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Representando el log Kyps frente a 1/T obtenemos las graficas de las
ecuaciones ajustadas por minimos cuadrados que se muestran en la figu-
ra 5, para cada valor de pH ensayado. Los valores de la Energia de activacion
E, de la ecuacién de Arrhenius y los de K, , se dan en la Tabla III observan-
do que los valores de E, son menores de 40 kcal/mol.

BIBLIOGRAFIA

(1) HERRIOT, R. M. (1946) J. Biol. Chem. 164:725.

(2) HOLBROOK, A. (1958) J. Pharm. Pharmacol. 10:762.

(3) StOCK. F.G. (1954) Analyst. 79:662.

(4) BRANDIRSS, M. W. DENNY, E. L. HUBER, A. M. STEINMAN, H. G. (1962) Antimic. Ag.
Chemeoter. 626.

(5) WEAVER, W.J., RESCHKE, R. F. (1963)J. Pharm. Sci. 52:362.

(6) SMITH,J.W.DE GRAY, G. E.PATEL, V.J.(1967) Analyst. 92:247.

(7) YASUDA, T.SHIMADA, S. (1971)J. Antibiotics. 24:291 .

(8) ALICINO, J.F.(1946) Ind, Eng. Chem. Anal. 18:619.

(9) CANnBAcCH, T. ERLEN, I. E. ILVER, REIMERS, F. WEBSER, S. (1950) J. Pharm. Pharmacol
2:364.

(10) WEISS, P.J. (1959) J. Antibiot. Chemotherapy. 9:660.

(11) GROVE, D. C. RANDALL, W. A. (195 §) Assay Methods of Antibiotics. Medical Encyclopedia.
New York. 16.

(12) PATTERSON, S.J. EMERY, N. B. (1948) 4 nalyst. 73:207.

(13) British Pharmacopeia. (1968. The Pharmaceutical Press. Lonson. 22-607 .

(14) FORrRD, J.H. (1947) Anal. Chem. 19:1004. ’

(15) BOXER, G.E. EVERETT, P.M. (1949) Anal. Chem. 21:670.7

(16) HEFTMANN, E. (1967) Chromatography. Reinhold Pub]i_s.hing Corporation. New York 723-725.

(17) FISHER, R. LAUTHER, N. (1961) Arch. Pharm. 294:1.

(18) BETINA, V. (1964) J. Chromatog, 15:379.

(19) VADINO, W. A, SuciTA, E. T., CHAANARE, R. L.. ANDO. H. Y., NIEBERGALL, P.J.
(1979) J. Pharm. Sci. 68:10.

(20) LEBELLE, M., GRAHAM, K., WiLsON, W. L. (1979) J. Pharm. Sci. 68:5.

(21) SHARMA, J. P, Koritz, G.D., PERKINS, E.G., BEVILL, R.F. (1977)J. Pharm. Sci. 66:9.

(22) FABREGAS, J. L., BENEYTO, J. E. (1980) J. Pharm. Sci. 69:12.

(23) DE LEENHER, A.P.,NELIS, H.J. (1979) J. Pharm. Sci. 68:8.

(24) TOWNLEY, E., RODEN, P. (1980).J. Pharm. Sci. 69:5.

(25) LEBELLE, M. J., VILIM, A., WILSON, W. L., (1979) J. Pharm. Pharmacol. 31:441.-443.

(26) Tabla de preparacion de tampones. Merck.

(27) Hou, J.P.,POOLE, J. W. (1969) J. Pharm. Sci. 4:447.

Recibido: 17 de marzo 1989.

An. Real Acad. Farm. 1989, 55: 213-236.

Complejos del Rh(III) de accion antitripanosomica.

por

D. G. CRACIUNESCU,* E. PARRONDO IGLESIAS y A. DOADRIO LOPEZ
Departamento de Quimica Inorganica y Bioinorganica.
Facultad de Farmacia. U.C.M., 28040—Madrid (Esparia ).

LM. RUIZ-PEREZ
Instituto Lopez Neyra de Parasitologia (C.S.1.C., 18001 — Granada) Esparia

A. OSUNA

Departamento de Parasitologia. Facultad de Farmacia.
Universidad de Granada, 18001 —Granada (Espaiia)

N. ERCOLI
Instituto de Zoologia Tropical. U.C. V. Caracas (Venezuela)

E. GASTON DE IRIARTE
Departamento de Urologia. Facultad de Medicina.
U AM. 38034-Madrid (Espania)

RESUMEN

En este trabajo las actividades antiparasitarias “‘in vivo™/“in vitro.”” frente a las cepas de Tripa-
nosomas Americanos y Tripanosamas Africanos (7. cruzi; T. gambiense; T. venezueliense) desple-
gadas por siete complejos cationicos del Rh(IIT), de estructura general [RhIH(L)qug]"FCI?, donde
L. = derivado de tiazol y/o derivado de benzotiazol. Con el fin de apreciar el posible mecanismo de
accion antitripanosomico de estos complejos frente a T. cruzi, se ha realizado también un estudio
de Microscopia Electronica, de los parasitos T, cruzi, tratados con dichos complejos ““in vitro™.

También se ha realizado un estudio preliminar (mediante medidas de parametros bioguimicos
y/o datos de histopatologia en la sangre de las ratas que recibieron 1/2 de la LD50 de los complejos)
con el fin de poner de manifiesto los escasos potenciales nefrotdxicos hepatotoxicos y hematotoxicos

gque poseen estos nuevos complejos ionicos, de estructura presumiblemente octaédrica del Rh(III).

Palabras clave: Complejos cationicos Rh(ITI).— Actividades antitripanosomicas.— Microscopia

electronica.— Perfil toxicologico.

*Autor al que debe dirigirse la correspondencia.



