UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FARMACOLOGICA Y TOXICOLOGICA

LABORATORIO DE FARMACOLOGIA Y TOXICOLOGIA

EFECTO DE UN EXTRACTO SECO DE MATICO (BG126) SOBRE
EL DANO OXIDATIVO INDUCIDO POR BIORREDUCCION
DE NITROFURANTOINA

Patrocinante Director de Memoria

Prof. Maria Eugenia Letelier M.
Laboratorio de Farmacologia y
Toxicologia

Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas

Universidad de Chile

Prof. Maria Eugenia Letelier M.

Co-Director de Memoria

Dra. Paula Aracena Stiven
Laboratorio de Farmacologia y
Toxicologia

Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas

Universidad de Chile

Memoria de Titulo para optar al Titulo de Quimico Farmacéutico
CARLOS ENRIQUE LAZO HERNANDEZ

Santiago de Chile
2010



Esta investigacion va dedicada con
especial carifio a todas las personas
gue han estado a lo largo de toda mi

formacion tanto profesional como
personal, en especial a mis padres, ya
gue sin ellos no hubiese tenido la
fuerza para haber llegado hasta donde

hoy en dia me encuentro.



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo quiero agradecerlo de de todo corazén a mis padres, mis familiares, la
profesora Maria Eugenia Letelier, la profesora Paula Aracena Stiven y a todas las
personas del laboratorio de Farmacologia y Toxicologia ya que con ellos aprendi que el

trabajo en equipo es posible.

Por otra parte, quiero agradecer al proyecto FONDECYT N° 11090150 otorgado a la
profesora Paula Aracena Stiven, que ayudd econdmicamente al desarrollo de esta
memoria de Titulo, y a Laboratorios Ximena Polanco que dondé el extracto seco
estandarizado de BG126.



ITU
SOD
GSH
ROS
TBA
MDA
VCM
HCM
CHCM
VHS
GOT
FA
LDH
FRAP

NUS

NTF

NTF (1X)
NTF (2X)
BG126 (1X)
BG126 (1XP)
BG126 (10X)

ABREVIATURAS

: Infeccion del tracto urinario bajo.

: Superoxido dismutasa.

: Glutation reducido.

: Reactive oxygen species (Especies Reactivas del Oxigeno)
: Thiobarbituric acid (Acido tiobarbittirico)

: Malondialdehido.

: Volumen Corpuscular Medio.

: Hemoglobina Corpuscular Media.

: Concentraciéon de Hemoglobina Corpuscular Media.
: Velocidad de hemo-sedimentacion,

: Transaminasa Glutamico-Oxaloacética.

: Fosfatasa Alcalina.

: Lactato deshidrogenasa.

: Ferric Reducing Ability of Plasma (Capacidad Plasmatica Reductora

de Hierro).

: Nitrégeno Ureico Sanguineo.

: Nitrofurantoina.

: Nitrofurantoina en dosis oral, 200 mg diarios.

: Nitrofurantoina en dosis 2 veces mayor que la dosis 1X.
: BG126 en la dosis oral 1 (Ver Materiales y Métodos).

: BG126 en dosis 1, administrado en profilaxis de 3 dias.

: BG126 en dosis 10 veces mayor que la dosis 1X.



Agradecimientos

CONTENIDO

Abreviaturas

Contenido

indice de Figuras

indice de Tablas

Resumen

Abstract

INTRODUCCION

Hipotesis

Objetivos

1. Objetivo General

2. Objetivos Especificos

. MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Célculo de dosis de nitrofurantoina y BG126

Disefio Experimental

Eutanasia y procesamiento de muestras

Hemograma

Perfil Bioquimico

Capacidad Antioxidante Plasmatica

. Pag.
. Pag.
. Pag. iii
.Pag. i
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.

. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.

. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.

Vii

viii

a o o1 o1 B

© © © © W 0O N ~N ~N o ~N



B. In vitro

Preparacion de microsomas hepaticos de rata

Lipoperoxidacion microsémica

Determinacioén de tioles microsémicos totales

Analisis Estadistico de los Resultados

lll. RESULTADOS

Experimentos in vivo

Perfil Bioquimico

Hemograma

Capacidad Plasmatica Reductora de Hierro

Experimentos in vitro

Efecto de BG126 y GSH sobre la lipoperoxidacion microsémica

Proteccién de los tioles microsémicos por BG126 y GSH

V. DISCUSION

. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.

. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.
. Pag.

. Pag.

. Pag.

. Pag.

10
10
10
10
11

12
12
12
21
27
30
30
31

32

37

39

Vi



INDICE DE FIGURAS

Figura Titulo de la Figura Pagina
1 Estructura Escutelarena 4
2 Actividad LDH sérica en ratas tratadas con nitrofurantoina 14
en combinacion con BG126

3 Actividad GOT sérica en ratas tratadas con nitrofurantoina 16
en combinacién con BG126

4 Glucosa sérica en ratas tratadas con nitrofurantoina en 18
combinacion con BG126

5 Colesterol sérico en ratas tratadas con nitrofurantoina en 20
combinacion con BG126

6 Numero de Leucocitos en ratas tratadas con 23
nitrofurantoina en combinacion con BG126

7 Foérmula Leucocitaria en ratas tratadas con nitrofurantoina 26
en combinacion con BG126

8 FRAP en ratas tratadas con nitrofurantoina en 29

combinaciéon con BG126

vii



INDICE DE TABLAS

Tabla Titulo de la Tabla Pagina
1 Protocolo de tratamiento de los animales 8
2 Distribucion Normal de Grupos Control para Perfil 12

Bioquimico
3 Distribucion Normal de Grupos Control para Hemograma 21
4 Diferencias en el nimero de leucocitos (10°/mL) entre los 24
distintos tratamientos
5 Distribucion Normal de Grupos Control para Capacidad 27
Plasmatica Reductora de Hierro
6 Lipoperoxidaciéon microsdmica 30
7 Determinacion de tioles microsomicos totales 31

viii



RESUMEN

La nitrofurantoina es el antimicrobiano de eleccién para el tratamiento de
infecciones del tracto urinario bajo en Chile, debido a su alta eficacia y bajo desarrollo
de resistencia. Sin embargo, el tratamiento oral con este farmaco provoca efectos
adversos, principalmente gastrointestinales, los que conllevan al abandono del
tratamiento por un porcentaje significativo de los pacientes. Este farmaco es
nitrorreducido en una reaccién catalizada por reductasas, generando especies
reactivas del oxigeno, lo que conduce a estrés oxidativo. Por lo tanto, se postula que
los efectos adversos gastrointestinales provocados por nitrofurantoina, podrian ser la
consecuencia de este estrés oxidativo. Asimismo, se postula que la coadministracion
de nitrofurantoina y el preparado herbal BG126, extracto seco estandarizado de hojas
de Buddleja globosa Hope (matico), podria minimizar los efectos adversos producidos

por nitrofurantoina.

Los resultados obtenidos indican que la administracion oral de nitrofurantoina en
ratas machos Sprague Dawley, produce dafio gastrointestinal observado
macroscopicamente y a través de cambios de los parametros del perfil bioquimico y el
hemograma. Estos parametros fueron normalizados a los valores control por la
coadministracion de nitrofurantoina y BG126. Mas aun, esta combinacién también
normalizé las alteraciones de la capacidad antioxidante plasmatica (FRAP) producidas
por el tratamiento oral con nitrofurantoina. Ademas, BG126 inhibid la lipoperoxidacion y
la oxidacion de los tioles microsémicos hepaticos de estas ratas, producidas por

nitrofurantoina en condiciones de nitrorreducion.

