticos, el tratamiento con adenosina pro-
mueve una disminucién del 70% de la colagena acumulada
(Figura 3).

Estudiando el metabolismo de la colagena en el higado
de ratas cirréticas, se evaluo el proceso de sintesis y degra-
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Figura 3. Efecto del tratamiento con 6-ARP en el contenido de
colagena hepética en el grupo control de animales cirréticos
mas salina y el grupo de animales cirréticos tratados con 6-
ARP. Los valores representan el promedio + EE de 7 animales
de cada grupo. Significancia estadistica *p < 0.01 vs. grupo
control; **p < 0.01 animales cirréticos vs animales cirréticos
tratados con 6-ARP.
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Figura 4. Efecto del tratamiento con 6-ARP en la actividad
colagenolitica en el higado de ratas cirroticas. Los resultados
representan el promedio + EE de 7 animales por grupo. Signifi-
cado estadistico como se indica en la figura 2.

dacion de esta proteina. Durante 10 semanas de tratamiento
con CCl4 y el desarrollo del proceso criogénico, la sintesis
de la colagena aumenté en cuatro veces (no se muestra). Al
evolucionar el proceso cirrtico en ausencia del inductor y
compararlo con los animales cirréticos que fueron tratados
con 6-ARP, no se detectaron diferencias significativas (no se
muestra) que sugieran que la disminucién de la colagena se
explica por un aumento en su degradacién. La actividad
colagenolitica se muestra en la figura 4. Sin tratamiento de
la cirrosis, se observa una importante disminuciéon de la
actividad colagenolitica mientras se nota un incremento de
dos a cuatro veces después de 5y 10 semanas de tratamien-
to con adenosina respectivamente.

Las proteinasas que degradan la MEC pertenecen a la
familia de las metaloproteinasas, que se caracterizan por
tener un 4tomo de zinc en el centro activo de la enzima. Las
metaloproteinasas mas importantes que participan en la
degradacion de la MEC del higado cirrotico son la MMP-13,
MMP-2, MMP-1 y sus actividades estdn moduladas por la
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Figura 5. Efecto del tratamiento con 6-ARP en los niveles
titulares de metaloproteinasas y de sus inhibidores tisulares
(MMP-2, MMP-1, TIMP-1, TIMP-2) en el higado de ratas
cirréticas, estimados por la técnica de Western Blot. Las ratas
cirréticas fueron tratadas con salinay tratadas con 6-ARP. Los
valoresrepresentan el promedio +EE de 5animales por grupo.
Significado estadistico como se indica en la figura 2.

presencia de inhibidores tisulares especificos llamados
TIMP-1y TIMP-2, del inglés tissue inhibitor of metalloprotei-
nases. En la figura 5, se muestra la expresion de las meta-
loproteinasas y de sus inhibidores. Con el tratamiento con el
nucledsido no se notan cambios significativos en la expre-
sion de MMP-2 pero si en la expresion de MMP-1 a las 10
semanas de tratamiento y en las expresiones de TIMP-1y
TIMP-2, lo cual nos indica que el incremento en la actividad
colagenolitica se explica por la disminucion de los inhibido-
res especificos. Los resultados sugieren que, a través de
estos efectos, es la manera de recuperar la actividad cola-
genolitica disminuida en el higado cirrotico.

En forma simultdnea con esta recuperacion estructural,
con la cuantificacion de los niveles de albimina, bilirrubina
y transaminasas, es manifiesta una clara recuperacion de la
funcion hepética (Cuadro 1) y, a partir de las 5 semanas del
tratamiento, se observa una evidente normalizacion de los
valores. Estos resultados sugieren que hay recuperacion
integral de la estructura y de la funcion del tejido hepatico
después de un tratamiento con 6-ARP. Sin embargo, una de
las caracteristicas muy importante del higado es su propia
capacidad de regeneracion.

Esta capacidad se evalué midiendo el indice mitotico y
la actividad de la timidina cinasa (Tk) que es una enzima
limitante de la biosintesis de ADN; los resultados se presen-
tan en lafigura 6. El higado de las ratas controles es un tejido
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Cuadro |.Efectodeltratamiento con adenosinaen parametros séricosindica-

tivos de lafuncién hepéatica

Tratamiento ALT Albumina Bilirrubina
(IUL) (g/dL) (mg/dL)
Control (5a10) 53+ 3 44+0.2 06+0.1
Cirrosis +salina
TiempoO 238 + 35* 16+0.1* 16+0.2*
Después de 5 semanas 277 + 45* 34+ 03" 13+0.2*
Después de 10 semanas 65+ 8 35+ 0.3 076+ 0.1
Cirrosis +adenosina
Después de 5 semanas 86 + 9*** 45+ 0.2* 0.7 £ 0.1*
Después de 10 semanas 42,5+ 5% 41+0.2 0.6+0.1

ALT = transaminasa de alanina; los resultados expresan el promedio + ES de 7

determinaciones individuales.

* grupo control ( p < 0.01) ** contra grupo cirrético + salina (p < 0.01).
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Figura 6. Efecto de 6-ARP en la actividad proliferativa de ratas
cirrdticas, evaluada por el indice mitético (promedio de la
actividad de timidina quinasa en citosol hepético). Los valores
representan el promedio + EE de veces sobre el control (Valor
control 0.22 + nmols de [3H]- TMP/h/mg proteina) de 6 expe-
rimentos por grupo. Significado estadistico como se indica en
la figura 2.
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quiescente que induce su capacidad regenerativa al verse
dafiado; el dafio inducido durante el proceso cirrogénico
promueve una capacidad regenerativa pobre que disminu-
y6 aun mas a lo largo de las 5 0 10 semanas de evolucion.
En forma sorprendente, el tratamiento con el nucleésido
aumento6 de manera importante el indice mitético y la activi-
dad de la Tk.

En conclusion, constatamos, en nuestro modelo de cirro-
sis experimental, que la administracién del nucledsido 6-
ARP o su derivado IFC-305 revierte la cirrosis y la disfuncion
hepatica consecuente, reestableciendo el potencial prolife-
rativo del higado. Estos hallazgos nos ofrecen un potencial
terapéutico importante en pacientes con cirrosis.

Los resultados de estos estudios sefialan que el com-
puesto se metaboliza activamente en el higado y no muestra
toxicidad ni efectos colaterales a la dosis y via de adminis-
tracion usadas. Su administracion favorece la recuperacion
de la funcién hepatica y la disminucion de las reacciones
adversas de la enfermedad, evita su progresion e induce una
reestructuracion lenta pero progresiva de la arquitectura del
tejido hepatico.

Perspectivas

Los caminos por seguir son los siguientes:

1. Continuar con la investigacion basica para ahondar en el
conocimiento los mecanismos que se desencadenan
durante el proceso cirrogénico y para saber cuales se ven
modificados por la administracion del compuesto ya que
por la heterogeneidad del tejido hepatico y la complejidad
de esta patologia, estos mecanismos son dificiles de
conocer. Los resultados pueden ser muy interesantes al
aportar informacion sobre los procesos genéticos y mole-
culares que desencadenan esta patologia y la forma de
revertirlos, abriendo la oportunidad de mejorar el presen-
te y de disefiar nuevos farmacos mas eficaces.

2. Buscar la posibilidad de aplicacion de este hallazgo en
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el tratamiento de la cirrosis. Esta posibilidad implica una
serie de estudios farmacol6gicos de toxicidad en diver-
sas especies animales y en humanos en relacién con
vias de administracion, dosis, accién del compuesto en
el érgano blanco (en este caso en el higado), efectos
colaterales, etc.

Tener un proyecto clinico piloto autorizado por la Secre-
tariade Saludy el Comité de Etica en pacientes cirréticos.
Realizar un desarrollo farmacéutico con algun laborato-
rio interesado en el farmaco. En este caso la empresa
Probiomed esta interesada en participar en este desarro-
llo, terminando los estudios y pruebas clinicas y realizan-
do las pruebas de estabilidad médica necesarias para
realizar los trdmites en la Secretaria de Salud.
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REsSumEN

En el simposio sobre* Desarrollo de nuevos farmacosen México” ,
hicimos un resumen delostrabaj os que nos han permitido desarro-
Ilar compuestos con posible actividad tripanosomicida. Se descri-
bi6 el estado actual de la enfermedad de Chagasy la ineficiencia
de los farmacos empleados para su tratamiento.

La estrategia que se sigui6 para desarrollar un compuesto con
actividad tripanosomicida fue la siguiente: se utiliz6 como enzima
blanco la o~hidroxiacido deshidrogenasa isoenzima Il de T. cruz
paratratar deinhibir el metabolismo energéticodeesteparasito. Se
disefid y sintetizé el compuesto y se determind su actividad biol 6gi-
ca; el &cido N-isopropil oxamico resulté ser un inhibidor selectivo
de esta enzima y presentd, ademas, actividad tripanosomicida en
cultivosdeepimastigotes, tripomastigotescirculantesy amastigotes
entejido. Losestudiospreliminaresmuestran el efectotripanosomi-
cidadel éster etilico del N-isopropil oxamico sobrelosamastigotes
intracelulares. Este compuesto reduce en un 60 a80% el nimero de
nidos de amasti gotes en muscul os cardiaco y esquel ético, mientras
queel nifurtimox, uno delos farmacos empleado actualmente para
¢l tratamiento de esta enfermedad, produce una disminucion de 20
a 30%, lo cual concuerda con lo que seinforma en relacion con el
poco efecto de este farmaco en la fase croénica de la enfermedad de
Chagas.