214 ANALES DE LA REAL ACADEMIA DE FARMACIA, 55-2-1989
SUMMARY
Rh(III) complexes and their antitrypanocidal properties.

The “in vitro” and “in vivo” antitripanosomic effects of seven Rh(III) cationic complexes be
longing to the general structure [RelH @) c1, 1Cr, against American and African Trypanosomas
(T. cruzi, T. gambiense, T. venezueliense) were reported at first, together with Electronic Microscopy
study of the dammages produced by the [RhHI(L)q.Clg]-I-C]- complexes against epimastigotes of 7. eru-
zi (“in vitro”).

In all the [Rh(L)4C1,]C1" complexes reported in this paper the ligands (L), where L = thia-
zole or benzothiazole derivatives devoided “per se™ of any antiparasity properties.

The nephrotoxic, hematotoxic and hepatotoxic potential for the new Rh(IIl) complexes were
determinated in the blood of the Wistar rats, which received 1/2 of the LD50 of each complexes, as
well as by the histological evaluations of the kidneys, livers and blood og the “treated™ rats.

Key words: Rhodium (III) cationic complexes.— Antitrypanocidal effects.— Electron Micros-
copy estudies.— Toxicological potential.

I.INTRODUCCION

A partir de las investigaciones realizadas por N. Farrell y colaboradores
en Brasil (1—3), se han ensayado, con bastante éxito, como agentes antitri-
panosdémicos ““in vivo” y/o “in vitro”, varios complejos del Rh(II) y del
Pt(1I), originados por los medicamentos orgdnicos cldsicos de accidn antitri-
panosémica y/o antileishmanidsica [“Berenile’”, “Metamidium”, “Nifurti-
mox . “Ethidium”] tanto por el mismo autor como por D.G. Craciunescu y
y colaboradores (complejos de la “Pentamidina”,*“Benzenidazole”, “Stilbami-
dina’) (5). Si bien N. Farrell y colaboradores (1—3) postularon (a través de
datos de microscopia electrénica) la baja toxicidad de algunos complejos del
Rh(II) y del Pt(II) as{ como su posible mecanismo de acciéon frente a 7. rho-
desiense, anicamente los grupos de investigacion dirigidos por D.G. Craciu-
nescu y respectivamente A. Osuna y L.M. Ruiz Pérez (los tres grupos traba-
jando en Espafa), postularon las interesantes actividades “in vitro” y/o “in
vivo" desplegadas por los complejos del Rh(IIl) y del Pt(IV), asi como del
Pt(II1) frente a 7. cruzi, T. brucei, T. congolense, llegando a la conclusion de
que los complejos cationicos del Rh(III), pertenecientes a las estructuras oc-
taédricas [Rh'Y(L),Cl, T'Cl, (donde L = derivado de tiazol, derivado de imi-
dazol, derivado de benzotiazol, derivado de piridina), presentan un especial
interés frente a las infecciones parasitarias inducidas por T. cruzi, debido a su
elevado efecto *“in vitro” y también debido a sus bajas toxicidades generales
(presentan valores LDS50 superiores a los 350 mg/Keg) (4-15).

Estos autores (4-15) realizaron ademads un detallado estudio de la incor-
poracion de los distintos aminodcidos incorporados “in vitro” pot T. cruzi,
y pusieron de manifiesto el hecho de que se pueden conseguir [para dosis
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de 1-100 ug/mg de estos complejos del Rh(III)]inhibiciones “in vitro™ del
orden del 90-100 % de las formas epimastigotas de 7. cruzi (11, 13, 14).

En el presente trabajo damos cuenta de las actividades antitripanoso-
micas ““in vivo® desplegadas por los complejos [Rh'''(L), Cl, T'CI” arriba men-
cionados frente a las ratas infectadas con las siguientes lineas parasitarias:
T. cruzi, T. gambiense y T. venezueliense (variante disquinetopldsica del
T evansi). Ademds se ha realizado un detallado estudio de Microscopia Elec-
tronica de las formas epimastigotas del 7. cruzi, tratadas “in vitro” con los
mencionados complejos [Rh'' (L), Cl, J'CI', con el fin de apreciar su posible
mecanismo de accidén antitripanosomica.

Se ha trabajado con los complejos catidonicos del Rh(lIl), de estructura
presumiblemente octaédrica [Rh'''(L)4CIJ'CI™ descritos por Craciunescu y
colaboradores (8, 16) como eficaces agentes duales (antitumorales y antitri-
panosémicos) donde L = mercaptobenzotiazol; Benzotiazol; 2 Bromotiazol;
2 Aminonaftatiazol: 2 Aminobenzotiazol; 2 Amino 6 etoxibenzotiazol 2 Clo-

ro 6 metoxibenzotiazol. N
También se ha valorado “in vivo” la nefrotoxicidad, la hepatotoxicidad

y la hematotoxicidad de algunos de estos 7 (siete) complejos catidonicos del
Rh(III), que han resultado semejantes a las que Presentan los complejos neu-
tros del Rh(III), sintetizados y ensayos recientemente por Craciunescu (6,8)
“in vivo” frente a Tripanosomas Africanos y/o Tripanosamas Americanos,
pertenecientes a las estructuras octaédricas neutras [Rh'''(L);]°, (donde
L = derivado de alquil y/o aril ditiocarbamato y/o xantato (6,3).

[I. PARTE EXPERIMENTAL

1. Sintesis de los complejos [RhM (L), ClL, Y Cl, donde
L = derivado de tiazol y/o derivado de benzotiazol.

Todos los complejos catidnicos [RAM(L),Cl, T'CI™ estudiados en este
trabajo donde L = los derivados de tiazol y/o derivados de benzotiazol men-
cionados en el apartado I (Introduccién), han sido sintetizados de nuevo
seglin los métodos generales descritos por nosotros (6, 16):

le¢ de Na,y [RhICl, ]se disuelve en unos100 cm? de agua caliente(80°C),
bajo fuerte agitacién. Se le anade la cantidad correspodiente del ligando (L)
disuelto en unos 200 cm?® de etanol absoluto caliente (60 — 70°C) y al que
se le afiadieron unos 20 cm® — 25 cm?® de HCI 6N.

