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Representando el log K0 b s frente a 1 /T obtenemos las gráficas de las 
ecuaciones ajustadas por mínimos cuadrados que se muestran en la figu
ra 5, para cada valor de pH ensayado. Los valores de la Energía de activación 
Ea de la ecuación de Arrhenius y los de K2 0 se dan en la Tabla III observan
do que los valores de Ea son menores de 40 kcal/mol. 
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RESUMEN 

En este trabajo las actividades antiparasitarias "in vivo"/"in vitro." frente a las cepas de Tripa

nosomas Americanos Y Tripanosamas Africanos (T. cruzi; T. gambiense; T. ~nezuelie:se~ desple

gadas por siete complejos catiónicos del Rh(ill), de estructura general [Rh (L)4Ch] Cl, donde 

L = derivado de tiazol y ¡0 derivado de benzotiazol. Con el fin de apreciar el posible mecanismo de 

acción antitripanosómico de estos complejos frente a T. cruzi, se ha realizado también un estudio 

de Microscop [a Electrónica, de los parásitos T. cruzi, tratados con dichos complejos "in vitro". 

También se ha realizado un estudio preliminar (mediante medidas de parámetros bioquímicos 

Y/O datos de histopatología en La sangre de las ratas que recibi~r~n 1/2 de la ~~SO de los com~l~~os) 

con el fin de poner de manifiesto los escasos potenciales nefroto x1cos hepatotox1cos Y hematotoxlCos 

que poseen estos nuevos complejos iónicos, de estructura presumiblemente octaédrica del Rh(III). 

, . , 
Palabras clave: Complejos catiónicos Rh(III).- Actividades antitripanosomicas.- M1croscop1a 

electrónica.- Perfil toxicológico. 

*Autor al que debe dirigirse la correspondencia. 
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SUMMARY 

Rh(III) complexes and their antitrypanocidal properties. 

The "in vitro" and "in vivo" antitripanosomic effccts of seven Rb(llD cationic complcxes be 

longing to the general structure [Rh111(L)4 Cl2 (e(, against ~erican and African Trypanosomas 

(T. cruzi, T. gambiense, T. venezueliense) were reported at first, together witb Electronic Microscopy 

study of the dammages produced by tlle [Rh1II(L)4ChtCC complexes against epin1astigotes ofT. cru

zi ("in vitro"). 

In all the [Rhm(L)4 Ch tcC complexes reported in this paper the ligands (L), wbere L = thia

zole or benzothlazole derivatives devoided "per se" of any antiparasity properties. 

TI1e nephrotoxic, hematotoxic and hepatotoxic potential for the new Rh(III) complexes were 

determinated in thc 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, Iivers and blood og the "treated" rats. 

Key words: Rhodium (liD cationic complexes.- Antitrypanocidal effects.- Elcctron Micros

copy estudies.- Toxicological potential. 

l. 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
panosómicos "in vivo" y/ o "in vitro'', varios complejos del Rh(II) y del 
Pt(II), originados por los medicamentos orgánicos clásicos de acción antitri
panosómica y /o antileishmaniásica ["Berenile", "Metamidium", "Nifurti
mox". "Ethidium"] tanto por el mismo autor como por D.G. Craciunescu y 
y colaboradores (complejos de la "Pentamidina", "Ben~~nidazole ': "Stilbami
dina") (5). Si bien N. Farrell y colaboradores (1-3) postularon (a través de 
datos de microscopía electrónica) la baja toxicidad de algunos complejos del 
Rh(II) y del Pt(II) así como su posible mecanismo de acción frente a T. rho
desiense, únicamente los grupos de investigación dirigidos por D.G. Craciu
nescu y respectivamente A. Osuna y L.M. Rulz Pérez (los tres grupos traba
jando en España), postularon las interesantes actividades ''in vitro" y'/o. "in 
vivo" desplegadas por los complejos del Rh(Ill) y del Pt(IV), así como del 
Pt(II) frente a T cruzi, T brucei, T. congolense, llegando a la conclusión de 
que los complejos catiónicos del Rh(lll), pertenecientes a las estructuras oc
taédricas [Rh 1II(L)4 Cl2 fGr, (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 LDSO superiores a los 350 mg/Kg) (4-15). 

Estos autores (4-15) realizaron además un detallado estudio de la incor
poración ele los distintos a1ninoácidos 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 llgfmg de estos complejos del Rh(III)]inhibiciones "in vitro" del 
orden del 90-100% de las formas epimastigotas de T. cruzi (11 , 13 , 14). 