Los resultados obtenidos demuestran que los efectos adversos producidos por la
administracion oral de nitrofurantoina se deben, al menos en parte, a la generacion de
estrés oxidativo a través de su nitrorreducion. Dado que BG126 es un extracto de
matico, planta de reconocida actividad antioxidante, la coadministracién con
nitrofurantoina podria ser una buena estrategia para disminuir los efectos adversos

producidos por este farmaco y evitar asi, el abandono de la terapia.



ABSTRACT

Nitrofurantoin is the antibacterial of choice for the treatment of lower urinary tract
infections in Chile, due to its high efficacy and the low development of bacterial
resistance. Oral treatment with this drug, however, leads to adverse effects, mainly
gastrointestinal, which result in the abandonment of treatment by a significant
percentage of patients. This drug is nitroreduced in a reaction catalyzed by reductases,
generating reactive oxygen species and leading to oxidative stress. Therefore, we
postulated that the gastrointestinal adverse effects produced by nitrofurantoin may be
the consequence of this oxidative stress. Also, we hypothesized that co-administration
of nitrofurantoin and the herbal preparation BG126, standardized dry extract from
Buddleja globosa Hope leaves (matico), may minimize the adverse effects produced by
nitrofurantoin.

Our results indicate that the oral administration of nitrofurantoin in male Sprague
Dawley rats produces gastrointestinal damage, which was observed macroscopically
and through changes in clinical chemistry and hemogram parameters. These
parameters were normalized to control values by co-administration of nitrofurantoin and
BG126. Moreover, this combination also normalized the changes in plasma antioxidant
capacity (FRAP) produced by oral treatment with nitrofurantoin. In addition, BG126
inhibited rat liver microsomal lipid peroxidation and thiol oxidation elicited by
nitrofurantoin under conditions leading to its nitroreduction.

Data presented show that the adverse effects produced by oral administration of
nitrofurantoin are due, at least in part, to the generation of oxidative stress through its
nitroreduction. Since BG126 is a matico extract, which has a widely acknowledged
antioxidant activity, its co-administration with nitrofurantoin may be a good strategy to
decrease the adverse effects elicited by this drug and, therefore, prevent therapy

abandonment.



I. INTRODUCCION

Las infecciones del tracto urinario bajo (ITU) son especialmente frecuentes en
mujeres, con una incidencia anual del 15% y 21% en las edades de 15-39 y 40-79 afios
respectivamente’. Estudios realizados en mujeres chilenas han determinado su
presencia en 1% de las nifas escolares entre los 5 y 14 afos de edad; después de
iniciada la actividad sexual, la incidencia sube a 4% en la mujer adulta joven vy,
posteriormente, aumenta entre 1y 2% por cada década de vida®. En todo el mundo, los
agentes patdogenos mas frecuentes de la ITU son similares: Escherichia coli, 80% a
90%; Staphylococcus saprophyticus, 5% a 10%; Proteus spp. y otros bacilos Gram
negativos representan el porcentaje de patégenos restantes®*. La mayoria de los
agentes patdégenos son bacterias intestinales que colonizan primero el perineo y luego
ascienden a través de la uretra para infectar la mucosa vesical. La infeccion provoca
sintomas especificos, principalmente la triada de disuria (miccion dolorosa), tenesmo

(necesidad urgente de miccién) y poliaquiuria (miccién muy frecuente)?.

Uno de los antimicrobianos mas utilizados en Chile en el tratamiento de la ITU es la
nitrofurantoina. Esto se debe a su alta efectividad y bajo desarrollo de resistencia frente
a Escherichia coli, a pesar de su utilizacién prolongada y a su uso profilactico en
esquemas de larga duracién (varios meses)®. En general, los patégenos causantes de
la ITU en Chile, en los ultimos 10 afos, no han experimentado una diferencia
estadisticamente significativa en sus sensibilidades a nitrofurantoina, con una
resistencia de solo un 5,7%°. Mas aun, la nitrofurantoina es un derivado del nitrofurano,
que ha mostrado eficacia equivalente al ciprofloxacino (Gold standard) en ITU no
complicada®. Estos, antecedentes son los que han mantenido a la nitrofurantoina como

una excelente alternativa terapéutica®.

La incidencia estimada de los efectos adversos de la nitrofurantoina es muy variada.
(alrededor del 10%)*. Los efectos adversos mas frecuentes observados tras la
administracion oral de nitrofurantoina estan relacionados con el aparato digestivo e
incluyen nauseas, vomitos y anorexia; con menor frecuencia, se produce dolor
abdominal y diarrea. Estos efectos son dosis-dependientes y disminuyen al administrar

nitrofurantoina en forma de macrocristales o junto con la comida® "'°. Por otra parte, el



uso prolongado de nitrofurantoina se ha asociado con fibrosis pulmonar'', dafio
hepatico', polineuropatia periférica’® y desérdenes hematolégicos'™. Las reacciones
pulmonares graves tienen una incidencia de aproximadamente 0,001%, y las
reacciones neuroldgicas, 0,0007%*. Los efectos adversos neuroldgicos incluyen
cefalea, somnolencia, vértigo, mareo, nistagmo (movimientos ritmicos involuntarios de
los ojos) e hipertensioén intracraneal®. Se ha descrito polineuritis periférica grave, y
algunas veces irreversible, particularmente en pacientes con insuficiencia renal y en
tratamientos prolongados®. Los efectos adversos hematoldgicos observados son:
anemia megaloblastica, leucopenia, granulopenia o agranulocitosis, trombopenia,
anemia aplasica y anemia hemolitica en personas con deficiencias genéticas de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa’. Se han descrito también casos de alopecia
transitoria®.

Los efectos adversos a nivel pulmonar y hepatico han sido atribuidos a los
intermediarios reactivos generados por la nitrorreduccién de la nitrofurantoina’™®; sin
embargo, es poco frecuente que se desarrolle hepatotoxicidad, incluida la ictericia

colestasica y la hepatitis, sobre todo en mujeres.

El mecanismo de accién bactericida de la nitrofurantoina es poco conocido, pero se
cree que este farmaco actuaria inhibiendo diversos mecanismos enzimaticos
bacterianos, entre ellos, la sintesis de proteina por uniéon a los ribosomas de las

bacterias'""8.

Estudios in vitro han demostrado que la nitrofurantoina se nitrorreduce
enzimaticamente, reaccion catalizada por diversas nitrorreductasas que incluyen
aquellas presentes en el huésped y las bacterias. En células de mamifero, se ha
descrito que la citocromo P450 (CYP450) reductasa, enzima que forma parte del
sistema oxidativo CYP450, estd involucrada en Ila nitrorreduccion de la

1921 L a nitrorreduccién involucra la transferencia de un electrén desde

nitrofurantoina
dadores tales como el NADPH, generando un nitro-anién radical (-NO,") el cual es
capaz de reciclar con el oxigeno molecular. Este reciclaje redox produce anion
superéxido (O,7) y se regenera la nitrofurantoina. A su vez, el O,” puede dismutar
espontaneamente o en una reaccion catalizada por la superéxido dismutasa (SOD) a

peréxido de hidrogeno (H,O,). El H,O,, en presencia de metales redox activos tales



como el hierro y el cobre, produce radicales hidroxilos (HO')*2. Todas estas especies
reactivas del oxigeno (ROS) pueden provocar la oxidacion de biomoléculas, tales como
lipidos de membrana, proteinas®® y DNA?*. La oxidacién de los lipidos celulares,
especialmente de membranas, genera lipoperéxidos, lo cual puede provocar la muerte
celular®. Existen evidencias que involucran a la concentracién de GSH, principal
antioxidante no enzimatico celular, en el control del estrés oxidativo*®>%. Por otra parte,
existe un amplio reconocimiento acerca de la capacidad antioxidante de diversos
preparados naturales, especialmente de aquellos enriquecidos en polifenoles. Asi,
diversos preparados naturales se utilizan en patologias asociadas a estrés oxidativo,

como son las enfermedades cardiovasculares®’ 28,

Los antecedentes presentados sugieren que el estrés oxidativo inducido por la
nitrorreduccién de nitrofurantoina podria ser una de las causas de las reacciones
adversas o téxicas generadas por el tratamiento prolongado con este farmaco. Es por
ello que proponemos el uso de nitrofurantoina asociado a un extracto seco
estandarizado de hojas de Buddleja globosa Hope (matico), BG126, como una
alternativa para controlar los efectos adversos gastrointestinales provocados por la
administracion oral de nitrofurantoina.