Se ha trabajado siempre respetando las
esteoquimetrias Rh(Ill): L = 1:4.

La mezcla total de reaccidon a la que se le anadieron algunos cristales de
hipofosfito sddico (catalizador), se concentra (80—90°C) bajo fuerte agitacion
hasta que llega a 1/4 — 1/3 de su volumen inicial. Se deja enfriar 2 — 3 horas
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a la temperatura ambiente cuando precipitan los complejos [Rh! (L), Cl, FCI”
en forma de polvos microcristalinos de color marrén-rojizo. Los complejos
se filtraron sobre crisoles G4, se lavaron con unos 20 cm?® de etanol absolu-
to y con unos 100 — 150 cm?® de éter absoluto.

Los rendimientos de obtencidon estuvieron siempre comprendidos
entre el 60 — 70 %de los rendimientos tedricos. Todos los complejos han
podido ser recristalizados de unas mezclas calientes etanol absoluto:
HCI(12N)=10:1.

Los complejos son estables a la exposiciéon a la luz y a aire. Son poco
solubles en el agua, pero muy solubles en DMSO, DMF, piridina, CH,Cl,.

2. Andlisis quimico de los complejos del Rh(I1II)

Los complejos han sido atacados con agua regia, vy el contenido en
Rh % valorado por espectroscopia atémica de absorciéon. Los contenidos
en N % han sido hallados por el método de Kjeldhal; los contenidos en C %
H %, en C % han sido hallados respectivamente por métodos standard de mi-
crocombustion y (en el caso del contenido en cloro), finalmente con Ag Cl.
Todos estos analisis se han realizado en el Departamento de Quimica Inor-
ganica y Bioinorgdnica de la Facultad de Farmacia (UCM). Los contenidos
en S %, han sido hallados por metdédos standard de microcombustién en cola-
boracién con los laboratorios Galbraith (USA) y/o Pascher Analytical Labo-
tories (R.F.A.).

En todos los casos, los contenidos hallados en Rh %, N %, C%, Cl %
S %, H %no difieren en mds de + 0,4 % de los contenidos calculados tedri-
camente para unas estructuras catiénicas presumiblemente octaédricas
[Rh'™(L)4 Cl, FC", lo que apunta claramente hacia una correcta formulacién
de estas estructuras.

3. Espectros ILR. de los complejos [Rh(L),Cl, TFCI

Los espectros I.R. de los nuevos complejos del Rh(III) y de los ligandos
(L) puros, han sido obtenidos con la ayuda de un espectrofotémetro I.R.
Perkin Elmer 238 (rango 4000 — 200 cm™ ), en pastillas de KCl, en ¢l Depar-
tamento de Quimica Inorgdnica (Facultad de Farmacia UCM, Madrid).

Los espectros I.R. de estos complejos [RA(L)4Cl, I'CI™ estudiados en el
presente trabajo, presentan las mismas caracteristicas que hemos encontrado
también para amplias series de complejos [Rh''(L),Cl, TCI", donde L =
otros derivados de tiazol y/o derivados de benzotiazol (6, 16).

En definitiva, los derivados de tiazol y/o de benzotiazol no sustituidos
con grupos —NH,, coordinan hacia el ibn Rh(III), exclusivamente a través
del atomo de nitrogeno del heterociclico, quedando no implicado en el pro-
ceso de coordinacion el 4tomo S (6, 8).
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En los casos en los que los ligandos (L) poseen grupos —NH, exocicli-
cos, coordinan alrededor del cation Rh(Ill) exclusivamente a traves de sus
grupos —NH, exociclicos, quedando no implicado en el proceso de coordina-
cion el dtomo N heterociclico y el dtomo S heterociclico (6, 16).

En definitiva, se repite el comportamiento, de los ligandos L (derivados
de tiazol, benzotiazol) como ligandos monodentados hacia el cation Rh(1I1),
ampliamente descritos en base a unos detallados espectros 1.R. de los com-
plejos [Rh"'(L),Cl, TCl, I'CI, donde L = derivados de tiazol y/o benzotia-
zol similares o idénticos a los descritos en este trabajo (6, 16).

Todos los complejos presentan ademds una banda de absorcion de in-
tensidad moderada en el rango de frecuencias (340 — 310 em™), y asignada
a las vibraciones de tension Rh—Cl: esta banda estd evidentemente ausente

en los espectros LLR. de los ligandos puros (6, 16).
4. Ensayos antitripanosomicos “in vivo ™.

La actividad “in vivo” de los complejos [Rh!'(L)4Cl, J'CI sobre las ra-
tas infectadas con 10° formas epimasticotas de 7. cruzi (por via i.p.) se¢ ha
realizando empleando lotes de 10 (diez) ratones de la cepa Balb/C de aproxi-
madamente 25 g de peso medio, para cada complejo ensayado; también se
ha mantenido un lote “Control” de 10 (diez) ratones (15).

A partir del séptimo dia post infeccion con 7. cruzi, se administraron
(por via i.p. como disoluciones en 2—5 %DM SO en el agua) unas determina-
das dosis de cada complejo (siempre inferiores a las LD50 de los complejos).
repitiéndose esta administracion los dfas 11 y 15 post infeccion.

Las actividades antichagasica “in vivo” de los complejos [Rh''(L),
Cl, 'CI” se puede apreciar (15) segtin el tiempo de sobrevivencia de los ani-
males ‘“‘tratados’” respecto al tiempo de sobrevivencia de los animales “‘con-
trol’” (es decir el cociente T/C %). Todos los animales que lograron sobrevi-
vir 48 dias post infeccion, fueron sacrificados, mostrando siempre en la san-
gre algunos pardsitos, pero siempre en numero inferior al que presentaban
los ratones no tratados ( “controles”) el dia 5, post infeccion —véase para
mds detalles la Tabla 1—.