Palabras clave:
Enfermedad de Chagas, farmacos tripanosomicidas

Introduccién

L a enfermedad de Chagas, llamada asi después de
que el médico brasilefio Carlos Chagas la describié en
1909, existe sélo en el continente americano, desde México
hasta el sur de Argentina. Afecta entre 16 y 18 millones de
personas; 20,000 de ellas mueren anualmente y alrededor
de 100 millones mas (25% de la poblacion de América latina)
estan en riesgo de adquirir esta enfermedad; dicho riesgo
esta en relacién directa con la pobreza.t?

La enfermedad de Chagas es causada por el Trypanoso-
ma cruzi (T. cruzi), un pardsito protozoario flagelado que es

Aceptado: 23 de juniode 2006 —
SUMMARY

During the symposium “ Design of new drugs in Mexico”, we
presented asummary of theresear chthat |ed usto devel op substances
with trypanocidal activity. The epidemiological pattern of Chagas
disease was briefly described aswell asthe factor that explainsthe
low cure rate seen among chagasic patients.

The strategy used to develop a new compound with trypanocidal
activity was the following: we used T. cruzi a-hydroxiacid
dehydrogenaseisoenzymell, asatarget enzyme, tryingtoinhibit the
energetic methabolismof thisparasite. N-isopropyl oxamicacidthe
substance we designed was synthesized and its biological activity
was determined. It is a selective inhibitor of this enzyme and in
addition, showed trypanocidal activity on cultured epimastigotes,
circulating trypomastigotes and intracellular amastigotes.
Preliminary studiesshow thetrypanocidal effect of theethyl ester of
N-isopropyl oxamicacidonintracellular amastigotes. Thiscompound
reduced by 60-80% the number of amastigotesnestson both cardiac
and skel etal muscle, whereasNifurtimox, thecurrently drug used for
treatment of thisdisease, produced areduction onamastigotesnests
of 20-30%, in agreement with previous reports describing the low
trypanocidal effect of this compound, in chronic stages of Chagas'
disease

Keywords:
Chagas' disease, trypanocidal drugs

transmitido a los humanos en un 80% por un vector, un insecto
hematoéfago de la familia Triatominae que se conoce comun-
mente como chinche hociconay en un 20% por transfusion de
sangre contaminada o por via congénita. Los humanos y un
gran namero de especies animales, tanto domésticas como
salvajes, constituyen los reservorios naturales de T. cruzi.l?

En humanos, la enfermedad presenta dos etapas, una
aguda que aparece poco tiempo después de la infecciény la
otra cronica que aparece después de un periodo silencioso o
asintomético que puede durar varios afios. Las lesiones de la
fase cronica afectanirreversiblemente 6rganos internos como
el corazon, el es6fago, el colon y el sistema nervioso perifé-

* Correspondencia y solicitud de sobretiros: Carlos Wong-Ramirez. Departamento de Bioquimica, ENCB-IPN, Apartado postal 4-129, 06401

México D.F., México. Correo electronico: cwong@ench.ipn.mx.
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rico. Después del periodo asintomatico, un 27% de los indivi-
duos infectados desarrollan sintomas cardiacos que los pue-
den conduciraunamuerte sibita, un 6% trastornos digestivos,
principalmente megavisceras y un 3% trastornos del sistema
nervioso periférico.'?

Quimioterapia

La enfermedad de Chagas sigue siendo el mayor problema
de salud en varios de los paises de Latinoamérica; en efecto,
los pacientes con la enfermedad crénica severa empeoran
progresivamente y con frecuencia mueren debido a un fallo
cardiaco. Hasta hoy no existe ningun tratamiento completa-
mente efectivo para esta enfermedad,® por o que permanece
practicamente incurable. Aunado a esto, existe poco interés
de la industria farmacéutica para desarrollar nuevos farma-
cos antichagésicos.* El benznidazol (Bz) y el nifurtimox (Nf)
son los farmacos disponibles en la actualidad para el trata-
miento de la enfermedad de Chagas, son efectivos durante
la fase aguda pero casi no tienen efecto durante la fase
cronica. Ademas, la existencia de cepas de T. cruzi resisten-
tes a estos farmacos explica el bajo indice de curacién en los
pacientes chagéasicos. Por lo tanto, la busqueda de nuevos
farmacos contra la enfermedad de Chagas esta plenamente
justificada.

Metabolismo energético del Tripanosoma
cruzi

Los tripanosomas que se encuentran en la circulacion san-

CITOPLASMA MATRIZ MITOCONDRIAL

L-loucina < L- leucina
/— a-celoglularaio a-celoglvtarlo
LAT LAT
\.. L- gulamato L- gulamato
a~celtoisocaproato a-cetoisocaproato
L~ NADH NADH ADP
Cadeny
a-HAﬂHX a-HADH el
N> NAD* NAD* ATP
w-hidroxil aproato

Figura 1. Esquema del metabolismo energético de Tripanoso-
ma cruzi e inhibicién de la o-hidroxiacido deshidrogenasa
isoenzima Il (HADH).
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guinea (tripomastigotes) utilizan solamente glicdlisis para
generar la energia que requieren para su motilidad y sobre-
vivencia,® por lo que esta via metabolica se ha visto como un
blanco prometedor para el disefio de nuevos farmacos con
actividad tripanosomicida.®” Se argumenta que aquellos
compuestos capaces de inhibir esta via metabdlica deben
lograr una disminucion de la motilidad y la muerte del
parasito.

T. cruzi posee una enzima llamada o-hidroxiacido des-
hidrogenasa (HADH) con dos formas moleculares (HADH-
isoenzima | y HADH-isoenzima Il) que se han purificado y
caracterizado con base en su especificidad de sustratosy sus
constantes cinéticas.® La isoenzima | es responsable de la
poca actividad del lactado deshidrogenasa que se encuen-
tra en extractos de T. cruzi,® mientras que la isoenzima Il no
presenta actividad sobre el piruvato® pero es activa sobre
una amplia gama de sustratos, tanto lineales como ramifica-
dos. El 4cido a-ceto-isocaproico es el sustrato sobre el cudl
presenta su maxima actividad.® Se ha demostrado que la
HADH-isoenzima |l participa en un sistema de lanzadera que
le permite a T. cruzi transferir los equivalentes reductores
(NADH) del citoplasma al interior de la mitocondria,® en
donde son oxidados en la cadena respiratoria. Ademas, la
HADH isoenzima |l participa en la reoxidacion del NADH que
se genera en la glicdlisis (Figura 1).

Disefio de un inhibidor de la a-HADH-
isoenzimall de Tripanosoma cruzi

Como ya se menciond, la glicolisis es la principal ruta
metabolica que emplea este parasito, por lo que la inhibicién
de la isoenzima Il podria conducir a una disminucion de su
motilidad y sobrevivencia.'?

@] O
/l‘l\\/ o /]\/“\/ o
| |
0 O
Piruvato Acido a-ceto-isocaproico

o)
/l\ | 4
e Y

Oxamato NIPOX

Figura 2. Relacion quimica y estructural entre el piruvato y el
acido o-ceto-isocaproico, sustratos de la o-hidroxiacido deshi-
drogenasa y los inhibidores oxamato y NIPOX.
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Figura 3. Efecto del nifurtimox (Nf), del benznidazol (Bz) y del
éster etilico del NIPOX sobre la parasitemia inducida en
ratones con diferentes cepas de T. cruzi. En el pico maximo de
la parasitemia, se administré una sola dosis de farmaco de 500
mg/kg por via oral y la parasitemia se determiné a las 6 horas
de acuerdo con el método propuesto por Filardi y Brener.®
Tomado de (17).

De acuerdo con lo anterior, diseflamos un compuesto,
posible inhibidor de la HADH-isoenzima Il de T. cruzi, el
acido N-isopropil oxamico (NIPOX),'2 un analogo estructural
del &cido o-ceto-isocaproico. Con base en la similitud estruc-
tural de estos dos compuestos (Figura 2), supusimos que el
N-isopropil oxamato cumpliria con los requerimientos esté-
ricos y estructurales para comportarse como un inhibidor
competitivo y selectivo de la HADH-isoenzima 11.1? Se proce-
dié a la sintesis y la caracterizacién del NIPOX,*? el cual
resulté ser un excelente inhibidor competitivo y selectivo de
la HADH-isoenzima Il (Figura 3), pues no tiene efecto sobre
otras deshidrogenadas.*? Los estudios cinéticos mostraron
ademas que la introduccién de isopropilo, una cadena
hidrocarbonada no polar, en el nitrdgeno del oxamato incre-
menta significativamente la afinidad del NIPOX sobre el sitio
activo de la HADH-isoenzima 11.*?