El matico es una planta nativa chilena de reconocida actividad antioxidante,

antiinflamatoria y cicatrizante de heridas superficiales?"

. La parte de esta planta
utilizada para el tratamiento de Ulceras gastricas y heridas de la piel, generalmente son
las hojas del matico®**. La accién local de los preparados de matico permite postular
que la administracion oral de nitrofurantoina asociada a BG126, permitiria prevenir los
efectos adversos derivados de la administracion oral de nitrofurantoina, los cuales
podrian estar asociados al estrés oxidativo generado por su nitrorreduccion. En el
matico se encuentran principios activos de tipo polifendlico, entre ellos, flavonoides los
cuales tienen reconocida actividad antioxidante®°. Uno de estos flavonoides es la

escutelarena® cuya estructura se muestra en la figura 1.



Figura 1. Estructura esculatera.
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HIPOTESIS

“BG126 inhibe el dafio oxidativo de biomoléculas causado por la nitrorreduccion de

nitrofurantoina in vivo e in vitro”.

OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad de BG126 de prevenir el dafio a microsomas hepaticos y el
dafo sobre el epitelio gastrointestinal, ambos derivados de la administracion oral de

nitrofurantoina, la cual genera estrés oxidativo por nitrorreduccion enzimatica.

2. OBJETIVO ESPECIFICOS
In vivo
- Determinar la concentracién de polifenoles totales del preparado BG126.

- Evaluar la actividad antioxidante plasmatica de ratas Sprague Dawley, machos
adultos jovenes, después de la administracion oral de nitrofurantoina sola y
coadministrada con BG126 durante 4 dias. Para ello se determinaran la
capacidad antioxidante plasmatica de los animales mediante la técnica FRAP, la

cual mide la capacidad plasmatica reductora de hierro.

- Evaluar los cambios en los parametros del Perfil bioquimico de los animales
después de la administracion oral de nitrofurantoina sola y coadministrada con
BG126 durante 4 dias.

- Evaluar los cambios en los parametros del Hemograma de los animales después
de la administracion oral de nitrofurantoina sola y coadministrada con BG126

durante 4 dias.



In vitro

Determinar la lipoperoxidacién inducida por el metabolismo reductivo de la
nitrofurantoina en microsomas hepaticos de ratas Sprague Dawley, en presencia

y ausencia de BG126.

Determinar la oxidacién de los tioles microsémicos inducido por el metabolismo
reductivo de la nitrofurantoina en microsomas hepaticos de ratas Sprague

Dawley en presencia y ausencia de. BG126.



Il. MATERIALES Y METODOS

Reactivos. El extracto seco de matico estandarizado (BG126) fue donado por
Laboratorios Ximena Polanco (Santiago, Chile). El acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico)
(DTNB), la albumina sérica de bovino (Fraccién V), la glucosa-6-fosfato (G-6-P), la
catequina, la G-6-P deshidrogenasa, el B-NADP vy la nitrofurantoina, fueron obtenidos
en Sigma Chemical Co (EE.UU.). El acido tricloroacético (TCA), el acido tiobarbiturico
(TBA), el CuSQ, y el reactivo de Folin-Ciocalteu’s fueron adquiridos en Merck (Chile).

El resto de los reactivos fue del mejor grado disponible (p.a.).

Animales de experimentacién. Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Sprague
Dawley, de tres meses de edad y de un de peso corporal aproximado de 250g. Estos
animales se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Los animales se mantuvieron con una dieta
normal de pellet, agua ad libitum, ciclos de luz y oscuridad, y a una temperatura
ambiental de 21°C. Todos los procedimientos se desarrollaron de acuerdo a los

protocolos aprobados por el Comité Etico Institucional de la misma Facultad.

Métodos
A. Invivo

Como una forma de estandarizar el preparado BG126 (serie 85299), se controlé
previamente su concentracidon de polifenoles totales de acuerdo el método descrito por
Letelier et al. (2007)%. La mezcla de reaccién contenia en un volumen final de 2 mL:
50uL de BG126, 250uL del reactivo de Folin-Ciocalteu’s, 750uL de carbonato de sodio
20% P/V y agua destilada suficiente para completar el volumen final de 2mL. El blanco
contenia todos los reactivos a excepcion del extracto herbal. Las mezclas, muestras y
blancos, fueron incubadas por 2 horas, protegidas de la luz. Al final de este periodo se
midié la absorbancia de las muestras a 760nm en un espectrofotometro Unicam UV-
VIS modelo UV3, usando sus respectivos blancos como referencia. La catequina, un
compuesto polifendlico, fue usada como estandar de referencia. El extracto contenia
0,06 mg-eq de catequina/mg extracto. Esta serie de BG126 fue utilizada en todo el

estudio.



Célculo de dosis de nitrofurantoina y BG126. La dosis de nitrofurantoina fue
calculada a partir de la dosis utilizada en humanos, 200mg diarios distribuidos 2 veces
al dia y considerando la capacidad metabdlica de las ratas que es 4 veces superior a la
de humanos. Asi, la dosis diaria administrada a los animales fue 2,9mg (1X)
suspendidos en 0,2mL de agua (11,43mg/kg/dia). Para el calculo de la dosis de
BG126, se tomdé como referencia la dosis utilizada en ratas Sprague Dawley en un
estudio de cicatrizacion de heridas de la piel realizado en el Laboratorio (datos no
publicados). Esta dosis (1X) correspondi®6 a 3mg BG126/rata cada 12 horas,
administrados por via oral (gavage) y suspendido en 0,2mL de agua
(24mg-ext/kg/dia)).

Disefio Experimental. Los animales fueron distribuidos en 8 grupos experimentales,
de acuerdo a la tabla 1. Grupo control: los animales recibieron cantidades
equivalentes de agua, vehiculo en el cual se suspendieron la nitrofurantoina y el
BG126. Grupo BG126 1X: los animales recibieron BG126 en dosis 1X. Grupo BG126
10X: los animales recibieron BG126 en dosis 10 veces superior a la 1X. Grupo NTF
1X: los animales recibieron NTF en dosis 1X. Grupo NTF 2X: los animales recibieron
NTF en dosis 2 veces superior a la 1X. Grupo NTF 1X + BG126 1X: los animales
recibieron NTF en dosis 1X coadministrada con BG126 en dosis 1X. Grupo NTF 2X +
BG126 10X: los animales recibieron NTF en dosis 2X coadministrada con BG126 en
dosis 10X. Grupo NTF 1X + BG126 1XP: los animales recibieron BG126 en dosis 1X

durante 3 dias antes de la administraciéon conjunta de NTF en dosis 1X.

Tabla 1. Protocolo de tratamiento de los animales.