Seria interesante observar (véase la Tabla 1) que la mayoria de estos
complejos del RA(III), cationicos, produjeron valores T/C % mnotables
(T/C=150 %) (15).

Si bien la parasitemia persiste en todos los casos (el dia 48 post infec-
cion). vy se puede pensar que los complejos (al menos mediante este esquema
de administracion y bajo estas pautas de administracion) no son curativos
“in vivo” frente a las ratas infectadas con 10° formas epimastigotas de T.
cruzi, en la autopsias de los animales “fratados’ con todos estos complejos,
no se observaron sintomas evidentes de la enfermedad de chagas (experimen-
tal), es decir esplenomegalia, hepatomegalia y edema parpebral (15).

Tomando en cuenta los resultados recientes de Craciunescu y colabora-
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TABLA 1

Efectos anti-T. eruzi “in vivo " para los nuevos complejos (Rhm(f. )4C'12L+CI-.

S = Lo — —

Complejos Superviviéncia Dosis total (mg/Kg)
animales (T/C %) inferior al LD50

(Rh (Benzotiazol)g Cf'g}Cl- 180 % 200 mg/Kg
(dias 18)

(Rh (2 aminobenzotiazol)s 160 % 325 mg/Kg

Cly) Cl (dia 25)

(Rh (2 aminonaftotiazol)s 140 % 165 mg/Kg

Cls) Cl (dia 48)

(Rh+{2 amino 6 etoxibenzotiazol)y 160 % 80 mg/Kg

Cly) Cl (dia 28)

(Rh (2 bromotiazol)3Cl,) €1 160 % 35 mg/Kg
(dia 36)

(1R_h (2 mﬂrcaptubenzc:tiazﬂl]a(l‘l3)+ 140 % 42 mg/Kg

Cl (dia 15)

(Rh (2 aminumaftntiaznl}q{:lgf 150 % 88 mg/Kg

Cl (dia 20)

thimjvaciﬂnes: ‘r:a qw:?#la LDSDE;ic estos complejos estd comprendida en el rango 360 — 600
mg/Kg (v{a i.p. como disolucién en 2-5§ ZDMSO en el agua), las dosis totales administradas fracionaria-
mente (3 inyecciones por cada complejo) fueron siempre inferiores a los valores LD50.

o

dores (4 — 9) [sobre la actividad antichagasica y/o aitti T. brucei] de algunos
'nuevos_cmmplﬁjms del Rh(III), Ru(III), Ir(IT), Ru(ID], cabe preguntarnos si
la administracion de estos mismos complejos |Rh(L),Cl, J'CI” discutidos en
el presente trabajo por via s.c. y como suspensiones e¢n aceite o “‘tween”
(_pﬂra evitar posibles procesos Oxido-reductores y/o hidrolisis), asi como la
moculacion de los animales con 10° pardsitos) y la administracion de los
cumplejios a los 60 minutos después de realizar la inoculacion, no llevaria
con casi bastante probabilidad a la obtencién de valores T/C % mayores, dis-
minuciones importantes de la parasitemia todavia encontrada en la sangre
de las ratas tratadas (el dia 48): ya que segun los criterios del mencionado
“protocolo™ un tiempo de sobrevivencia que dobla al de los controles y Ia
falta de parasitemia el 8° dfa indican “Gran actualidad” para cualquier pro-
ducto antitripanosémico.

En efecto, el ejempleo de estos métodos de administraciéon, y de la
pautas terapéuticas (pero sobre todo la administracion de los complejos co-
MO suspensiones en aceite o “tween’ a los 60 minutos de realizar la inocula-
cion con 10° pardsitos), scgin el “protocolo” empleado por el prestigioso
Instituto antiparasitario alemdn “Institute of Veterinary Medecine” Berlin
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(Alemania), nos permitié encontrar (4 — 9) (frente a las ratas infectadas con
T. brucei, T. congolense y[o otros tripanosomas) excelentes valores del tiem-
po de sobrevivencia (T/C %), asf como en numerosos casos en que se pudo
cualificar el efecto de nuestros diversos complejos del Rh(I1II), Ru(IIl), Pt(II).
[r(I11), Pt(IV), como “efecto curativo, o de “gran actividad”, ya que no se
detectaba el dia 8 (octavo) ningiin pardsito en la sangre de las ratas “tratadas’
(siempre con dosis inferiores a las LD50 de las complejos —véase una serie
de trabajos recien publicados por Craciunescu y colaboradores (7, 8).

En cuanto a la linea parasitaria 7. venezueliense (variante disquineto-
plasica del 7. evansi en general, los complejos cationicos del Rh(IIT) son me-
nos efectivos respecto a la linea parasitaria 7. cruzi (*in vitro”) segiin datos
de N. ercoli y Craciunescu (17). En efecto, estos mismos complejos arriba
discutidos, para concentraciones muy elevadas (100 — 300 ug/ml) —en so-
luciones 2 — 5 % DMSO en el agua— producian inhibiciones “in vitro” del
pardsito 7. venezueliense superiores al rango de 80 — 90 % (17, 18). El com-
plejo mds activo en esta linea de infeccidn parasitaria, es decir [Rh(L),
Cl, 'C” donde L = 2 aminobenzotiazol en una primera serie de experimentos
“in vivo” (dosis de 150 mg/Kg, administracién s.c. como suspension en
“tween” y/o aceite) no producia valores, T/C % superiores al 135 %, el dia
8% post infeccion, persistiendo el dia 5° post infeccion la parasitemia en la
sangre de las ratas, si bien en menor cuantia respecto a las ““controles™.