Mecanismo de accion del éster etilico
del NIPOX

También se investigo la actividad tripanosomicida del NI-
POx, para lo cual hicimos ensayos en cultivos de epimasti-
gotes. Sorprendentemente no detectamos actividad tripano-
somicida con el NIPOX, mas bien la encontramos con el Nf
y el Bz cuyo efecto tripanosomicida fue evidente.*? Supusi-
mos entonces que el NIPOX no llegaba al interior del parasito
por la carga negativa que presenta su grupo carboxilato a pH
fisioldgico, ya que los compuestos polares dificilmente atravie-
san las membranas bioldgicas por difusion simple. Para
reducir la polaridad de este inhibidor, se sintetiz6 el éster etilico
del NIPOX (Et-NIPOX),*? para transformar un compuesto polar
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Figura 4. Efecto del N-isopropil oxamato sobre la HADH-
isoenzima Il con un homogeneizado de la cepa NINOA de T.
cruzi y el 4cido o-ceto-isocaproico como sustrato. La concen-
tracion de sustrato usada fue 0.05, 0.1, 0.2, 0.5y 1 mM; la
concentracién de NADH se mantuvo constante en 0.12mM.
Ensayos sin (@) y con (H) 0.1 mM o (A) 0.3mM NIPOX en la
mezcla de reaccion. La Km para el &cido a-ceto-isocaproico
fue 0.3mM. La Kise muestraen el recuadro en la parte superior
izquierda y se determiné en la gréfica de los valores de las
pendientes contra la concentracion del inhibidor. Tomado de
(16).

enuno hidrofébico que tiene afinidad por las membranasy que
las puede atravesar facilmente por difusion simple. Con este
nuevo compuesto, se observé un efecto tripanosomicida ma-
yor que el obtenido con el Nfy Bz;*2 este efecto se debe a que
el Et-NIPOX es hidrolizado por las esterasas inespecificas que
posee T. cruzi®**y dalugar a la produccion in situ del NIPOX,
el cual inhibe a la HADH-isoenzima Il de este parasito, con la
consecuente inhibicion de su metabolismo energético y reduc-
cién de su motilidad y sobrevivencia (Figura 1).*

Efecto del éster etilico del NIPOX sobre la
parasitemia

La poca eficacia del Nf y el Bz se debe a que hay cepas
resistentes a estos farmacos, por lo que era importante
probar el Et-NIPOX, tanto en cepas resistentes como en
cepas sensibles a estos farmacos. Asi probamos también el
efecto de este nuevo compuesto sobre la parasitemia en
ratones, inducida por cinco diferentes cepasde T. cruzi. Enel
pico méximo de la parasitemia, se aplicé una sola dosis de
500 mg/kg por via oral y se determiné la disminucion de la
parasitemia alas 6 horas. El Et-NIPOX mostr6 un buen efecto
tripanosomicida in vivo ya que disminuy0 significativamente
la parasitemia en las cinco cepas de T. cruzi que se estudia-
ron, mientras que el Nfy el Bz redujeron la parasitemia sélo en
tres de estas cinco cepas.!* Cabe sefialar que en una de las
cepas (Compoestela), la cual fue resistente a Nf y Bz, la
parasitemia promedio de 2.5 millones de tripomastigotes/mL se
redujo, con una sola dosis del éster etilico del NIPOX, en un
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80% en tan solo 6 horas (Figura 4). Esto sugiere que el Et-
NIPOX podria tener un buen efecto tripanosomicida en la
fase aguda de la enfermedad de Chagas; es durante esta
fase que la parasitemia esta en su nivel maximo.

Efecto del éster etilico del NIPOX sobre
amastigotes intracelulares

En la etapa crénica de la enfermedad de Chagas, T. cruzi se
encuentra en los tejidos principalmente en forma de amas-
tigotes intracelulares (fase replicativa de este parasito) y esto
es lo que produce las lesiones irreversibles en 6rganos
internos como el corazon etc., lo que a menudo conduce a
una muerte subita debido a un fallo cadiaco.'?

Por lo anterior, era de vitalimportancia determinar si el Et-
NIPOX podriatener efecto tripanosomicida sobre estos amas-
tigotes intracelulares. Para lograr esto se utilizé6 un modelo
experimental en ratones en los cuales, a los 50 dias de
parasitados, se alcanzé un maximo de nidos de amastigotes
intracelulares sin parasitemia practicamente. Estudios preli-
minares muestran que el éster etilico del NIPOX disminuye
en un 60 a 80% los amastigotes intracelulares, tanto en el
musculo cardiaco como en el esquelético, mientras que el Nf,
que se emplea como control positivo, reduce los nidos de
amastigotes s6lo un 20 a 30% (Figura 5).° Estos experimen-
tos sugieren que el Et-NIPOX podria tener un buen efecto
tripanosomicida en la fase cronica de la enfermedad de
Chagas.

Misculo Cardiaco Misculo Esquelético
HEEE Testigo
B INC-5

NNOA

1004

g

i

Nidos de amastigotes (%)
g

Et-NIPOX  Nifurtimox

Et-NIPOX  Nifurtimox

Figura 5. Efecto del nifurtimox Nf y del éster etilico del NIPOX
sobre nidos de amastigotes de dos cepas de T. cruzi. El
tratamiento fue de 10 mg/kg/dia por via oral durante 50 dias.
Se sacrificaronlos ratonesy se buscaron nidos de amastigotes
en los musculos cardiaco y esquelético. Tomado de (15).
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Discusién

Como la glicdlisis proporciona virtualmente toda la energia
para los tripomastigotes circulantes, las enzimas que partici-
pan en la glicdlisis o en su regulaciéon han sido propuestas
como blancos bioquimicos para el disefio de farmacos con
actividad tripanosomicida.®” De acuerdo con lo anterior se
disefio, sintetizo y caracterizo el acido N-isopropil oxamico
(NIPOX) como posible inhibidor de la a-hidroxiacido deshi-
drogenada (HADH) isoenzima Il de T. cruzi,*?'* ya que esta
enzima esté involucrada en el metabolismo energético del
parésito. Esta sustancia demostré ser un excelente inhibidor
competitivo y selectivo de la HADH-isoenzima 11,2 pero no
mostré ningun efecto tripanosomicida. Supusimos que la
polaridad de esta sustancia le impedia penetrar al interior de
éste pardsito. Para reducir esta polaridad se sintetiz6 el Et-
NIPOX con el cual si se obtuvo la actividad tripanosomicida
esperada.'>!* Esto se debe a que dicho compuesto por seruna
sustancia no polar (hidrofébica) penetra con mayor facilidad al
interior de T. cruzi; su eficiente hidrdlisis dentro del parasito
genera el NIPOX,** el cual inhibe la HADH-isoenzima Il de T.
cruzi y el metabolismo energético de este parasito con una
consecuente disminucién de su motilidad y sobrevivencia.'>!4

Estos experimentos muestran claramente que la eleccion
de la HADH-isoenzima Il como blanco bioguimico para tratar
de obtener sustancias con actividad tripanosomicida fue
acertada ya que el Et-NIPOX mostr6 un notable efecto
tripanosomicida tanto en epimastigotes en cultivo como en
tripomastigotes sanguineos!?!* y amastigotes intracelula-
res;® estos Ultimos son los responsables de las lesiones
irreversibles producidas principalmente en corazon, las cua-
les conducen a la muerte de los pacientes. Ademas el Et-
NIPOX mostré mejor efecto tripanosomicida que el Nifurtimox
y el Benznidazol, mostrando incluso efecto en cepas de T.
cruzi; resistentes a estos farmacos.*>*

Estos hallazgos sugieren que el Et-NIPOX podria tener
un buen efecto tripanosomicida tanto en la fase aguda,
caracterizada por abundantes tripomastigotes circulantes,
como en lafase crénica de la enfermedad de Chagas cuando
la mayoria de los parésitos se encuentran en los tejidos.
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RESUMEN

Enel presentetrabajo seprepararonunaserienuevadefenilamidas
anti convul sionantes conteniendo |os grupos trifluorometilo, fltor,
bromo y cloro en el anillo aromético de los compuestos DL-2-
hidroxi-2-etil-2-fenil acetamida (DL-HEPA), DL-3-hidroxi-3-etil-
3-fenilpropionamida (DL-HEPP) y DL-4-hidroxi-4-etil-4-fenilbu-
tiramida (DL-HEPB). Loscompuestospreparadospresentaronuna
actividad anticonvulsionante bastante significativa contra las
convulsionesy lamuerte provocadaspor el metrazol enratones. La
incorporacién de hal 6genos en el anillo aromético de DL-HEPA,
DL-HEPP y DL-HEPB condujo a compuestos con una actividad
anticonvulsionante similar a la del fenobarbital. Se presentan
evidencias de quelasfenilamidas preparadas podrian actuar como
antagonistas de los receptores del GABA.

Palabras clave:
L Anticonvulsionantes, fenilamidas, antagonistas del GABA

Introduccién

L a epilepsia es una de las enfermedades neuroldgicas
mas comunes que afecta el 1 % de la poblacion mundial.*
A pesar de los antiepilépticos utilizados en clinica, un nimero
significativo de pacientes, entre el 20 y el 30%, se muestra
resistente a los antiepilépticos disponibles,? por lo que existe la
clara necesidad de desarrollar nuevos medicamentos.