Grupo Control | BG126 | BG126 | NTF | NTF | NTF 1X+ NTF 2X + NTF 1X +
Tratamiento 1X 10X 1X | 2X | BG126 1X | BG126 10X | BG126 1XP
Vehiculo (agua) v
BG126(24mg-ext/kg/dia) v v
BG126(240mg-ext/kg/dia) v v
NTF (11,4mg/kg/dia) v v v
NTF (22,9mg/kg/dia) v v
Profilaxis 3 dias v
BG126 (11,4mg/kg/dia)




Eutanasia y procesamiento de muestras. Los animales fueron previamente
anestesiados con éter etilico y luego se realizaron sus eutanasias por desangramiento.
Este proceso se realizé a las 0, 24, 48 y 96 horas de tratamiento. Posteriormente, se
obtuvieron muestras de sangre, colectadas en vacutainers con EDTA para hemograma

y capacidad antioxidante plasmatica, y sin EDTA para perfil bioquimico.

Hemograma. Este examen fue realizado en el Laboratorio Clinico Centro Médico
Baquedano (Santiago, Chile). Los parametros determinados fueron: recuento de
eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina
corpuscular media (HCM), concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM),
recuento de leucocitos, formula leucocitaria (basoéfilos, eosindfilos, linfocitos, monocitos

y neutrdfilos), velocidad de hemo-sedimentacion (VHS) y recuento de plaquetas.

Perfil bioquimico: Fue realizado en el Laboratorio Clinico Centro Médico Baquedano
(Santiago, Chile). Los parametros analizados fueron: glucosa sérica, nitrdgeno ureico
sérico, calcio sérico, fésforo sérico, proteinas totales séricas, albumina sérica,
colesterol total seérico, bilirrubina total sérica, y las actividades séricas de la
transaminasa glutamico-oxaloacética (GOT), fosfatasas alcalina (FA) y lactato

deshidrogenasa total (LDH).

Capacidad antioxidante plasmatica. Para estimar la capacidad antioxidante
plasmatica se determind la capacidad plasmatica reductora de hierro (FRAP). Esta
determinacion se realizé en el Laboratorio de Estrés Oxidativo y Nefrotoxicidad del
Programa de Farmacologia Molecular y Clinica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, de acuerdo a la técnica descrita por Benzie y Strain (1996) .
Esta técnica mide la capacidad del plasma de reducir el Fe*" a Fe*" el cual, a un pH
bajo, forma un complejo coloreado Fe?* con la tripiridiltrazina el cual absorbe a 593nm.
Los valores obtenidos se comparan con una solucidon acuosa que contiene iones

ferrosos de concentracion conocida.



B. In vitro

Preparacion de microsomas hepéaticos de rata. La fraccion microsémica fue
preparada de acuerdo a Letelier et al. (2005)®. Las ratas fueron sometidas a ayuno por
15 horas con agua ad libitum, y sacrificadas por decapitacién. Los higados fueron
perfundidos in situ con 0,9% P/V NaCl, removidos por incision, y puestos en hielo.
Todos los procedimientos de homogenizacion y fraccionamiento fueron realizado a
4°C, y todas las centrifugaciones fueron realizadas usando ya sea una centrifuga con
refrigeracion Hermle modelo Z326K 6 una ultracentrifuga Beckman modelo XL-90. El
tejido hepatico (9-11g de peso humedo), carente del tejido conectivo y vascular, fue
homogenizado con 4 volumenes de 0,154M de KCI, con ocho pasajes en un
homogeneizador Dounce Wheaton B utilizando un motor Heidolph modelo RZR1 a
250rpm. ElI homogeneizado fue centrifugado a 9.000g por 15min y el sedimento fue
descartado. El sobrenadante obtenido fue centrifugado a 105.000g por 60min. El pellet
(microsomas) fue almacenado a -80°C en un freezer il-Shin modelo DF8514 por hasta
3 meses. La cuantificacién de la proteina microsémica se determiné por el método de

Lowry et al. (1951)%, utilizando albumina sérica de bovino (fraccién IV) como estandar.

Lipoperoxidacion microsdmica. La lipoperoxidacién microsémica inducida por el
metabolismo reductivo de la nitrofurantoina se estimé determinando las sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) de acuerdo al método descrito por Letelier et
al. (2005)®. El malondialdehido, generado como producto de la descomposicién de los
lipoperéxidos formados, reacciona con el acido tiobarbiturico dando lugar a un

conjugado, el cual posee una absorbancia maxima a 532nm (gs3,= 156.000 M cm™).

Determinacion de tioles microsomicos totales. La determinacion de los tioles totales
se realizd esencialmente de acuerdo a la técnica descrita por Letelier et al. (2005).
Esta técnica cuantifica espectrofotométricamente el acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB),
liberado en la reaccién entre el acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) y los grupos
tidlicos presentes en la muestra. EI TNB posee una absorbancia maxima a 412nm
(€412= 13.600 M cm™).
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Analisis estadistico. Los resultados de los experimentos in vivo fueron analizados
sobre la base de la distribucién normal de los rangos del grupo control para cada
parametro, la cual se confirmé mediante la prueba de normalidad de D'Agostino &
Pearson. Las diferencias entre el rango control para cada parametro estudiado y los
rangos obtenidos con cada tratamiento in vivo, fueron analizadas mediante el test de
Wilcoxon. En los casos del recuento de leucocitos y los componentes de la formula
leucocitaria, se realizd6 ademas, un ANOVA de dos vias con post-test de Bonferroni,
para analizar las diferencias entre las medias control y las obtenidas para cada
tratamiento in vivo. Las diferencias calculadas se consideraron significativas a un valor
de p<0,05.

Los resultados de los experimentos realizados in vitro se analizaron mediante un
ANOVA de una via. La comparacién entre los datos experimentales se realizd
mediante post-test de Dunnett's. Las diferencias calculadas se consideraron

significativas a un valor de p<0,05.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando GraphPad Prism, versién
5.0.
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. RESULTADOS

Experimentos in vivo

Perfil Bioquimico. Los resultados de los parametros analizados en el perfil
bioquimico, se muestran en la tabla 2 y las figuras 2, 3, 4 y 5. La tabla 2 muestra los
intervalos de confianza del 95% (IC 95%) para cada parametro analizado en los
perfiles bioquimicos obtenidos del grupo control de ratas macho Sprague Dawley. Los
IC 95% fueron calculados a partir de los datos obtenidos de a lo menos 8 ratas control
para cada parametro. Los valores de p, corresponden a la probabilidad de encontrar

una distribucién normal de los datos, segun la prueba de D'Agostino & Pearson.

Tabla 2. Intervalos de confianza del 95% para los
parametros del Perfil Bioquimico del grupo Control

IC 95%

min max Valor p
Calcio mg/dL 10,48 11,18 0,786
Fosforo mg/dL 9,53 10,69 0,224
Glicemia mg/dL 149,1 168,5 0,698
NUS mg/dL 18,6 22,4 0,993
Colesterol Tot mg/dL 571 63,6 0,912
Proteinas g/dL 5,47 5,75 0,602
Albumina g/dL 3,71 3,89 0,815
Bilirrubina Tot mg/dL 0,109 0,151 0,142
F.AU/L 525,8 713,8 0,124
LDH U/L 3544 4999 0,346
GOT U/L 1457 184,8 0,517
Creatinina mg/dL 0,65 0,72 0,638

IC 95%: intervalos de confianza del 95%. Los valores de p
corresponden a la probabilidad de una distribuciéon normal
de los datos segun la prueba de normalidad de D'Agostino
& Pearson.

Actividad LDH sérica. Los cambios en esta actividad se muestran en la figura 2. La
figura 2A muestra el curso temporal de la actividad LDH sérica en animales tratados

con BG126 1X y 10X. A las 24 horas, ambas dosis provocaron una disminucion
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significativa de esta actividad respecto del rango alcanzado por el grupo control
(p<0,05 segun test de Wilcoxon). Sin embargo, a las 48 y 96 horas de tratamiento de
los animales con las dosis 1X y 10X de BG126, esta actividad no mostré diferencias

significativas respecto al grupo control, p>0,05.