La situacion empeora aun mds cuando se trabaja ““in vivo” con las ratas
infectadas (10% pardsitos por via i.p.) con 7. gambiense. Ain administrando
todos estos complejos como suspension en aceite y/o en “tween” a los 60
minutos después de realizar la inoculacién, los valores T/C % no sobrepasan
el 110 — 127 %(el dia 8°), atn para dosis cercanas a la mitad de las dosis
lctales de cada complejo (LDS0).

Convendria mencionar que, estos hechos parecen confirmar la gran re-
sistencia que presentan la cepas de tripanosomas Africanos (a excepcion del
T. brucei brucei) (4 — 9, 19), a la actuacion de los complejos cationicos
(RA(L),Cl, I'CT, (dode L = derivado de tiazol, imidazol sulfonamida, ben-

zotiazol, piridina), v al mismo tiempo apuntan hacia el hecho de que la linea

de infeccion parasitaria ( Tripanosoma cruzi) parece el mds sensible a la actua-
cion de los complejos del Rh(IIl) pertenecientes a las estructuras ionicas
[RW(L),Cl, TCI, presumiblemente octaédricas. Estamos actualmente afian-
zando esta hipotesis de trabajo, ensayando nuevos complejos sintetizados por
el Profesor Dr. D. G. Craciunescu, del Rh(IIT) de estructura tambiém presu-
miblemente octaédrica, pero neutros (es decir [Rh!''!(L);1°), tanto en Espa-
fa como en Venezuela, Inglaterra y Estados Unidos.
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III. REsurLTAapOos ¥ DiScusIOoN

Habiendo establecido el hecho de que la linea de infeccién parasitaria
(raton) 7. cruzi es la mads sensible a la actuacidon de los siete complejos
[Rh!1(L),Cl, ['CI', hemos realizado un estudio ultraestructural (Microscopia
Electrénica) de las formas epimastigotas de T. cruzi (cultivo 5 x 10° epimas-
tigotas/ml tratadas durante 8 horas con concentraciones de 10 ug/ml (en
2 % DMSO-agua) de los complejos del Rh(III). La fijacion de las “placas” se
hizo después de dejar otras 24 horas los complejos estando en contacto con
los pardsitos en presencia de 1 ml del glutaraldehido al 2 % en PBS (10-15).

Las muestras finales para el estudio de Microscopia Electronica inclui-
das en resinas epoxi, se estudiaron con ayuda de un microscopio Electro-
nico Zeiss 1103 (X 10.000 — hasta X 18.000).

— Véase las figuras 1,2,3,4,5.6,7, vy 8.

El complejo [RhII (L), (Cl, JCI, donde L = 2 mercaptobenzotiazol
actia alterando la cromatina del ntcleo del 7. cruzi, observindose su “com-
pactacion” y desplazamiento hacia la periferia. Sin embargo, no se encuentra
alterado el DNA mitocondrial que permanece con su estructura tipica de
doble hélice. El citoplasma aparece con un niimero de condensaciones lipidi-

IFigura 1.— Fotagrafia de M.E. (X 14.000) de un parasito 7. cruzi

(formas epimastigotas), no tratadas (*‘control’’).
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[Figura 2.— I'otografias de Microscopia Electronica (X 10.000) de los parasitos 7. eruzi tratados
con el complejo (RhIH(E mercaptobenzotiazol)4Clg j{"CIr. Comprende dos fotos.




222

ANALES DE LA REAL ACADEMIA DE FARMACIA, 55-2-1989 223

ANALES DE LA REAL ACADEMIA DI FARMACIA, 55-2-1989

.

e

5

=;=s e %
-

= e e -sm;%

T S e

T
% e

e

Figura 3.— Parasitos 7. cruzi tratados con {RhlH(henzntiazn])qCIZfCl' (X 10.000).
Comprende cuatro fotografias.

Figura 4.— Parasito 7. eruzi tratado con (RhH]('hrﬂmu.tiamlq Cl, )+Cl- (X 40.000).

Comprende dos fotografias,
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Figura 5.— Microscopia Electronica (X 14.000) del 7. cruzi tratada con

RhHI (2 amino Nafmtiaznl)qmg_)‘*‘(:lr. Comprende dos fotografias.
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: =
Figura 6.— Parasito T. cruzi (X 10.000) tratado con RhHI(E aminobenzotiazol)4Cly) C1 .

Comprende 3 fotografias.
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Pigura 7.— Microscopfa Electronica (X 18.000) del parasito 7. eruzi tratado con
Rl (2 amino ﬁ4:tcnxibenzntiazﬂ1)4C12)+C1_. Comprende cuatro fotografias.,
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Figura 8.— I'otagrafia del pardsito T. eruzi (X 18.000) tratado con

Rh”l (2 cloro-6 metoxibenzotiazol)a Clg)"'f‘,l'. Comprende dos fotografias.

pis 2
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cas anormales y abundantes vacuolas autofdgicas (véase la Figura 2). Los
pardsitos 7. cruzi tratados con el complejo [Rh!''(L),Cl;TCl°, donde
L = benzotiazol, presentan alterada totalmente su estructura, con la croma-
tina del nicleo condensada de forma anormal y dispuesta bien en su endo-
soma central o bien en la periferia del nucleo. El kinetoplasto igualmente
se encuentra anormalmente condensado, y todos los pardsitos (a las 8 horas
de tratamiento) poseen un estado muy avanzado de degeneracion con
aumento notable de vacuolas autofdgicas (véase la Figura 3).

El complejo [Rh*(L),Cl, FCI', donde L = 2 bromotiazol, induce en
los parasitos T. cruzi una alteracidon en la disposicién de la cromatina del
nucleo, presentdndose periféricamente y con un endosoma central. El kine-
toplasto presenta una disposicion anormal, observdndose en el citoplasma un
aumento del numero de vacuolas autofdgicas (véase la Figura 4).