Cuando se produce un desequilibrio entre los dos princi-
pales neurotransmisores en el cerebro, el L-glutamato (neu-
rotransmisor excitador) y el acido gamma-amino butirico
(conocido como GABA, que es un neurotransmisor inhibidor),
se originan las convulsiones. Por lo que la estrategia farma-
cologica en el tratamiento de la epilepsia consiste en utilizar
farmacos que reduzcan la excitabilidad neuronal o que poten-
cien los mecanismos inhibitorios mediados principalmente
por GABA en el caso de los antiepilépticos de uso clinico
como son las benzodiazepinas, el fenobarbital, la tiogabinay
el vigabatrin.®

Sin embargo, la teoria del desbalance excitacion-inhibi-
cion de la epileptogénesis ha sido cuestionada por el hallaz-
go de que el GABA no siempre inhibe la actividad neural. Si
bien, en el cerebro adulto, el GABA induce usualmente

Aceptado: 23 de juniode 2006 —

SUMMARY

In this manuscript we describe a novel series of anticonvulsants
containingtrifluoromethyl, fluorine, bromineand chlorinegroupsat
the phenyl ring of compounds DL-2-hydroxy-2-ethyl-2-phenyl
acetamide (DL-HEPA), DL-3-hydroxy-3-ethyl-3-phenyl
propionamide (DL-HEPP) and DL-4-hydroxy-4-ethyl-4-phenyl
butyramide (DL-HEPB). Synthesized compounds exhibited a
significant anticonvulsant activity against seizures and death
induced by metrazol in mice. Incorporation of halogens at the
phenyl ring of DL-HEPA, DL-HEPP and DL-HEPB lead to
compounds with an anticonvulsant activity similar that of
phenobarbital. The latter constitutes evidence that prepared
phenylamides could act as GABA receptor antagonists.

Keywords:
Anticonvulsants, phenylamides, GABA antagonists

hiperpolarizacién neuronal, en el cerebro juvenil es despo-
larizante.>*® Asimismo, el incremento de la neurotransmi-
sion GABAérgica de las interneuronas de las regiones tala-
mo-corticales se ha asociado con las crisis de ausencias que
ocurren tanto en personas como en animales.”*3

La serie homologa de compuestos anticonvulsionantes
se desarroll6 en México.'* Los compuestos son el HEPA, el
HEPP y el HEPB (Figura 1). Presentan un amplio perfil
anticonvulsionante en el caso de convulsiones provocadas
por drogas como: el metrazol, la bicuculina, la tiosemicarba-
zida, por electrochoque y en el caso del kindling.**¢ EI
amplio espectro de actividad anticonvulsionante que exhi-
ben el DL-HEPA, el DL-HEPP y el DL-HEPB es similar al del
fenobarbital y del valproato. Sus dosis efectivas medias son
superiores a las del valproato y de la etosuccimida e inferio-
res a las de la difenilhidantoina y de las benzodiazepinas,
teniendo en relacién con éstos la ventaja de su amplitud de
espectro antiepiléptico.

Los resultados obtenidos con estos compuestos los
hacen candidatos a antiepilépticos mayores.

En otros estudios realizados. el DL-HEPP disminuy6 la
descarga del foco epiléptico en la fase inicial del sindrome
de abstinencia al GABA.*" Este sindrome era considerado

* Correspondencia y solicitud de sobretiros: Sergio Enrique Meza-Toledo. Departamento de Bioquimica, Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas, IPN. Apartado postal 256, 06400 México D.F. Correo electrénico: semeza@hotmail.com.
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como un modelo de epilepsia intratable por su resistencia a
la terapéutica con los antiepilépticos clasicos, incluso con el
diazepam que se utiliza en el tratamiento del estatus epilep-
ticusy con otros compuestos como el pentobarbital a dosis de
anestésico.'” Adicionalmente, tanto el DL-HEPP como el DL-
HEPB incrementan el aprendizaje y la memoria en diferentes
modelos animales. Asimismo, el DL-HEPP protegi6é a una
cepade ratas que present6 un modelo de epilepsia congénita
generalizada, tipo ausencias, denominado GAERS."’

En Francia, Marescauxy Vergnes estudiaron la neuroqui-
mica de los receptores y de los neurotransmisores afectados
en el modelo del GAERS. Encontraron que la inyeccién
estereotaxica de R-baclofén enlos ndcleos talamicos, releva-
dor y reticular, increment6 la duracion de las descargas de
espiga y de onda registradas.® Asi mismo la administracién
estereotaxica de un antagonista del receptor GABA,_ como la
sal del &cido fosfo-dietoximetil-amino-propilfosfinico, conoci-
dacomo CGP35348, presento un efecto antiepiléptico similar
al que se obtiene con el DL-HEPP. 107

Entre los compuestos que potencian la actividad epilép-
tica en el GAERS se encuentran: 1) algunos agonistas en el
receptor GABA, como el muscimol. 2) los inhibidores de la
transaminasa del GABA como el gamma-vinil GABA. 3) los
inhibidores de la proteina transportadora del GABA (GAT-1)
como el &cido difenil nipecético. De manera complementa-
ria, los compuestos que presentan actividad antiepiléptica
en el GAERS son: 1) los antagonistas del receptor GABA,, 2)
la etosuccimida, la trimetadiona y el clonazepam.®!
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Aunque compuestos diferentes a los sefialados arriba
reducen laactividad de los ataques espontaneos de ausencia
en el GAERS, Marescaux y Vergnes, sugirieron que el recep-
tor GABA, es el responsable de la génesis del sindrome.****

La similitud estructural que presenta el DL-HEPP con los
ligandos del receptor GABA,, principalmente con el antago-
nista DL-2-hidroxisaclofén, hace pensar que el DL-HEPP y
sus homologos el DL-HEPA 'y el DL-HEPB podrian probable-
mente antagonizar las acciones del GABA en los receptores
GABA,.*® Los estudios para determinar la relacion
estructura-actividad realizados con una serie de compues-
tos derivados de R-baclofén y de DL-2-hidroxisaclofén indi-
caron que la posicion de sustitucion para de su anillo aroma-
tico era critica para su actividad biolégica. La presencia en
ella de halégenos como el cloro incrementd la afinidad del
receptor GABA, hacia los ligandos.*?° Considerando la
similitud estructural entre el DL-2-hldroxisaclofén y el baclo-
fén y los estudios de relacion estructura-actividad, se prepa-
raron una serie de analogos halogenados en la posicion 4'
del grupo fenilo del HEPA, del HEPP y del HEPB con la idea
de aumentar la afinidad del receptor hacia los mismos e
incrementar su actividad anticonvulsionante. Asimismo, la
presencia de un halégeno en la posicion 4' del anillo aroméa-
tico del DL-HEPP podria bloquear una de las posiciones en
su transformacion metabélica y conducir a productos con
una actividad anticonvulsionante mas prolongada.?

Material y métodos
Sintesis de las DL-hidroxifenil amidas+1821.22

La serie DL-hidroxifenil butiramidas (serie DL-HEPA) se
prepar6 haciendo reaccionar una cetona con cianuro de
trimetilsilil para formar las cianhidrinas correspondientes, las
cuales mediante una hidrdlisis parcial en medio acido produ-
jeron las amidas respectivas. La serie DL-hidroxifenil penta-
namidas (serie DL-HEPP) se preparé mediante una conden-
sacién entre una cetona con bromoacetato de etilo para
formar los hidroxiésteres correspondientes, los cuales al
tratarse con amoniaco produjeron las amidas esperadas. La
serie DL-hidroxifenil hexanamidas (serie DL-HEPB) se sinte-
tizo mediante una condensacion de Stobbe entre una cetona
con el succinato de dietilo en presencia de hidruro de sodio.
El tratamiento de los hemiésteres formados en medio acido
condujo a las lactonas esperadas, las cuales al tratarse con
amoniaco produjeron las amidas respectivas.

Los compuestos sintetizados se caracterizaron mediante
espectrofotometriainfrarrojay resonancia magnética nuclear
de hidrégeno y de carbono 13.

Actividad anticonvulsionante!##?

La evaluacion de la actividad anticonvulsionante se realizé
en ratones albino macho, cepa CF-1 de 17 a 25 g de peso,
utilizando metrazol como agente convulsionante a una dosis
de 100 mg/kg de peso tal como se publicé previamente. Los
compuestos se administraron por via intraperitoneal. Las
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Figura 2. Actividad anticonvulsionante del DL-HEPAy de sus
analogos halogenados.

dosis efectivas 50 se determinaron utilizando el analisis
probit.z

Estudios de liberacion de FH]-GABA?

Se estudié la liberacion de [*H]-GABA utilizando un método
previamente publicado.? Se prepararon rebanadas de sus-
tancia nigra (250 um x 250 um) a partir de ratas Wistar macho
(160 a 240 g) que se incubaron en [*H]-GABA (45 nM durante
20 min a 35°C). Luego se lavaron con fluido cerebroespinal
artificial (FCA) conteniendo tiogabina (10 uM), &cido amino-
oxiacético (50 uM) y B-alanina (100 pM) para prevenir la
reincorporacion y el metabolismo del GABA. Entonces, se
perfundieron alicuotas de 150 pl de la suspension de rebana-
das (0.4 ml.min-1, a 35°C, Brandel 2000) durante 36 minutos
antes de colectar muestras consecutivas cada 4 minutos.
Las rebanadas se estimularon eléctricamente (40 mA, 4 Hz
durante 3.5 min) a los 48 minutos (S1) y de nuevo a los 88
minutos (S2) después del inicio de la perfusidn. Los ligandos
se adicionaron a la solucién de perfusién 30 minutos antes
de S2. Se determind el porcentaje de [*H]-GABA liberado con
respecto al [*H]-GABA que contenia la rebanada al momento
de la estimulacién.