La figura 2B muestra el curso temporal de la actividad LDH sérica en los animales
tratados con NTF 1X y 2X. A las 24 horas, ambas dosis provocaron un aumento
significativo de esta actividad respecto del rango alcanzado por el grupo control,
p<0,05. A las 48 horas de tratamiento sin embargo, esta actividad LDH disminuyé

significativamente, normalizandose al valor control a las 96 horas de tratamiento.

El efecto sobre la actividad LDH después del tratamiento con NTF y en combinacién
con BG126, se muestra en las figuras 2C, 2D y 2E. A las 24 horas de tratamiento, el
aumento de la actividad LDH provocado por ambas dosis de NTF fue normalizado por
la coadministracion de BG126 1X y 10X y disminuido significativamente por la dosis
1XP (BG126 1X, administrado en profilaxis de 3 dias) respecto del rango alcanzado por
el grupo control (figura 2C). A las 48 horas de tratamiento, la disminucion de la
actividad LDH con ambas dosis de NTF fue normalizada por la coadministracion de
BG126 1XP y 10X, pero no con la dosis BG126 1X (figura 2D). A las 96 horas de
tratamiento ya sea con NTF administrada sola o coadministrada con las distintas dosis
de BG126 (1X, 1XP y 10X) no se observaron cambios estadisticamente significativos
en la actividad LDH sérica respecto del rango alcanzado por el grupo control, p>0,05
(figura 2E).
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Actividad GOT. Los cambios en esta actividad se muestran en la figura 3. La figura 3A
muestra el curso temporal de la actividad GOT en los animales tratados con BG126 1X
y 10X. A las 24 horas, s6lo la dosis 10X provocd una disminucion significativa de esta
actividad respecto del rango alcanzado por el grupo control, p<0,05; a las 48 y 96 horas
de tratamiento sin embargo, esta actividad no fue significativamente diferente a la del
grupo control. La dosis 1X no provocd cambios significativos de la actividad GOT en

ninguno de los tiempos estudiados.

La figura 3B muestra el curso temporal de la actividad de la GOT en los animales
tratados s6lo con NTF 1X y 2X. A las 48 horas, ambas dosis provocaron un aumento
significativo de la actividad GOT respecto del rango alcanzado por el grupo control,
p<0,05. Sin embargo, a las 24 y 96 horas de tratamiento, ambas dosis no mostraron
cambios estadisticamente significativos con respecto al rango alcanzado por el grupo

control, p>0,05.

El efecto sobre la actividad GOT después del tratamiento con NTF y en combinacién
con BG126, se muestra en las figuras 3C, 3D y 3E. A las 24 horas de tratamiento, no
se observaron cambios estadisticamente significativos entre los distintos tratamientos y
el rango de la actividad GOT alcanzado por el grupo control, p>0,05 (figura 3C). A las
48 horas de tratamiento ambas dosis de NTF administrada sola, provocaron un
aumento significativo de la actividad GOT con respecto al grupo control; sin embargo,
la coadministracion con BG126 normalizé la actividad de la GOT al rango alcanzado
por el grupo control (figura 3D). A las 96 horas de tratamiento, sélo la dosis de NTF 1X
coadministrada con BG126 1X provocod un aumento significativo de la actividad GOT,
p<0,05 (figura 3E).
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Glucosa Sérica. Los cambios en la glicemia se muestran en la figura 4. La figura 4A
muestra el curso temporal de los niveles de glucosa en los animales tratados sélo con
BG126 1X y 10X. Ambas dosis de BG126 no provocaron cambios estadisticamente
significativos en los niveles de glucosa con respecto al rango alcanzado por el grupo

control en ninguno de los tiempos estudiados (24, 48 y 96 horas), p>0,05.

El efecto temporal del tratamiento con NTF 1X y 2X se muestra en la figura 4B. A las
24 horas, la dosis 1X provocé una disminucion significativa de la glucosa con respecto
al rango alcanzado por el grupo control, p<0,05. Sin embargo, la dosis 2X de NTF
disminuyd significativamente los niveles de glucosa con respecto al grupo control en

todos los tiempos ensayados (24, 48 y 96 horas), p<0,05.

El efecto sobre los niveles de glucosa sanguineos después del tratamiento sélo con
NTF y en combinacién con BG126, se muestra en las figuras 4C, 4D y 4E. La
coadministracion de NTF 1X 'y BG126 1X y 1XP normalizé la disminucién de los niveles
de glucosa provocados a las 24 horas por la NTF 1X, que fue el unico tiempo que NTF
alterd los niveles de glucosa (figura 4C). Asimismo, la coadministracién de NTF 2X y
BG126 10X, normalizé la disminucién de los niveles de glucosa provocados por NTF
2X alas 24, 48 y 96 horas (figuras 4C, 4D y 4E).
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Colesterol Sérico. Los cambios en los niveles de colesterol se muestran en la figura 5.
La figura 5A, muestra el curso temporal del colesterol sérico en animales tratados solo
con BG126 11X y 10X. Ambas dosis de BG126, no provocaron cambios
estadisticamente significativos en el nivel de colesterol con respecto al rango
alcanzado por el grupo control en todos los tiempos estudiados (24, 48 y 96 horas),
p>0,05. NTF 1X y 2X sin embargo, provocaron una disminucion significativa de los
niveles de colesterol solo a las 24 y 96 horas de tratamiento, respectivamente, p<0,05
(figura 5B).

El efecto sobre los niveles de colesterol después del tratamiento con NTF y en
combinacion con BG126, se muestra en las figuras 5C, 5D y 5E. La coadministracion
de NTF 1X y BG126 1X y 1XP normalizé la disminucién de los niveles de colesterol
provocados a las 24 horas por la NTF 1X (figura 5C). Asimismo, la coadministracién de
NTF 2X y BG126 10X, normalizé la disminucién de los niveles de colesterol

provocados por NTF 2X a las 96 horas (figura 5E).

Cabe agregar que las ratas tratadas solo con NTF y el tratamiento en combinacién
con BG126, no mostraron diferencias estadisticamente significativas en los parametros
séricos siguientes: calcio, fosforo, NUS, proteinas totales, albumina, bilirrubina total, FA
y creatinina, respecto a los rangos alcanzados por el grupo control, p>0,05 (datos no

mostrados).
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Hemograma: Los resultados de los parametros analizados en el hemograma, se

muestran en la tabla 3 y las figuras 6 y 7. La tabla 3 muestra los intervalos de confianza

del 95% (IC 95%) para cada parametro analizado en los hemogramas obtenidos del

grupo control de ratas macho Sprague Dawley. Los IC 95% fueron calculados a partir

de los datos obtenidos de al menos 8 ratas control. Los valores de p, corresponden a la

probabilidad de encontrar una distribucién normal de los datos, segun la prueba de

D'Agostino & Pearson. Estas probabilidades fueron superiores al 5% en todos los

casos a excepcion del numero de basdfilos, mielocitos, juveniles y baciliformes, los

cuales presentaron recuentos nulos y por ende no se les pudo calcular la distribucion

de normalidad.

Tabla 3. Intervalos de confianza del 95% para los

pardmetros del Hemograma del grupo Control

IC 95%

min max Valor p
Eritrocitos 10°/mL 6,25 6,63 0,453
Hematocrito % 43,9 45,8 0,699
Hemoglobina g/dL 14,1 14,6 0,889
V.CMfL 68,71 71,86 0,854
H.C.M pg 21,95 22,94 0,350
C.H.C.M % 31,32 31,81 0,131
Leucocitos 10°’mL | 6,80 9,28 0,434
Basofilos/mL 0 0 -
Eosindfilos/mL 83 112 0,615
Mielocito/mL 0 0 -
Juvenil/mL 0 0 -
Baciliformes/mL 0 0 -
Segmentado/mL 412 562 0,725
Linfocitos/mL 4493 5922 0,211
Monocitos/mL 1140 1567 0,434
Plaquetas 10°mL | 0,8417  0,9742 | 0,551
VHS mm/h 2,55 4,45 0,745

IC 95%: intervalos de confianza del 95%.
valores de p corresponden a la probabilidad de una
distribucién normal de los datos segun la prueba de

normalidad de D'Agostino & Pearson.