Los pardsitos 7. cruzi tratados con el complejo [Rh (L), Cl, JCI
donde L = aminonaftotiazol, presentan un nacleo con un endosoma y con
la cromatina condensada en la periferia del nicleo. El DNA-K se presenta
electrodenso y compacto, no observidndose la disposicion tipica en doble
hélice, y con la mitocondria degenerada. El citoplasma presenta un aumento
anormal de vacuolas lipidicas y autofdgicas (véase Figura 5).

Con el complejo [Rh!'(L),CIT'CI, donde L = 2 aminobenzotiazol, se
observa que el nucleo de los parasitos 7. cruzi aparecen también con la cro-
matina condensada de forma anormal asi como DNA-K muy electrodenso
y con una configuracion “anormal” presentando los pardsitos un enormec
aumento en el nimero de vacuolas lipidicas y autofdgicas (véase Figura 6).

En los pardsitos 7. cruzi tratados con el complejo [Rh'Y(L),Cl, JFCI,
donde L = 2 amino 6 etoxibenzotiazol no se afecta la dispoSicion del DNA-K
(que presenta con la configuracion tipica, carateristiéd) y en cambio se ob-
serva una afectacidon de la cromatina del ntcleo que se puede visulaizar al-
terada y disponiéndose de una manera anormal. El citoplasma presenta un
aumento importante de vacuolas lipidicas y autofagicas (Figura 7).

En todas las fotografias de Microscopia Electronica (aumentos de
10.000 — 18.000) los simbolos N significan Nicleo; K — Kinetoplasto,
M — mitocondria; L — cuerpo lipidico, V — vacuolas autofagicas; F — flagelo.

En la primera fotografia (véase Figura 1) se observa la estructura
(X 14.000) del pardsito 7. cruzi *“‘control” (no tratado). En la Figura 8,
s¢ observan las alteraciones inducidas por el complejo [Rh'(2 cloro-6 me-
toxibenzotiazol) (Cl), 'C™ sobre el pardsito 7. cruzi cuvos efectos con casi
idénticos a los producidos por [Rh'''(2 amino-6 etoxibenzoliazol),Cl, JFCI
(Figura 7).

Segun L.M. Ruiz-Pérez y A. Osuna (15, 20) se puede sacar la conclusion
general de que en las formas epimastigotas de T. cruzi tratadas con los com-
plejos ionicos del Rh(III), la caracteristica ultraestructural mds importante
estaria determinada por una gran acumulacion de vacuolas lipidicas, apari-
cion de vacuolas autofdgicas y una posterior citolisis del protozoo.
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Si detallamos estas observaciones generales de Microscopia Electronica
de las formas epimastigotas |tratadas “‘in vitro” durante 8 horas con los siete
complejos Rh (1II)] con el fin de apreciar mejor el posible mecanismo de
accion antitripanosomica de los complejos Rh(IIT), podemos pensar en el
hecho de que los complejos [Rh(L)4CL, I'CI” alteran no solamente la cromati-
na nuclear (su disposicion y su tamano natural), sino también el tamaio y la
disposicion del nucleolo. Indudablemente el DNA del kinetoplasto aparece
a veces electrodenso, pero no muestra los efectos que se observan en presencia
de los complejos del Pt(I1) de simetria molecular “cis”, agentes alquilantes
v/o intercalantes (15). Se puede interpretar la existencia de un gran nitmero
de vacuolas lipidicas y autofdagicas asi como los llamados “cuerpos mielini-
cos” como resultados de los procesos degenerativos y autofagicos del T.
cruzi en presencia de estos complejos del Rh(II1). También se puede suponer
que todas las alteraciones que los complejos ionicos del Rh(IIl) inducen
sobre el protozoo, pueden deberse a efectos indirectos, consecuencia de un
bloqueo enzimdtico que impida la incorporacion normal de la Timidina y de
la Uridina, si bien no debe alterar de manera rapida la biosintesis de pro-
teinas (15, 24).

Esto reforzaria la 1dea de que el mecanismo de accion antitripanosomi-
ca (formas epimastigotas de 7. cruzi) es distinto (24) en el caso de los com-
plejos 10nicos del Rh(IIl), pertenecientes a las estructuras octaédricas
[Rh'(L),Cl, FCI” respecto al mecanismo de accidon antitripanosémica des-
plegada por otros ofros antitumorales [complejos cis-Pt(I)] donde se asigno
una accion intercalante alquilante, sobre ¢l DNA-K del Tripanosoma cruzi
(13 — 15). Todas estas impresiones quedan reforzadas por los recientes traba-
jos realizados por nosotros, en los que no se pudo poner de manifiesto ningu-
na interaccion importante “in vitrow ante el DNA “puro™ y los complejos
[Rh(L),Cl, T'CI" (21). El estudio de la incorporacién de los distintos amino-
acidos, por parte de las formas epimastigotas 7. cruzi cn presencia de algunos
complejos [Rh(L),Cl, 'Cl" y [RhTY(L), Br, I'Br” apoya asimismo la hipo-
tesis de que estos complejos de accidén dual antitripanosdémica y antitumoral)
poseen un interesante potencial inmunoestimulador, que adquiere especial
interés pensando en ¢l hecho de que los valores de sus LD50 oscilan entre
300 — 650 mg/Kg (ratas) (15, 18).

Craciunescu v colaboradores describieron los bajos potenciales nefroto-
xicos, hepatotdéxicos y/o hematotoxicos (para 1/2 de su LD50), que presen-
tan tanto los complejos idnicos de estructura general[Rh!(L),Cl, J'CI-
como los complejos neutros del Rh(II1), es decir [Rh*(L); ]° (6. 7).