En otro experimento realizado, las rebanadas de sustan-
cia nigra conteniendo [*H]-GABA se estimularon durante 2
minutos con FCA conteniendo 15 mmol/l de KCI, 48 minutos
después del inicio de la perfusion. Los ligandos se adiciona-
ron a la solucién de perfusién 30 minutos antes de la
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Figura 3. Actividad anticonvulsionante del DL-HEPP y de sus
analogos halogenados.
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Figura 4. Actividad anticonvulsionante del DL-HEPB y de sus
analogos halogenados.

estimulacion con KCI. Se determin6 el porcentaje de [*H]-
GABA liberado con respecto al [*H]-GABA que contenia la
rebanada al momento de la estimulacion.

Resultados

Para los compuestos preparados, los resultados obtenidos
en su caracterizacion fueron compatibles con sus estructu-
ras propuestas.

Para la serie DL-HEPA, la ausencia de estereoselectivi-
dad en la actividad anticonvulsionante de los enantiémeros
del DL-HEPA, el (+)-HEPA vy el (-)-HEPA, sugiere que la
resolucion de los racematos no es necesaria para estudios
posteriores.? Las dosis efectivas medias obtenidas para el
DL-CI-HEPA, el DL-diCI-HEPAYy el DL-Br-HEPA fueron muy
similares a la dosis efectiva media del fenobarbital (Figura 2).

Para las series DL-HEPP y DL-HEPB se aprecia que la
incorporacién de los grupos trifluorometilo, cloro, dicloro y
bromo en el anillo fenilo incrementd en forma significativa la
actividad anticonvulsionante, siendo las dosis efectivas medias
de éstos Ultimos similar a la del fenobarbital (Figuras 3y 4).

El GABA a una concentracion de 10 uM inhibié en un 50%
la liberacion de GABA tritiado incitada eléctricamente y con
KCl conrespecto al FCA (control) (Figuras 5y 6). Por otro lado,
el DL-HEPP a una concentracion de 100 uM revirtié el efecto
inhibitorio que tiene el GABA sobre su propia liberacion.

Discusion

Para las series DL-HEPA, DL-HEPP y DL-HEPB, la incorpo-
racion de halégenos en su anillo aromatico elevé en forma
significativa su actividad anticonvulsionante, lo que indica
que el anillo fenilo es importante en el reconocimiento del
receptor hacia los compuestos preparados.

Con anterioridad, se sugirié que el DL-HEPA, el DL-HEPP
y el DL-HEPB son antagonistas del GABA.*® En otros estu-
dios realizados, el DL-HEPB, produjo una disminucion en la
duracién de las postdescargas producidas por la estimula-
cion del hipocampo en gatos y, en algunos de ellos, bloqued
su propagacioén hacia la sustancia nigra y la amigdala.?® La
sustancia nigra es una region del cerebro que esta relacio-

Gac Méd Méx Vol. 143 No. 1, 2007




2.0+ GABA 10 uM + HEPP 100 uM

S

0

°

g 1.54 —e—FCA
£ —— GABA
g —— GABA + HEPP
L

Q 1.04

X
”

L
0 125

Tiempo (min)

Figura 5. El DL-HEPP revierte la inhibicion de la liberacion de
[EH]-GABA producida por el GABA en rebanadas de sustancia
nigra estimuladas con KCI. Inicialmente, se perfundieron las
rebanadas de sustancia nigra conteniendo [*H]-GABA con
fluido cerebroespinal artificial (FCA). Durante el periodo indi-
cado por la barra horizontal S1, el tejido se estimul6 con KCI 15
mM durante 2 minutos. Se colectaron fracciones de perfusién
cada 4 minutos. El tejido se estimulé con FCA (control, n = 11),
con GABA (10 uM, n = 6) o con GABA (10 pM) més DL-HEPP
(200 pM, n = 11). Los compuestos se adicionaron durante el
periodo indicado por la barra.

nada con la propagacion de las descargas epileptiformes
donde el GABA parece tener una participacion importante.2®
En las terminales presinapticas de la sustancia nigra, encon-
tramos receptores GABA, y GABA_ que podrian participar en
el control de la liberacién de GABA.?"# En general, en los
mecanismos que modulan la liberacion de neurotransmiso-
res hacia el espacio sinaptico participan autorreceptores o
heterorreceptores. En el primer caso, cuando la concentra-
cion de GABA se incrementa en la sinapsis, ésta activa su
autorreceptor localizado en la neurona presinaptica el cual, a
su vez, si es de tipo B, al activarse inhibe la entrada de iones
calcio a la terminal lo que reduce la liberacién vesicular de
GABA. Este mecanismo de retroinhibicion permite, en algu-
nas regiones del cerebro regular, las concentraciones sinap-
ticas de GABA.?°

La activacion de los receptores GABA, presinapticos se
ha relacionado con una inhibicién de la liberacion de GABA,
L-glutamato, serotonina, somatostatina, substancia P y cate-
colaminas.?® Si en este sistema se bloquea la sefial de
activacion del receptor presinaptico del GABA, se esperaria
que laliberacién de GABA no se inhibiera ya que el GABA no
activaria a su receptor. Esto parece ser una de las acciones
que realiza el DL-HEPP. A fin de estudiar lo anterior, se
estimularon rebanadas de sustancia nigra de rata ya sea
eléctricamente o quimicamente (KCI). Como puede apreciar-
se enlasfiguras5y 6, el DL-HEPP revirti6 el efecto inhibitorio
del GABA sobre su propia liberacion, lo que sugiere que el
DL-HEPP podria estar antagonizando las acciones del GABA
en sus receptores presinapticos B, A o ambos. El origen de
este antagonismo no se ha elucidado claramente y podria
asociarse a una accion directa del DL-HEPP en el sitio de
unién del GABA en los receptores A o B, o bien el DL-HEPP
podria estar actuando como un modulador alostérico nega-
tivo de la unién del GABA a sus receptores.
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Figura 6. EI DL-HEPP revierte la inhibicién de la liberacién de
[®H]-GABA producida por el GABA en rebanadas de sustancia
nigra estimuladas eléctricamente. Las rebanadas de sustan-
cia nigra conteniendo [°*H]-GABA se perfundieron inicialmen-
te con fluido cerebroespinal artificial (FCA). Durante los perio-
dos indicados por las barras horizontales S1y S2, el tejido se
estimulé (4Hz, 40 mA durante 3.5 min). Se colectaron fraccio-
nes de perfusion cada 4 minutos. El primer periodo de estimu-
lacién se realiz6 durante la perfusion de las rebanadas con
FCA. El segundo periodo de estimulacion fue en presencia de
FCA (control, n=9) o de los compuestos GABA (10 uM, n=7)
0 GABA (10 pM) mas DL-HEPP (100 pM, n = 9), los cuales se
adicionaron durante el periodo indicado por la barra.

Entre los antagonistas del GABA que presentan actividad
anticonvulsionante encontramos al bilobalide, el cual es una
lactona sesquiterpénica que se aisl6 de las hojas de Gingko
biloba que, ademas de incrementar el aprendizaje y la memo-
ria en animales, también antagoniza las acciones del GABA en
los receptores recombinantes GABA, constituidos por las
subunidades o1B2y 2L expresados en oocitos de Xenopus. Lo
inusual de este compuesto es que es un antagonista del
receptor GABA, que carece de propiedades convulsionantes
y se comporta como un anticonvulsionante.® La sal del acido
fosfo-butil-amino-propil-fosfinico y el clorhidrato del acido (+)-
5,5-dimetil-2-morfolinoacético son antagonistas del GABA en
los receptores GABA, y presentan actividad anticonvulsionan-
te en modelos experimentales de ausencia.'> Las amidas
sintetizadas en el presente trabajo no estan relacionadas
estructuralmente con los antagonistas del GABA mencionados
previamente. Por lo anterior, las fenilamidas preparadas po-
drian ser una herramienta importante en el entendimiento y en
la comprensién de la participacion del GABA en la epilepsia y,
eventualmente, alguna de ellas podria convertirse en un nuevo
medicamento antiepiléptico de segunda generacion.
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RESUMEN

Ladiabetesmellitusy el envejecimiento son dosproblemasde salud
similaresconigualescausasen ambostrastor nos. Recientementese
ha encontrado que los dafios producidos en ambos problemas de
salud son la consecuencia dela glicosilacion no-enzimética(glica-
c¢ion) gueconducealaformaciondeunagranvariedad deproductos
avanzadosdelaglicosilacion, conocidoscomo AGE' s(abreviatura
de Advanced Glycosylation End products). Al medir las concentra-
cionesde hemoglobinaglicosilada (HbAIc) enrataswistar diabeti-
zadascon estreptozotocina (60 mg/kg depeso) queingirieronglicina
al 1% adlibitum enlabebida, seha demostrado quelaglicinaevita
la glicacién de las proteinas. Se administraron diariamente, a
pacientes diabéticos, 20 gramos de glicina divididos en cuatro
tomas, observando también una disminucién de la HbAlc. En los
animales de experimentacion, la glicina corrigio la neuropatia
diabética modificando |a velocidad de conduccion del nervio cidti-
co. Asimismo, las ratas diabéticas disminuyeron |la deformidad de
los eritrocitos mientras que las que tomaron glicina mejoraron su
deformidad al pasar por unamembrana. Lacapacidad proliferativa
demonucl earestotalesdesangreperiféricaderataaumentéantelos
mitégenos. En las ratas diabéticas que tomaron glicina, fue muy
notoria la mejoria de la inmunidad humoral (placas de Cunning-
ham) y no se presentd leucocoria (principio de cataratas). En estas
ratas, tampoco se report6 hipertrigliceridemia que, en las ratas
diabéticas, puedeproducir hipertensiény depdsitoexcesivodegrasa
retroperitoneal, alteraciones. Ademas, lasratashipertrigliceridémi-
caspresentan elevacion del nivel delosécidosgrasoslibresséricos
los cuales disminuyen a valores normales en las ratas que toman
glicina. También, seobservd disminuciéndelamicroalbuminuriaen
lasratasdiabéticaslocual sugiereproteccional dafiorenal. El caso
mas espectacular se dio en un diabético que presento inicialmente
una hiperglicemia muy elevada y HbAlc de 21 %; alos seis meses
de consumir glicina, su curva de tolerancia a la glucosa normal y
HbAIc era normal.