En el presente trabajo damos cuenta de las actividades antitripanosó
micas "in vivo" desplegadas por los complejos [Rh1II(L)4 Cl2 fCr arriba men
cionados frente a las ratas infectadas con las siguientes lineas parasitarias: 
T. cruzi, T. gambiense y T. venezueliense (variante disquinetoplásica del 
T. evansi). Además se ha realizado un detallado estudio de Microscopía Elec
trónica de las formas cpimastigotas del T. cruzi, tratadas "in vitro" con los 
mencionados complejos [Rh1II(L)4 Cl2 fCr, con el fin de apreciar su posible 
mecanismo de acción antitripanosómica. 

Se ha trabajado con los complejos catiónicos del Rh(Ill), de estructura 
presumiblemente octaédrica [Rhn 1 (L)4 crtcr descritos por Cra ciunescu y 
colaboradores (8 , 16) como eficaces agentes duales (antitumorales y antitri
panosómicos) donde L = mercaptobenzotiazol; Benzotiazol; 2 Bromotiazol; 
2 Aminonaftatiazol; 2 Arninobenzotiazol; 2 Amino 6 ctoxibenzotiazol 2 Clo
ro 6 metoxibenzotiazol. 

También se ha valorado "in vivo" la nefrotoxicidad, la hepatotoxicidad 
y la hematotoxicidad de algunos de estos 7 (siete) complejos catiónicos del 
Rh(III), que han resultado semejan tes a las que presentan los complejos neu
tros del Rh(III), sintetizados y ensayos recientem ente por Craciunescu (6 ,8) 
"in vivo" frente a Tripanoson1as Africanos y/o Tripanosamas An1ericanos, 
pertenecientes a las estructuras octaédricas neutras [Rhn 1(Lh ]0

, (donde 
L =derivado de alquil y/o arll ditiocarbamato y/o xantato (6,8). 

Il.PARTE ExPERIMENTAL 

l. Síntesis de los complejos [Rh 1 1 1( L)4 Cl2 fCr, donde 
L =derivado de tiazol y/o derivado de benzotiazol. 

Todos los complejos catiónicos [Rh1II(L)4 Cl2 fCr estudiados en este 
trabajo donde L =los derivados de tiazol y/o derivados de benzotiazol men
cionados en el apartado I (Introducción), han sido sintetizados de nuevo 
según los métodos generales descritos por nosotros (6, 16): 

1 g de Na3 [Rhn1C16 ] se disuelve en unos 100 cmJ de agua caliente(8·0°C), 
bajo fuerte agitación. Se le añade la cantidad correspodiente del ligando (L) 
disuelto en unos 200 cm3 de etanol absoluto caliente (60 - 70°C) y al que 
se le añadieron unos 20 cm3 

- 25 cm 3 de HCl 6N. 

Se ha trabajado siempre respetando las 
esteoquimetrías Rh( /11): L = 1:4. 

La mezcla total de reacción a la que se le añadieron algunos cristales de 
hipofosfito sódico (catalizador), se concentra (80- 90°C) bajo fuerte agitación 
hasta que llega a 1/4 - 1/3 de su volumen inicial. Se deja enfriar 2- 3 horas 



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

a la temperatura ambiente cuando precipitan los complejos [Rh1n(L)4 Cl2 fCr 
en fonna de polvos microcristalinos de color marrón-rojizo. Los complejos 
se filtraron sobre crisoles G4, se lavaron con unos 20 cm3 de etanol absolu
to y con unos 100 - 150 cm3 de éter absoluto. 

Los rendimientos de obtención estuvi~ron siempre comprendidos 
entre el 60 - 70 %de los rendimientos teóricos. Todos los complejos han 
podido ser recristalizados de unas mezclas calientes etanol absoluto: 
HCI (12 N)= 10: l. 