Un primer estudio exploratorio de los potenciales hepatotdxicos, nefro-
toxicos vy hematotdxicos de estos complejos, indican que administrando 1/2
de su LD50 a las ratas Wistar (lotes de 6 ratas para cada complejo) la eleva-
cion de los contenidos mg % urea, mg % creatinina (a las 192 horas), y del
cociente L/N (L = linfocitos, N = neutrofilos) medidas en la sangre de las ra-
tas de la cepa Wistar también a las 192 horas, no aumentan en mds de un
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1 — 5 % indicindose asi un escaso-nulo efecto nefrotdoxico, ni tampoco pro-
ducen bajas importantes (por debajo del 30 % en los cocientes L/N), compro-
bidndose de esta manera el escaso potencial hematotoxico de estos complejos

del Rh(III) i6bnicos —véase la Tabla II—.

TABLA II

Evaluacién de los potenciales hematotoxicos, hepatotoxicos y nefrotoxicos
de los nuevos complejos fRJiH 31)4(:'!3}"0!_ fpara 1/2 de sus valores LD350).

LN

% mg creatina % mg urea GOT SCOT (“SGPT”)
Controles 0,621 42,67 6,15 51,21 17,90
(Rh(L1)aCla'Cl 0,629 42,75 6,063 76,4 22,05
(Rh(L2)aClz y'Cl’ 0,631 43,82 6,041 68,3 19,39
(Rh(L3)aCla)Cl 0,644 42,78 6,052 68,51 22,87
(Rh(Lg)aClp ) CT 0.647 44 .02 6,058  63.5 22,91
(Rh(Ls)4Cl)"C1 0,703 42,63 6,172 69,12 35.11
(Rh(Lg)aCla)Cl 0,655 42,75 6,090 68,32 35,02
(Rh(L7)aCla)C1 0,671 42,77 6,071 75,12 36,02
Observaciones: L; = benzotiazol; Lz =2 aminobenzotiazol; L, — 2 aminonaftotiazol;

Ly = 2 amino-6-etoxibenzotiazol; L = 2 bromotiazol; Le = 2 mercaptobenzotiazol: L, =2 amino-
naftotiazol. Se administra siempre (lotes de 6 ratas Wistar) 1/2 de la LD50 de cada complejo. Las me-
didas en la sangre se hicieron a las 192 horas. Una elevacion del mas del 1025 % en los niveles de los
parametros del funcionamiento renal y hepatico (sobre todo si se sobrépasa el 25 7% en el caso de los
niveles enzimaticos “GOT" v “SGOT"” (o “GPT?")), son inicios claros de afectacion renal y respecti-

vamente hepatico,

Como se puede observar en la Tabla II, ¢l hecho de que la hematoto-
xicidad de estos complejos del Rh(III) es nula (s¢ produce minimos descen-
sos de los valores L/N = 6,1 para los “controles™), en el caso de los animales
tratados con 1/2 de los LD50 de los complejos de Rh(III), parace también
permitir suponer que el mecanismo de accion de los complejos del Rh(III)
es distinto de los mecanismos de accion de los agentes antitumorales —com-
plejos del Pt(Il)—, alquilantes dotados también de actividades antitripanoso-
micas [como el cis-Pt(NH5 ), (Cl), “Neoplatin” y el “Carboplatin™], que
producian, debido a sus intensos efectos inmunosupresores descensos
enormes del cociente L/N (en el rango 1,6 — 2,3), frente a los “controles”
cuyos valores L/N oscilaron entre 6,1 — 6,3 (9, 22). Esto reforzaria también
las observaciones [comunicadas a titulo privado en el afio 1988 al Profesor
Dr. D. G. Craciunescu por el Profesor Dr. S. Croft (Londres, Inglaterra)] (23)
en el sentido de que se debe tener muy presente el gran potencial inmunoes-
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timulador de algunos de los complejos ionicos del Rh(III) de estructura ge-
neral [RhM (L), X, TP X(X = CI 0 Br), cuyos valores LD50 > 300 — 600
mg/Kg (6, 15).

A continuacion estudiaremos, con mads detalles los perfiles nefrotéxicos
(datos histopatoldgicos) de los complejos del Rh(III) i6nicos, asi como sus
efectos hepatotoxicos (datos histopatologicos), ya que aparacen suaves ele-
vaciones en los valores “SGOT” y “GOT” que indican una leve hepatotdxi-
cidad (20-25 % elevacion de los valores enzimdticos “GOT” y “SGOT” (me-
didas en unidades de actividad enzimadtica).

Tomando en cuenta el hecho de que el factor limitante en lo relaciona-
do a los efectos toxicos, secundarios, de todos los complejos de grupo del
Platino [al que pertenece también los complejos del Rh(IIl) es la nefrotoxi-
cidad, se ha administrado, en una segunda serie de experimentos 3/4 de las
LD50 de los complejos (por via s.c. a unos lotes de 6 ratas para cada com-
plejo); no observindose aiin en esta situacion de administracion de dosis ex-
tremedamente elevadas el hecho de que la funcion renal sea comprometida.

En efecto (respecto a los controles), en este segundo esquema de admi-
nistracion los contenidos medios en la sangre, % mg urea; % mg creatinina:
% mg acido Urico, no sobrepasan en un 5-6 % los valores correspondientes de
los controles: este hecho constituye una clara manifestacién de la falta de ne-
frotoxicidad de todos los complejos del Rh(111) estudiados en el presente tra-
bajo. Ain mds, tampoco se alteran los potenciales hematotdxicos, respecto
a los controles [si se administra 3/4 de las LD50 de los complejos y lo medi-
do del cociente L/N se hace en el rango a las 192 h], ya que dicho cociente
no desciende en £ 1-1,5 % respecto a los controles, lo que vuelve a confirmar
tambien el nulo potencial hematotoxico de los complejos [Rh(L),Cl, TFClI
cstudiados en este trabajo, comprobdndose ademds el hecho de que a dife-
rencia de los complejos del platino [Pt(1D), Pt(IV)] de accién dual [antitumo-
ral y antitripanosomico), no se trata de agentes inmunosupresores. Para
todos estos experimentos se emplearon lotes de ratas Wistar (6 animales)
para cada complejo, y todos los complejos fueron administrados via s.c.
como suspension en “aceite” y/o “Tween”.