Palabras clave:
Diabetesmellitus, envejecimiento, glicina,
glicacién

Aceptado: 23 de juniode 2006 —

SUMMARY

Diabetesmellitusand aging aretwo similar health problemswhere
causes of death are the same for both. Recently they described that
damages produced aretheresult of “ non enzymatic glycosylation”

(“glycation”) that leads to the formation of a wide variety of
advanced products of glycosylation, known as AGE’s (Advanced
Glycosylation End products). Resear ch with streptozotocin-induced
diabetic rats (60 mg/kg of weight) that consumed glycine 1% ad
libitumindrinkingwater measured theconcentration of glycosylate
hemoglobin (HbA1c), and showed that glycineavoidsthe” glycation”

of proteins. We administered 20 gr of glycinefour timesper day and
also observed a decrease of HbAlc in diabetic patients. In animal
experiments glycine corrected the diabetic neuropathy modifying
the speed conduction of the sciatic nerve. Also among diabetic rats
it diminished erythrocyte deformity wher easthose who took glycine
improved the deformity associated with having passed through a
membrane. Glycine increased the capacity of mononuclear
proliferation of peripheral blood among rats exposed to mitogens.
The improvement has been described in the humoral immunity of
diabetic rats that took glycine (Cunningham plaques). Leucocoria
(first stage cataracts) were not observed among diabetic rats that
took glycine. The hypertrygliceridaemia brought about in diabetic
ratscan producehypertensionand excessivedeposit of retroperitoneal
fat whereasinratsthat takeglycinethisphenomenonisnot obser ved.
Inaddition hypertrygliceridaemicratsdisplay anincrease of serum
free acids whereas among rats that take glycine this diminishes to
normal values. Decrease of microal buminuria observed in diabetic
rats, suggests protection against renal damage. The most striking
casewas seeninadiabetic patient who presented initially very high
hyperglycemia and 21%, HbAlc. Sx months after glycine intake,
values showed a normal tolerance curve to glucose and normal

HbA1lc.

Keywords:
Diabetesmellitus, aging, Advanced Glycosylation End
products
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L a diabetes mellitus es una enfermedad crénico-degene
rativa que afecta a cerca del 10% de la poblaciéon de
nuestro pais y que constituye la tercera causa de mortalidad.*

La esperanza de vida de los mexicanos se ha incrementa-
do progresivamente. Si, en 1940, era de 41 afios, se elevo a
53afiosen 1953y a70afiosen 1990. En 1997, llegd a 74 afios.
Este aumento espectacular se debe alas medidas preventivas
y sobre todo a la disminucion de la mortalidad infantil.

Los avances en el conocimiento cientifico en general y
de la medicina en particular nos han ensefiado que las
principales causas de muerte por diabetes son las enferme-
dades cardiaca (ateroesclerética) en el 50% de los casos;
cerebro-vascular en el 12% y renal en el 10%. En conjunto,
las enfermedades vasculares producen la muerte de casi el
72% de los diabéticos. En el resto de los casos, el 10% fallece
por cancer, el 6% por infecciones respiratorias y renales, el
1 % por coma diabético y el 11 % por otras causas.

En 1981, se sugirié explicar los dafios crénicos producidos
por la diabetes mediante mecanismos bioquimico-molecula-
res. Se pudo observar que estos dafios son similares a los que
produce el envejecimiento,?* al grado que se considerd la
diabetes mellitus como una forma de envejecimiento acelera-
do®** De igual forma, las causas de muerte, mencionadas
arriba, debido a la diabetes y a la vejez son las mismas, asi
como los mecanismos bioguimico-moleculares que explican
los dafios ocasionados por la enfermedad o el envejecimiento.

Estos mecanismos se presentan en las figuras 1y 2 en
donde se considera que la glicosilacion no enzimatica de las
proteinas (glicacion) conduce a la formacién de una gran
variedad de productos, denominados genéricamente “AGEs”
(“Advanced Glycosylation End products”), que son los princi-
pales responsables de los dafios vasculares, neurologicos,
inmunoldgicos, etc.

De acuerdo con lo anterior, se pensoé en la posibilidad de
evitar la glicacion de las proteinas con la administracion de
dosis relativamente altas del aminoécido glicina que pudiera
proteger las proteinas, se glicosilara en vez de ellas (Figura 3)
y se metabolizaria como lo describieron Borsok et al.®

Se escogio la glicina porque ya se esta utilizando, desde
1935, este aminoacido en dosis de hasta 30 gramos/dia
durante varios meses, sin observarse efectos secundarios
indeseables, en el tratamiento de la miastenia gravis, en la
distrofia muscular progresiva y en la pseudohipertrofica.®

Se siguio la glicacién de las proteinas por medio de la
determinacion de la hemoglobina glicosilada (HbAlc) que se
usa en la diabetes.”® La glicacién de la hemoglobina es una
forma de saber como se estan glicosilando otras proteinas
del organismo y como esto expresa la gran diversidad de
dafios ocasionados por la diabetes y el envejecimiento.1%1

Las glicosil-proteinas sufren un conjunto muy variado de
reacciones (que requieren dias o semanas) para dar los
AGEs (Figura 2). Estos AGEs encaminan hacia la produccion
de los dafios de la diabetes y el envejecimiento (Figura 4). La
glicina tendria el efecto de prevenir la glicacién inicial y en
consecuencia detener la formacion de los AGEs en una gran
proporcién si no en su totlidad.

En nuestros estudios, utilizamos ratas Wistar que diabe-
tizamos con el antibiético estreptozotocina'® a dosis de 60
mg/kg de peso. Este compuesto destruye selectivamente las
células beta de los islotes de Langerhans del pancreas,
produciendo una diabetes insulina-dependiente de Tipo 1.

En el cuadro |, se consignan los resultados obtenidos con
los diferentes grupos de ratas: ratas sanas con agua de
bebida sin glicina (grupo 1, testigo), ratas sanas con glicina
al 1 % en agua de bebida (grupo 2), ratas diabéticas con agua
de bebida sin glicina (grupo 3) y ratas diabéticas con glicina
en el agua de bebida (grupo 4). En el grupo 1, las ratas
presentaron una glicemia de 50.29:1: 2.53 mg/dly en el grupo
2,55.5+2.89. Enelgrupo4delasratas diabéticas que tomaron
glicina al 1% en el agua de bebida ad libitum, la hemoglobina
glicosilada fue de 2.9% y en el grupo 3 de las diabéticas fue
de 4.2%. Estos resultados muestran claramente que la glicina
normalizé la hemoglobina glicosilada (p < 0.00005, valor
altamente significativo).

En el cuadro I, se presentan, en porcentaje, los valores
de Hb glicosilada antes y después de la ingesta de glicina en
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Figura 1. Glicosilacion no enzimatica de las proteinas.
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38 pacientes diabéticos, tanto del Tipo Il (30 pacientes) como
del Tipo | (8 pacientes). La ingesta del aminoacido en cuatro
tomas diarias de 5 g cada 6 horas (20 g/dia) fue de duracion
variable (meses). Se obtuvieron resultados similares a los
obtenidos con las ratas. El valor de p fue de 7 x 10*? lo que
hace altamente significativa la diferencia entre los valores de
Hb glicosilada antes y después de la glicina.

Hasta la fecha son muy escasos los hipoglicemiantes
orales que disminuyen los niveles de Hb glicosilada; sin
embargo, laglicina (que tiene un ligero efecto hipoglucemian-
te) lo logra en forma espectacular, como se aprecia en
muchos casos individuales (Cuadro Il), hecho que sugiere el

efecto protector de la glicosilacion de las proteinas por el
aminoécido glicina.

Los productos terminales de la glicacion avanzada (AGES)
relacionan tanto los dafios producidos por la diabetes melli-
tus como los provocados por el envejecimiento (Figura 4).
Creemos que estos productos no se dan, o lo hacen en
mucho menor cantidad, en presencia de la glicina, porque
ella evita la formacion de las glicosil-proteinas o productos
de Amadori iniciales.