Los
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Numero de leucocitos. Los cambios en el nimero de leucocitos se muestran en la
figura 6 y la tabla 4. La figura 6A, muestra el cambio en el tiempo del numero de
leucocitos en animales tratados solo con BG126 1X y 10X. La figura 6B, muestra el
curso temporal del numero de leucocitos en animales tratados con NTF 1X y 2X. La
figura 6C, 6D y 6E muestra el efecto en el nUmero de leucocitos en el tratamiento con
NTF administrada sola y coadministrada con BG126. El analisis estadistico mediante el
test de Wilcoxon del niumero de leucocitos, no mostrd diferencias significativas entre el
rango de los animales controles y los rangos de los animales tratados con NTF, BG126
6 ambos en combinacién, p>0,05 (figura 6). Sin embargo, se observé una tendencia al

aumento de este parametro con ambas dosis de NTF (figura 6B).

Dado que el test de Wilcoxon evalla las diferencias entre rangos y medianas de
poblaciones, sin asumir una distribuciéon normal, los datos fueron también analizados
por ANOVA de dos vias, con post-test de Bonferroni, el cual evalua la diferencia entre
las medias. Los resultados de este analisis mostraron que ambas dosis de NTF (1X 'y
2X) producen un aumento significativo en la media del nimero de leucocitos a las 24h
con respecto al grupo control (tabla 4). Asimismo, la coadministracién de BG126 1X y
1XP normaliz6 este parametro comparado con NTF 1X, p<0,05 (tabla 4). Sin embargo,
BG126 10X no fue capaz de normalizar el nimero de leucocitos comparado con NTF
2X, p>0,05 (tabla 4).
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Tabla 4. Diferencias en el nimero de leucocitos (10°/mL) entre
los distintos tratamientos a las 24 horas

Control NTF (1X) NTF(2X) +BG126 +BG126 +BG126 | Valorp
(1X) (1XP) (10X)
6,80-9,28 7,99 - 15,81 <0,05
6,80 - 9,28 6,55-12,85 >0,05
7,99 - 15,81 5,26-9,24 <0,05
7,99 - 15,81 3,91-8,29 <0,01
6,55-12,85 6,17-9,43 | >0,05

Los valores representan los intervalos de confianza del 95%. Los valores de p
representan las probabilidades obtenidas a partir de un ANOVA de dos vias, con post-
test de Bonferroni.

Férmula leucocitaria. El recuento de basdfilos, baciliformes, mielocitos y juveniles fue
cero para todas las poblaciones analizadas, incluyendo las ratas control. Los cambios
en la férmula leucocitaria se muestran en la figura 7. El test de Wilcoxon aplicado al
recuento de eosindfilos, neutrofilos, monocitos y linfocitos no mostré diferencias
significativas entre los rangos controles y los obtenidos de los animales tratados,
p>0,05. Al realizar el estudio estadistico de estos resultados mediante ANOVA de dos
vias, con post-test de Bonferroni, las dosis de BG126 1X y 10X, tampoco alteraron

significativamente estos parametros (figura 7A).

La figura 7B, muestra el curso temporal del numero de linfocitos, monocitos,
neutrofilos y eosindfilos en ratas tratadas sélo con NTF 1X 'y 2X. Ambas dosis de NTF
produjeron un aumento significativo de monocitos y neutréfilos a las 24, 48 y 96 horas
de tratamiento, p<0,05 segun ANOVA de dos vias, con post-test de Bonferroni. Sin
embargo, NTF 1X produjo un aumento de eosindfilos a las 48 y 96 horas y NTF 2X, un

aumento de eosindfilos a las 24, 48 y 96 horas.

Las figuras 7C, 7D y 7E muestran el efecto de BG126 1X y 10X sobre los cambios
observados en el niumero de linfocitos, monocitos, neutrofilos y eosindfilos en las ratas
tratadas s6lo con NTF a las 24, 48 y 96 horas de tratamiento, respectivamente. La

coadministracion de BG126 1X, 1XP y 10X produjo la normalizacion de estos
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parametros en todos los tiempos estudiados, comparado al grupo control, p>0,05

segun ANOVA de dos vias, con post-test de Bonferroni.

Las ratas tratadas con NTF sola y coadministrada con BG126 no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en los parametros siguientes: los datos de
eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, VCM, HCM, CHCM, plaquetas y VHS (datos no

mostrados).
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Capacidad Plasméatica Reductora de Hierro (FRAP): Los resultados de los niveles
de FRAP, se muestran en la tabla 5 y la figura 8. La tabla 5 muestra el intervalo de
confianza del 95% (IC 95%) para el FRAP presentado por el grupo control de ratas
macho Sprague Dawley. El IC 95% fue calculado a partir de los datos obtenidos de al
menos 8 ratas control. El valor de p corresponde a la probabilidad de que los datos

presenten una distribucién normal, segun la prueba de D'Agostino & Pearson.

Tabla 5. Intervalo de confianza del 95% para la
Capacidad Plasmatica Reductora de Hierro del
grupo Control

IC 95%
min max

Valor p

FRAP 155,8 179,8 0,938

IC 95%: intervalo de confianza del 95%. El valor de
p corresponde a la probabilidad de una distribucién
normal de los datos segun la prueba de normalidad
de D'Agostino & Pearson.

La figura 8, muestra el efecto de BG126 y NTF administrados solos y en
combinacion sobre los niveles de FRAP. La figura 8A, muestra el curso temporal de los
niveles de FRAP en ratas tratadas s6lo con BG126 1X y 10X. A las 48 y 96 horas de
tratamiento, la dosis 1X provocd un aumento significativo del nivel de FRAP con
respecto del rango alcanzado por el grupo control (p<0,05 segun test de Wilcoxon); sin

embargo, BG126 10X no produjo cambios significativos en este parametro.

La figura 8B, muestra el curso temporal del nivel de FRAP en ratas tratadas sélo con
NTF 1X'y 2X. A las 48 y 96 horas de tratamiento, la dosis 1X provocé un aumento
significativo del nivel de FRAP con respecto del rango alcanzado por el grupo control,
p<0,05. Sin embargo, la NTF 2X provocé un aumento significativo de los niveles de
FRAP sdélo a las 48 horas de tratamiento. Cabe sefialar que este aumento fue mayor al
obtenido al mismo tiempo de tratamiento con BG126 1X (p<0,05 segun ANOVA de dos

vias con post-test de Bonferroni).
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Las figuras 8C, 8D y 8E muestran el efecto de BG126 1X y 10X sobre los cambios
observados en los niveles de FRAP en las ratas tratadas sélo con NTF a las 24, 48 y
96 horas de tratamiento, respectivamente. Aunque a las 24 horas NTF 1X y 2X no
produjo un aumento significativo en los niveles de FRAP con respecto al grupo control,
la coadministracién de BG126 1XP y 10X aumenté el FRAP comparado con el rango
del grupo control, p<0,05 segun test de Wilcoxon (figura 8C). A las 48 horas, la
coadministracion de BG126 1X, 1XP y 10X normalizé el aumento de FRAP producido
por NTF 1X y 2X al valor alcanzado por el grupo control, p>0,05 segun test de
Wilcoxon (figura 8D). La coadministracion de BG126 1X y 1XP normalizé el aumento

de este parametro producido por NTF 1X a las 96 horas, p>0,05.