Administrando una dosis muy elevada (igual al LD50 del complejo mds
activo [Rh'! (benzotiazol),Cl, J\CI"), por via s.c. como suspension en aceite
(LD50 = 605 mg/Kg) se observa (a las 192 horas) una elevacion del enzima
“GOT" del orden de 32 % y una elevacion del enzima “SGOT” (en las san-
gres de las ratas) del orden de 35 % respecto a los “controles”. Segtiin A. M.
Guarino y colaboradores (25) de estos resultados no se puede deducir sino
un efecto hepatotoxico moderado. El estudio de microscopia dptica y electro-
nica de los higados de las ratas (6 ratas de las cepas wistar) tratadas con el
complejo [Rh*(benzotiazol),Cl, FCI™ en dosis muy elevadas (equivalentes
al valor LD50 = 605 mg/Kg) vuelve a confirmar los datos que indican las
medias de los pardmetros “GOT” y “SGOT”, en el sentido de que se puede
observar la existencia de cortes de higado edemas focales (no generalizados),
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y un cierto engrosamiento de la cdpsula de Bowman, pero ni se observaron
inclusiones densas a nivel mitocondrial ni aparicion de mielina, ni un enorme
(importante) engrosamiento de la cipsula de Bowman. como en el caso de
los complejos “Carboplatin” “Neoplatin®™ y otros cis-complejos del Pt(I1)
(26). Podriamos por lo tanto poner una vez mds.de rclieve, también la baja
moderada toxicidad hepdtica de algunos complejos del Rh(I11), de estructura
octaédrica, comparada con los agentes duales (complejos del Pt(IT)) atin en
estas situaciones limite (administracion de dosis no fraccionadas muy eleva-
das, equivalentes al LD50).

Segiin los datos de microscopia Optica de los cortes semifinos de 10s ri-
nones (X 420), tratadas con una gran cantidad del complejo (equivalente a
si LD50, que es LD50 = 605 mg/Kg), a las 240 horas se observan importan-
tes lesiones renales. (Véase la Figura 9 que corresponde a las microfotogra-
fias 16, 17, y 18) vy la Figura 10 (que corresponde a las microfotografias 19,
20 y 21), correspondiendo esta Gltima figura a la administracion fraccionada
(a las 24 horas y a las 48 horas de la LD50).

Figura 9.— Datos de microscopia optica (X 420) de los rifiones de las ratas que recibieron la
LD50 (605 mg/Kg) en una sola inyeccion (240 horas). Comprende las fotos 16, 17,y 18.

Figura 9.— (Continuacion)
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Figura 10.— Datos de microscopia optica (X 420) de los rifiones de las ratas que recibieron

la LD50 (605 mg/Kg) en 2 inyecciones (resultados a las 240 horas). Comprende las fotos 19,20y 21.
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Figura 10.— (Continuacion).

En efecto las lesiones degenerativas de las células epiteliales tubulares
son bastante intensas, pudiendo ser clasificadas como “degeneracion hidro-
pica” (véase las microfotografias 16, 17 y 19 de las Figuras 9 y 10), siendo
en algunas células tan intensa que las mencionadas lesiones toman un aspecto
“Balonizado™ e hinchado; produciéndose una reduccidén de la luz del tabulo
que a su vez estd ocupado por una masa eosinédfila acelular amorfa que co-
rresponde al aparato de microvellosidades del ribete en cepillo (tal como se
detalla en la fotografia 18). En el caso de la administracion fraccionada de
la dosis LD50, (a las 24 horas y a las 48 horas), los datos de microscopia
optica de los rifiones de las ratas Wistar (véase Figura 10, que corresponde a
las fotografias 20y 21), las lesiones son similares, so6lo que menos intensas, res-
pecto a la situacion de referencia (administracion de la LD50 en una sola
inyeccion y examen histopatologico de los rinones a las 240 hora después de
adminitrar el complejo).
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Influencia del diluyente en la deteccion de

microorganismos en medicamentos topicos.

por

C.J.PLAZA,M.C. DE LA ROSA, M.L. GARCIA ARRIBAS y M.A. MOSSO

Departamento de Microbiologia.— Facultad de Farmacia,
Universidad Complutense, — 2804 0-Madrid.

RESUMEN

Se ha estudiado la influencia de algunos diluyentes en la deteccion de la contaminacion micro-
biana de medicamentos hidrofilos de administracion topica. Los diluyentes empleados han sido tripto-
na sal con diferentes concentraciones de polisorbato 20 y 80 y caldo TAT (triptona, azolectina y
polisorbato). Para detectar la contaminacion bacteriana v fungica se han utilizado los métodos de re-
cuento en placa y NMP, y se han investigado los siguientes microorganismos: E. coli, S. aureus y
C. albicans. El diluyente mas adecuado para este tipo de productos fue una disolucion de triptona sal

que contenia 10 % polisorbato 80.
Palabras clave: Mcdicamentos topicos.— Microorganismos.— Diluyente.
SUMMARY
Influence of diluent on the microbial analysis of topical drugs.

It has been studied the influence of some diluents (tryptone-salt solutions with different rates
of polysorbate 20 and 80, besides TAT (tryptone, azolectine polysorbate) broth on the detection of
the microbial contamination of hydrophilic topical drugs. The plate and MPN methods have been used
for the bacterial and fungal counts. Detection of E. coli, S. aureus and C. albicans has also been per-
formed. Having regard to our results, the most useful diluent for this kind of products is tryptone-salt

soluticn containing 10 % of polysorbate 80.
Key words: Topical drugs.— Microorganisms.— Diluent.
INTRODUCCION
El estudio de la contaminaciéon microbiolégica de los productos farma-

céuticos de¢ aplicacion topica se enfrenta con grandes inconvenientes, como
la falta de mdétodos exactos, contrastados y normalizados, la distribucion
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