En el cuadro lll, se aprecia el resultado obtenido en la
neuropatia diabética experimental en ratas Wistar tratadas
con estreptozotocina (70 mg/kg) dos semanas después de la

Cuadro I. Efecto de laglicinasobre lahemoglobinaglicosilada en ratas?*

Ratas no diabéticas

Ratas diabéticas

Grupo control Ratas conglicina Grupo control Ratas conglicina
Glucosa Hb-Glic Glucosa Hb-Glic Glucosa Hb-Glic Glucosa Hb-Glic
mg/dL % mg/dL % mg/dL % mg/dL %
40.0 23 57.0 3.0 200.0 45 308.0 2.8
51.0 23 53.0 3.2 347.0 4.2 210.0 2.7
62.0 25 63.0 31 302.0 4.7 200.0 31
39.0 2.7 45.0 2.7 291.0 4.3 231.0 2.8
57.0 26 52.0 2.6 252.0 41 260.0 34
54.0 25 57.0 25 230.0 35 301.0 3.2
49.0 2.8 61.0 31 304.0 41 277.0 2.3
50.3 25 55.4 2.9* 275.1 42 256.6 29
S.D. 8.48 0.2 6.1 0.3 50.3 0.4 432 04

*p < 0.02 vs. Hb-Glic. del grupo control de ratas no diabéticas.
p < 0.00005 vs. Hb-Glic. del grupo control de ratas diabéticas.
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Cuadro Il. Efecto de laglicinasobre lahemoglobinaglicosilada en pacientes

Edad Tipode Hb-Glic (%) Tratamiento con

Paciente Sexo en afios diabetes Antes Después Var. glicina/meses
1 M 43 Il 14.9 12.3 -2.6 3.0
2 M 58 Il 11.2 7.5 -3.7 29.0
3 M 40 Il 15.1 13.1 -2.0 20
4 F 84 Il 10.5 7.8 2.7 5.0
5 M 48 Il 14.4 94 -5.0 3.0
6 M 55 Il 14.2 6.2 -8.0 16.0
7 M 61 Il 15.1 6.3 -8.8 25.0
8 M 43 Il 13.0 6.9 -6.1 8.0
9 F 58 Il 10.5 7.8 2.7 45
10 M 64 Il 12.1 9.8 -2.3 45
11 M 60 Il 219 6.0 -15.9 9.0
12 M 55 Il 13.7 10.5 -3.2 5.0
13 F 45 Il 12.6 7.3 -5.3 3.0
14 M 70 Il 7.7 6.3 -1.4 9.0
15 M 45 Il 8.8 6.7 -2.0 13.0
16 M 60 Il 13.1 6.7 -6.4 6.0
17 M 53 Il 7.2 6.0 -1.2 4.0
18 M 75 Il 15.3 9.7 -5.6 6.0
19 M 40 Il 8.9 6.3 -2.6 16.0
20 M 61 Il 10.2 6.5 -3.7 18.0
21 M 48 Il 10.1 7.0 -3.1 6.0
22 M 45 Il 10.2 44 -5.8 25
23 M 57 Il 12.0 6.6 -5.4 175
24 F 37 Il 14.6 10.9 -3.7 11.0
25 F 58 Il 9.8 7.0 -2.8 20.0
26 F 63 Il 10.6 9.5 -1.1 4.0
27 M 48 Il 12.2 9.4 -2.8 4.0
28 M 64 Il 9.3 6.1 -3.2 24.0
29 M 64 Il 8.6 6.8 -1.8 13.0
30 M 70 Il 15.7 8.4 -7.3 11.0
31 M 29 I 12.0 75 -4.5 7.0
32 M 13 | 12.8 10.8 -2.0 10.0
33 M 12 I 15.7 9.3 -6.4 14.0
34 M 29 I 12.0 8.5 -3.5 7.0
35 M 33 | 14.2 12.9 -1.3 12.0
36 M 39 I 15.8 113 -4.5 7.0
37 M 31 I 21.0 8.9 -12.1 57.0
38 M 48 | 18.0 11.0 -7.0 9.0
12.8 8.3* -4.5 11.2
S.D. 33 22 31 10.2

*p = 7 x 102 Prueba de rangos sefialados de Wilcoxon.?

diabetizacién y que tomaron glicina al 1 % en el agua de
bebida.t”

El resultado obtenido es realmente espectacular, pues, la
velocidad de conduccion del nervio ciatico practicamente se
normalizé en las ratas diabéticas, aun cuando la Hb glicosi-
lada no se haya modificado. Esto sugiere que la glicina evita
el dafio neural inicial. La glicina no modificé el nivel de HbAlc,
muy probablemente porque fue insuficiente el tiempo de
ingesta continua del aminoacido. En esta misma prueba,
utilizando aminoguanidina, que evita la formacion de enlaces
cruzados entre proteinas glicosilada (AGEs) en monos babun
(Papio hamadryas), se tuvo un resultado negativo #
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En ratas diabetizadas con estreptozotocina, se noté una
alteracion muy marcada en laférmula blanca de la sangre con
disminucion de los leucocitos totales tanto en los linfocitos
como en los neutroéfilos polimorfonucleares. Esta disminucion
tiende a normalizarse en las ratas diabéticas que toman
glicina al 1% en el agua de bebida.

También se observo una disminucion en el efecto estimu-
lante de los mitdgenos como la fitohemoglutinina, la concanna-
valinay el interferon gama (Figura 5), juzgado por la incorpora-
cién de la timidina tritiada. Fue interesante observar que los
linfocitos del grupo testigo de ratas sanas que tomaron glicina
en el agua de bebida incorporaron més timidina tritiada que las
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Cuadro lll. Neuropatiadiabéticaexperiment

Carvajal-Sandoval y cols.

al enratas Wistar (estreptozotocina70mg/Kg)

Ratas Numero  Glicemia Velocidad de conduccion HbAlc
mg/dl del nervio critico MIS %
Testigo 6 58.5+4.6 61.0+3.6 255+0.14
Diabéticas 4 1745+29.0 38.2+3.2** 3.90 + 0.40*
Diabéticastratadas 5 211.2+27.0* 55.8+5.4 4.22+£0.13*
con glicina

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p = 0.001.

sanas que solo tomaron agua. Asi mismo, se dio un resultado
parecido comparando las ratas diabéticas que solo tomaron
aguay las que la tomaron con glicina. Lo anterior sugirié que
la glicina parece ejercer un efecto inmunoestimulante.

Esto condujo a estudiar directamente el efecto de la
glicina sobre la respuesta inmune en ratas sanas y diabéti-
cas, cony sin glicina en el agua de bebida, inmunizadas con
eritrocitos de borrego.*® Se sacrificaron las ratas asi tratadas
alas cuatro semanas; se extirp6 el bazo para obtener de éste
células (esplenocitos) que fueron tratadas en portaobjetos
con los globulos rojos de borrego y para observar la hemolisis
producida (en forma de placas hemoliticas o de Cunningham)
al microscopio. Como se puede ver en el cuadro IV, las ratas
normales presentan 206 células formadoras de placas y las
diabéticas 83 (menos de la mitad). Sin embargo, las ratas
diabéticas que tomaron glicina presentan 182 placas, acer-
candose a valores normales. Lo realmente espectacular fue
que las ratas sanas que tomaron glicina presentaron 504
células formadoras de placas, es decir mas del doble de las
otras ratas sanas; esto demuestra que la glicina actiia como

inmunoestimulante. Una de las caracteristicas del envejeci-
miento es la disminucion de numerosas funciones organicas
entre las cuales se encuentra la inmunidad. El hecho es que
la glicina podria producir los mismos resultados en personas
de edad avanzada. Con este antecedente y a los 64 afios de
edad, empecé a ingerir la glicina tres veces por dia en dosis
de 7g (21g/dia) antes de cada comida. Hace ya dieciséis

Cuadro IV. Células formadoras de placa en los diferentes
grupos derata

Grupo Célulasformadoras de placa
| Normales 206.39 +125.0
Il Normales 504.46 +120.0

Il Diabéticas 83.03+54.2

IV Diabéticas/glicina 182.82 +67.2

I vs il p<0.0003; | vslll p<0.006; | vsIVp=0.44.

o BN-CHCO; .
+ Glicina HN-CHCO,
»QOH . Glicina
GLUCOSA o X
HN-CH,-CO;
Glicina
CH.-CO- HN-CH,-CO; H
uf ’ Giicina 2
. Glicina \ _H CHy-NH-CH,-C0OO-
cataltlzada con
enzimas
CHZ-OH Armdnﬂ N-(Fructosil}-glicina
« S : ~NH-CH,-COO-
N-Gilcosll-Glldna
UTH.lZADA METABOLICAMENTE
ViA TRANSPORTE DE
AMINOACIDOS
QUELANTE DE METALES
PRO-OXIDANTES COMO Gu2+
OTROS EFECTOS
BENEFICOS ANTIOXIDANTE (APAGADOR DE
RADICALES LIBRES)

Figura 3.
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Productos terminales de la glicaciéon avanzada (AGEs)

Envejecimiento
Estress oxidativo
Recambio de proteinas disminuido
Resistencia a la insulina

Diabetes
Hiperglicemia

Aterosclerosis
Hipertensién
Dafiorenal

»> Dislipidemia <
Cataratas
Demencia
Osteoporosis

T

Uremia
Estress oxidativo de carbonilos, depuracion
disminuida, resistencia a la insulina

Figura 4. La via comun para las complicaciones de la diabe-
tes, el envejecimiento y la uremia.

afios que la tom6 con regularidad y he notado que mi
inmunidad ha mejorado, cosa que percibi de la forma si-
guiente. Unos afios antes de los 64, presentaba un episodio
gripal cada afio; en estos Ultimos 16 afios, sélo he tenido 5
episodios gripales y muy moderados. Quizas sea un obser-
vacion trivial, pero después de iniciar con este tratamiento mi
encanecimiento es igual ahora que hace 16 afios.