Cabe sefialar que a las 96 horas, NTF 2X y la coadministracion de BG126 10X no
alteraron el nivel de FRAP (figura 8E).
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Experimentos in vitro

Efecto de BG126 y glutatibn reducido (GSH) sobre la lipoperoxidacion
microsdmica. La incubacién de microsomas hepaticos de rata con nitrofurantoina en
presencia de NADPH (condiciones de metabolismo a través del sistema CYP450)
produjo una lipoperoxidacion equivalente a 0,138 £ 0,002 nmol TBARS/min/mg de
proteina microsdmica. Este efecto fue inhibido por BG126 y GSH de una forma
dependiente de sus concentraciones. Los ICsq, que representan las concentraciones de
estos antioxidantes que produjeron el 50% de la inhibicion de la lipoperoxidacion se
muestran en la tabla 6. Cabe sefalar que el ICs, de BG126 fue 27 veces menor al de
GSH.

Tabla 6. Lipoperoxidacion microsdmica provocada por NTF
en condiciones de metabolizacién por el sistema CYP450

BG126
7,36 + 1,04 nmol eq-cat/mg proteina microsémica

ICs0

GSH
203,4 £ 1,18 nmol/mg proteina microsémica

NTF: 0,2mM; BG126: 0 - 20,7nmol-eq catequina; GSH: 0 - 2mM; proteina
microsomica: 1mg/mL. Los microsomas se pre-incubaron con GSH o BG126
por 5min. Luego se agregd NTF y el sistema generador de NADPH, y se
incubaron por 30min a 37°C. La lipoperoxidacién se determiné de acuerdo a lo
descrito en Métodos. Los valores representan el promedio de al menos 4
experimentos independientes + SEM y estan expresados como ICs.
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Proteccion de los tioles microsomicos por BG126 y GSH. La incubacion de
microsomas hepaticos de rata con nitrofurantoina en presencia de NADPH
(condiciones de metabolismo a través del sistema CYP450) produjo un 33% de
disminucién de los tioles microsémicos (tabla 7). En presencia de BG126 y GSH la

disminucion de los tioles microsémicos fue de 5% y 13%, respectivamente (tabla 7).

Tabla 7. Efecto de BG126 y GSH sobre la disminucién de tioles micros6micos
provocada por NTF en condiciones de metabolizacion por el sistema CYP450

Control NTF NTF + BG126 NTF + GSH

8,2+0,19 5,6+0,21 7,8+0,34 7,1+0,39

NTF: 0,2 mM; GSH: 0,3 mM; BG126: 7,6 nmol-eq catequina; proteina microsémica:
0,2 mg/mL. Los microsomas se pre-incubaron con GSH o BG126 por 5min. Luego
se agregd NTF y el sistema generador de NADPH, y se incubaron por 30 min a
37°C. La determinacion del contenido total de tioles microsémicos se realizd de
acuerdo a lo descrito en Métodos. Los valores representan el promedio de al
menos 4 experimentos independientes + SEM y estan expresados como nmoles de
—SH/0,2mg de proteina microsémica.
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IV. DISCUSION

La administracion oral de nitrofurantoina sola a ratas Sprague-Dawley produjo
cambios en las actividades LDH y GOT séricas, las concentraciones séricas de glucosa
y colesterol, la formula leucocitaria y la capacidad antioxidante plasmatica (FRAP). La
administracion conjunta de BG126 y nitrofurantoina provocé que estos parametros no
fueran alterados con respecto a los rangos del grupo control (ratas tratadas con el

vehiculo).

La LDH es una enzima citosélica involucrada en la inter-conversion de piruvato a
lactato y, ademas, es una enzima ampliamente distribuida entre los diferentes tejidos
de los mamiferos. Por su parte, la GOT es un transaminasa mitocondrial y citosdlica,
que esta involucrada en la inter-conversion de aminoacidos y cetoacidos en el sistema
portador malato-aspartato entre el citosol y la membrana interna de la mitocondria, y
por lo tanto es requerida para el metabolismo hepatico de carbohidratos y del
nitrégeno. Esta enzima ademas, presenta una vida media de 18 horas*, lo cual la hace
un excelente marcador de toxicidad aguda del hepatocito. Por lo tanto, la disminucién
de ambas actividades enzimaticas tras la administracion de BG126 por 24 horas
(figuras 2A y 3A) sugiere que este extracto, ejerceria un efecto protector de tejidos.
Mas aun, la dosis menor de BG126 produjo un aumento de la capacidad antioxidante
plasmatica, medida como FRAP (figura 8A), confirmando el efecto protector postulado

para este extracto.

El tratamiento oral de ratas con nitrofurantoina produjo un aumento en las
actividades séricas de LDH y GOT (figuras 2B y 3B), y disminucion de los niveles de
glucosa y colesterol (figuras 4B y 5B). Estos cambios fueron normalizados por la
coadministracion de nitrofurantoina y BG126, lo cual confirma la accion protectora de
BG126 postulada.

La disminucion significativa de los niveles séricos de glucosa y colesterol producidos
por la administracion oral de nitrofurantoina sugiere un dano en la integridad del
epitelio gastrointestinal que afectaria el transporte de nutrientes, entre ellos, la glucosa
y acidos grasos; esto es consistente con el cuadro diarreico que presentan los

pacientes tratados con nitrofurantoina. Sin perjuicio de lo anterior, la disminucién de los
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niveles de glucosa sérica podria ser una consecuencia de un dafo a los 6rganos
encargados del control de la glicemia, como lo son el higado y el pancreas*';
alternativamente el tratamiento con nitrofurantoina podria alterar la liberacion de
insulina desde los islotes B-pancreaticos*’. No podemos descartar que el dafio hepatico
que parece producir la administracion de nitrofurantoina pueda alterar la biosintesis
hepatica de colesterol. En su conjunto, los resultados del perfil bioquimico indican que
la administracion oral de nitrofurantoina no sélo provocé un efecto dafino a nivel local
gastrointestinal, sino ademas, un cuadro inflamatorio al menos en el higado4°. El
aumento del recuento de leucocitos, la neutrofilia, la eosinofilia y la monocitosis,
efectos observados en las ratas tratadas con nitrofurantoina (tabla 4 y figura 7B) han
sido descritas en patologias gastrointestinales, tales como la gastroenteritis
eosinofilica, la colitis ulcerativa crénica y la enteritis regional (enfermedad de Crohn)*.
Todos estos antecedentes confirman nuestro postulado referente al dano

gastrointestinal y hepatico generado por la administracion oral de nitrofurantoina.

Interesantemente, la coadministracion de nitrofurantoina y BG126 produjo la
normalizacion de todos los parametros no sélo del perfil bioquimico sino también
aquellos del hemograma alterados por la administracion oral de nitrofurantoina
(secciones C, D y E de las figuras 3, 4, 5y 7), a excepcion de la actividad LDH sérica.
La disminucion de esta ultima por debajo del rango control es consistente con un efecto
protector del BG126 sobre las membranas del epitelio gastrointestinal que supera en
magnitud al dafio producido por la nitrofurantoina. Cabe senalar que el efecto protector
de BG126 observado es consistente con la accion antiinflamatoria descrita para

extractos de matico®® *3.