Fitohemglutinina

32.1 56.6
Control Control + glicina

i

p<0.01

18.1 34.8
Diabético Diabético + glicina

Figura 5. Diabetes y glicina. Indice de estimulacion (cpm
basal/cpm est.).
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1.35+

1.3

1.25+

1.2+

1.15+

1.14

1.05

Minutos en que pasa 1ml de sangre

1

D+G D N+G N
Figura 6. Deformacion de eritrocitos. Se pasa un volumen
conocido de sangre con la presion de unabomba peristaltica. Se
mide eltiempoyy laresistencia del paso de los eritrocitos a través
de una membrana.

También se determind, en las ratas diabéticas y sanas
que toman o no glicina, la deformabilidad de los eritrocitos
que esta disminuida en la diabetes.?*2! |os los glébulos rojos
(G.R.) de las ratas normales tardan 1.2 minutos en atravesar
la membrana de policarbonato empleada en este experi-
mento (Figura 6). Los G.R. de ratas normales que toman
glicina pasan en 1.1 minutos y los G.R. de las diabéticas
requieren 1.3 minutos. Los G.R. de las diabéticas que toman
glicina tardan 1.1 minutos Es decir que la deformabilidad es
mayor tanto en los G.R. de ratas normales que toman glicina
como en las diabéticas que toman glicina; esto sugiere que
la microcirculacién de ratas diabéticas se corrige, ya que la
deformabilidad aumentada permitira la movilidad en los capi-
lares sanguineos de los animales diabéticos y de los norma-
les que toman glicina.

Al estudiar la quimica sanguinea de las ratas normales y
diabéticas con y sin glicina en el agua de bebida, se observé
un espectacular resultado en los niveles de triglicéridos en
sangre. Enlafigura 7, se constat6 que las ratas normales con
y sin glicina presentaron una concentracion de cerca de 200
mg/dl, cuando las diabéticas sin glicina tuvieron, en cambio,
una hipertrigliceridemia de cerca de 800 mg/dl y las ratas
diabéticas con glicina una de poco mas de 200 mg/dl. Es una
diferencia altamente significativa desde el punto de vista
estadistico (p < 0.001).

1000 igliceri
Trigliceridos (mg/dl) p<0.001

800 -
600 -
400
200

0 -

Control Control + Diabetes diabetes +
glicina glicina

Figura 7. Diabetes experimental y glicina.
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Cuadro V. Efectodelaglicinaenratas hipertensas trigliceridémicas

PA/mmHg Triglicéridos TAR
Grupos (sistolica) (mg/dl) 9)
1. Control 120+ 2.9 (4) 154 + 8 (11) 115+2 (4)
2.Glicinaal 1% 127+20.9(4) 162.0+13(6) 12.0+1.0(5)
3. Sacarosaal 3% 147.0+ 3.0(5) 264.0 = 26 (19) 28.0x£1(3)
4. Sacarosamasglicina 115.0+ 6.0 (4) 222+ 8 (5) 12.0+0.7 (4)
p<0.001vs p<0.001vs

sacarosa (Gpo. 3)

sacarosa (Gpo. 3)

() = NUmero de ratas; PA = presion arterial; TAR = tejido adiposo retroperitoneal.

Debido a lo anterior, la doctora Bafios de McCarthy, del
Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”, estu-
dié el efecto de la glicina en ratas hipertrigliceridémicas
mediante la administracion de cantidades elevadas de saca-
rosa (al 30% en el agua de bebida). Estas ratas mostraron
hipertrigliceridemia e hipertensién, asi como una acumula-
cion de grasa en la cavidad retroperitoneal. La administracion
de glicina en el agua de bebida (junto con la sacarosa al 30%)
produjo una marcada disminucion de la hipertrigliceridemia y
normaliz6 la presion arterial. Asi mismo, el depdsito de grasa
retroperitoneal fue normal en las ratas que tomaron sacarosa
y glicina en el agua de bebida (Cuadro V).

En las ratas diabéticas de 5 meses de diabetizadas,
aparecio leucocoria en los 0jos, que no se presento en las
ratas diabéticas® que tomaron glicina durante ese tiempo. La
leucocoria (Figura 8) es un principio de cataratas (juzgada
de acuerdo con el estudio histopatoldgico realizado por una
oftalmopatéloga muy calificada, la Dra. Patricia Cheves).
Este estudio se repitio con resultados idénticos en un nimero
mayor de animales.

Mas recientemente, un colaborador de la doctora Bafios
de McCarthy, Mohammed EI Hafidi del Instituto Nacional de
Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”, repiti6é el estudio anterior
determinando, estavez, el nivel de los acidos grasos libres en
el suero sanguineo de las ratas hipertrigliceridémicas hiper-
tensas; encontré este nivel muy elevado (Figura 9); en con-

O

Figura8.
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Acidos grasos libres (ug/0.5 ml)

traste en las ratas que tomaron glicina, se encuentra précti-
camente normal.? Este resultado es especialmente impor-
tante porque sugiere que la glicina (al bajar el nivel de los
acidos grasos libres en la sangre circulante) muy probable-
mente disminuye la hiperinsulinemia de muchos diabéticos
Tipo Il, ya que el aumento de los &cidos grasos libres
condiciona laresistencia alainsulina que es caracteristicade
esta diabetes.?

En nuestras ratas diabéticas con estreptozotocina, ob-
servamos la presencia de microalbuminuria (Figura 10). De
10 ratas diabéticas, siete presentaron 100 mg/L y tres 50 mg/
L, cifras claramente anormales. Sin embargo, en las 10 ratas
diabéticas que tomaron durante los cinco meses, glicina al 1
% en elaguade bebida (Figura11) solo 2, presentaron 50 mg/
L en la orina; 5 no presentaron nada de albumina y 3
presentaron 10 mg/L. Asi, podemos decir que 8 de 10 ratas,
fueron protegidas de la nefropatia diabética por la glicina,
resultado muy alentador que sugiere que este efecto benéfico
se presentara también en los enfermos diabéticos que toman
el aminoécido.

En conclusion presentamos el caso de un paciente diabé-
tico de Tipo Il, con antecedentes familiares, que tenia una
hemoglobina glicosilada de 21.9%; alos 9 meses después de
tomar la glicina regularmente (4 tomas de 5 g c/u) bajo a un
nivel de 6.0%. Con este enfermo que presentaba una glice-
mia normal (90 mg/dl), realizamos una curva de tolerancia a
la glucosa, administrando 1 g de glucosa por kilogramo de
peso corporal y determinamos paralelamente tanto insulina

800

700 Control

| I |

HTG
600 -

—

500 -

400
300 -

200 - T

100 -

Sin glicina " Con glicina Sin glicina " Con glicina

Figura9.
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3(50mg/l)

7(100mg/l)

Figura 10. Microalbuminuiria en rata Wistar albino con 5
meses de diabetes tratadas con glicina. Micral-test Boehringer
Mannheim.

Valor normales: 0 y 10 mg/l y valores anormales: 20, 50 y
100mg/I

como al péptido c. La figura 12 muestra el resultado.?® Puede
apreciarse que la curva de la glucosa es normal (como la de
una persona no-diabética) asi como las curvas de insulina
y péptido c.

Esto demuestra que la glicina tomada regularmente
(como lo hizo este enfermo) normaliza la glucosa asi como
la secrecion de insulina. Desafortunadamente no hubo for-
ma de comparar como se encontraba el enfermo antes de
iniciar la ingesta de glicina; pero dado que tenia una hiper-
glucemia muy elevada, no fue posible realizar este estudio.
En general nunca se hace curva de tolerancia en pacientes
hiperglicémicos declarados. La curva de tolerancia se prac-
tica en familiares de diabéticos para saber quien es predia-
bético.

Todo lo anterior demuestra que el uso de laglicina, en las
dosis que empleamos en los enfermos, protege de los dafios
que la enfermedad produce y podria revertir aquellos dafios
que son aparentemente reversibles. También, el empleo de
este aminoacido en las dosis de aproximadamente 20 g/dia

5(0mg/ml)

3(10mg/l) 2(50mg/l)

Figura 11. Microalbuminuiria en rata Wistar albino con 5 meses
de diabetes. Micral-test Boehringer Mannheim. Valor norma-
les: 0 y 10 mg/l y valores anormales: 20, 50 y 100mg/I.
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Meses de HbGly Glucosa
tratamiento % (mg/dl)
Inicio 21.9 658
3 120 108
7 7.0 77
11 6.6 140
13 6.0 177
15 6.5 123
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Figura 12. Resultados de un paciente diabético de tipo II.

en tres tomas de 7g c/u puede proteger de los dafios del
envejecimiento.
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