Por otra parte, tanto la administracion de nitrofurantoina como BG126 produjo un
aumento de la capacidad antioxidante plasmatica, aunque en distinta extension y
tiempo de tratamiento (figura 8). El aumento de la capacidad antioxidante plasmatica,
producido por el tratamiento con nitrofurantoina coincide con la disminucion de los
niveles séricos de la actividad LDH. Mas aun, el estudio de correlacién entre FRAP y
actividad de LDH sérica en ratas tratadas con nitrofurantoina dan cuenta de una
relacion inversamente proporcional significativa (datos no mostrados). Estos resultados

parecen reflejar una respuesta compensatoria de la rata frente a un posible dafio
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oxidativo producido por la administracién oral de nitrofurantoina, lo cual
desencadenaria una induccién de las defensas antioxidantes. Por otra parte, el
aumento de la capacidad antioxidante plasmatica por BG126 podria deberse no sélo al
aumento de principios activos circulantes provenientes del extracto herbal, sino
ademas, de la induccién de enzimas antioxidantes como la Glutatiéon Transferasa*.
Estos resultados son consistentes con la idea de que el dafio producido por la
administracion oral de nitrofurantoina tendria al menos un componente oxidativo, el
cual seria provocado por el metabolismo reductivo de este farmaco que conduce a la
generacion de ROS. Dado que el exceso de ROS provoca dafio sobre biomoléculas, el
metabolismo reductivo de nitrofurantoina también puede explicar el cuadro inflamatorio

observado en este trabajo.

Un aspecto que debe destacase, es que en este trabajo se determiné el contenido
total de polifenoles, principios activos que pueden relacionarse con los efectos
antioxidantes observados (tabla 6 y 7). No obstante, en el futuro y ante un uso de este
extracto como un fitofarmaco que pueda ser aprobado por una entidad gubernamental
sanitaria como el Instituto de Salud Publica de Chile, seria necesario tipificar los
polifenoles existentes en el extracto de BG126. Esto toma una especial importancia ya
que el contenido de estos compuestos puede tener influencia directa en la
farmacocinética y farmacodinamia de BG126. Mas aun, el conocimiento del tipo de
polifenoles presentes en BG126, eventualmente podria permitir determinar toxicidad de

preparados polifendlicos.

Notablemente, la coadministracion de nitrofurantoina y BG126 provocé que la
capacidad antioxidante plasmatica no fuera significativamente distinta al rango
alcanzado por el grupo control en todos los tiempos estudiados, efecto que podria estar
relacionado con las actividades antiinflamatoria y antioxidante descritas de los
preparados de matico®. Como una forma de evaluar la actividad antioxidante de
BG126, se estudié la capacidad de este extracto herbal de inhibir la oxidacion de
biomoléculas presentes en los microsomas hepaticos de rata. Para ello, se incubaron
microsomas hepaticos de rata con nitrofurantoina y el sistema generador de NADPH
(ver Métodos) en presencia y ausencia de BG126. El extracto herbal inhibio la

lipoperoxidacion y la disminucién de los tioles microsdomicos, fendmenos provocados
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por nitrofurantoina (tablas 6 y 7). Mas aun, el IC5, obtenido para BG126 fue 27 veces
menor que para GSH, principal antioxidante enddégeno polar y mayoritariamente
presente en el higado*. Esta diferencia puede deberse a las diferentes propiedades
fisicoquimicas y de reactividad de estos compuestos. Por una parte, el GSH es una
molécula muy polar comparada con la gran mayoria de los polifenoles, lo que
explicaria el menor efecto anti-lipoperoxidante del GSH comparado al BG126. Por otra
parte, la capacidad reductora de GSH le permite proteger y restablecer grupos tidlicos,
propiedad que no comparte con el polifenol catequina®. Esto es consistente con la

mayor proteccion de los tioles microsémicos por parte del GSH comparado con BG126.

Cabe resaltar que si bien la oxidacién de los lipidos de membrana afecta la
homeostasis celular, la oxidacién de los grupos tioles, especialmente presentes en los
residuos de cisteina de las proteinas pueden producir cambios funcionales de las
mismas. Un ejemplo de ello es la activacion oxidativa de la Glutation S-Transferasa
(GST) microsémica por la formacion, via puentes disulfuro, de los dimeros

cataliticamente activos de esta enzima®’.

En resumen, los resultados presentados en este trabajo indican que BG126 se
comportaria como un protector del dafio oxidativo e inflamatorio gastrointestinal y
hepatico producido por la administracién oral de nitrofurantoina en ratas. Nuestro
laboratorio se encuentra actualmente realizando un analisis histomorfolégico e
inmunohistoquimico de biopsias gastricas, intestinales y hepaticas de ratas tratadas

con nitrofurantoina, BG126 o su combinacion para poder confirmar este postulado.

La nitrofurantoina sigue siendo uno de los antimicrobianos mas efectivos y
econdmicos para el tratamiento de infecciones del tracto urinario bajo. Sin embargo, un
porcentaje significativo de los pacientes tratados con nitrofurantoina abandonan el
tratamiento como resultado de estos efectos adversos asociados a este farmaco. El
desarrollo de una terapia combinada con BG126 podria reducir los efectos adversos
asociados a la administracion oral de este farmaco y mejorar el cumplimiento

terapéutico de los pacientes.

Debido a los efectos adversos asociados al tratamiento oral con nitrofurantoina, este

farmaco ha sido retirado del mercado en Estados Unidos y algunos paises europeos.
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De aqui, entonces, que este trabajo tiene una relevancia en el desarrollo de una
estrategia que utilice extractos herbales en conjunto con farmacos descartados debido
a sus efectos adversos. El preparado BG126 proviene de matico, el cual es una planta
nativa chilena, parece ser una buena estrategia para cumplir este fin. Sin embargo, se
requieren estudios clinicos que permitan determinar la eficacia y seguridad de BG126
en humanos. Estos estudios ya estan programados y aprobados por el Comité de Etica

del Hospital Clinico Universidad de Chile.
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V. CONCLUSIONES

La administracion oral de BG126 a ratas Sprague-Dawley produjo cambios en
las actividades LDH y GOT y capacidad antioxidante plasmatica. Estos cambios

fueron consistentes con la actividad protectora propuesta para este extracto.

Las ratas control estdn sometidas a un estrés (ambiental, dieta, etc) y los
antioxidantes presentes en BG126 podrian estar protegiéndolas, aumentando la
capacidad antioxidante plasmatica y a su vez reduciendo los posibles efectos
inflamatorios producidos por la dieta. No obstante estos resultados deben ser

estudiados en mayor profundidad en el futuro.

La administracion oral de nitrofurantoina produjo cambios en las actividades
LDH y GOT séricas, las concentraciones séricas de glucosa y colesterol, la
formula leucocitaria y la capacidad antioxidante plasmatica. Dichos cambios
fueron compatibles con un posible dafo oxidativo provocado por el metabolismo

reductivo de este farmaco.

La administracion conjunta de BG126 y nitrofurantoina provocdé que los
parametros alterados por nitrofurantoina sola, no fueran significativamente
distintos a los rangos alcanzados por el grupo control. Estos resultados
fortalecen la idea que BG126 protegeria del dafo producido por la

administracion oral de nitrofurantoina.

BG126 fue capaz de prevenir la lipoperoxidacion microsémica y la pérdida de
tioles microsémicos provocadas por la nitrofurantoina en condiciones de
metabolizacion por el sistema CYP450. Esta evidencia sugiere que la actividad
antioxidante de BG126 podria representar uno de los mecanismos que
subyacen al efecto protector in vivo de dicho extracto observado en este

trabajo.

Como BG126 proviene de un extracto hidroalcohdlico y dada la existencia de

varios polifenoles con distintas propiedades fisicoquimicas en este extracto es
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probable que el mecanismo de proteccion de BG126 esté mediado por la

capacidad de estos compuestos de atrapar radicales libres.

Cabe senalar que la tipificaciéon de los polifenoles existentes en el extracto
BG126 podria en el futuro ayudar a la aprobacion de este extracto como
fitofarmaco por una entidad gubernamental sanitaria como el Instituto de Salud
Publica de Chile.
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