Los complejos son estables a la exposición a la luz y a aire . Son poco 
solubles en el agua, pero muy solubles en DMSO, DMF, piridina, CH2 Cl2 • 

2. Análisis qufmico de los complejos del Rh(III) 

Los complejos han sido atacados con agua regia, y el contenido en 
Rh % valorado por espectroscopía atómica de absorción. 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
crocombustión y (en el caso del contenido en cloro), finalmente con Ag Cl. 
Todos estos análisis se han realizado en el Departamento de Química Inor
gánica y Bioinorgánica de la Facultad de Farmacia (UCM). Los contenidos 
en S%, han sido hallados por metódos standard de microcom bustión en cola
boración 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 o/q 
S %, H %no difieren en más de ± 0,4 % de los contenidos calculados teóri
camente para unas estructuras catiónicas presmniblemente octaédricas 
[Rh1n(L)4 C12 re-, lo que apunta claramente hacia una correcta formulación 
de estas estructuras . 

3. Espectros IR. de los complejos [Rh(L)4 Cl2 J*"Cr 
' 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 espectrofotómetro I.R. 
Perkin Elmer 238 (rango 4000 - 200 cm -I ), en pastillas de KCI, en el Depar
tamento de Química Inorgánica (Facultad de Farmacia UCM, Madrid). 

Los espectros l. R. de estos complejos [Rh( L) 4 C/2 ter estudiados en el 
presente trabajo, presentan las misrnas características que hemos encontrado 
también para amplias series de complejos [Rh111( L)4 Cl2 ra-, 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 -NH2, coordinan hacia el ión Rh(III), exclusivamente a través 
del atómo de nitrógeno del heterocíclico, quedando no implicado en el pro
ceso de coordinación el átomo S (6, 8). 
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En los casos en los que los ligandos (L) poseen grupos - NH2 exocícli
cos, coordinan alrededor del catión Rh(III) exclusivamente a través ele sus 
grupos - NH 2 exocíclicos, quedando no implicado en el proceso de coordina
ción el átomo N heteroc{clico y el átomo S heterocíclico ( 6, 16 J. 

En definitiva, se repite el comportamiento, de los ligandos L (derivados 
de tiazol, benzotiazol) como ligandos monodentados hacia el catión Rh(lll), 
ampliamente descritos en base a unos detallados espectros IR. de los com
plejos [Rhl11(L)4 Cl2 fCl 2 fCí, donde L =derivados de tiazol y/o benzotia
zol similares o idénticos a los descritos en este trabajo ( 6, 16). 

Todos los complejos presentan además una banda de absorción de in
tensidad moderada en el rango de frecuencias (340 - 31 O cm -t ), y asignada 
a las vibraciones de tensión Rh- CI; esta banda está evidentemente ausente 
en los espectros l. R. de los ligan dos puTos ( 6, 16). 

4. Ensayos antitripanosórnicos "in vivo". 

La actividad "in vivo" de los complejos [Rh1Il(L)4Cl2 ter sobre las ra
tas infectadas con 106 formas epimastigotas de T. cruzi (por vía 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 1 O (diez) ratones (15). 

A partir del séptimo día post infección con T. cruzi, se administraron 
(por vía i.p. como disoluciones en 2 - 5 %DMSO en el agua) unas determina
das dosis de cada complejo (siempre inferiores a las LD50 de los complejos), 
repitiéndose esta administración los dfas 11 y 15 post infección. 

Las actividades antichagásica "in vivo" de los complejos [Rh111(L)4 
Ch fCr se puede apreciar (15) según el tiempo de sobrevivcncia de los ani
males "tratados" respecto al tiempo de sobrevivencia ele los animales "con
trol" (es decir el cociente T/C % ). Todos los animales que lograron sobrevi
vir 48 d (as post infección, fueron sacrificados, mostrando sie1npre en la san
gre algunos parásitos, pero siempre en número inferior al que presentaban 
los ratones no tratados ("controles") el día 5, post infección -véase para 
más detalles la Tabla 1- . 

Serz'a interesan te observar (véase la Tabla 1) que la mayoría de estos 
complejos del Rh(lll), catiónicos, produjeron valores T/C % notables 
(T ¡e > 15 o %) e 1 5). 

Si bien la parasitemia persiste en todos los casos (el día 48 post infec
ción), y se puede pensar que los complejos (al menos mediante este esquema 
de adn1inistración y bajo estas pautas de administración) no son curativos 
"in vivo" frente a las ratas infectadas con 106 formas epimastigotas de T. 
cruzi, en la autopsias de los animales ((tratados"' con todos estos complejos, 
no se observaron sz'ntomas eJJidentes 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 l 

Efectos anti-T. cruzi "in vivo" para los nuevos complejos (Rh 1II(L)4cz2L+C( 

Complejos Superviviéncia Dosis total (mg/Kg) 

animales (T/C %) inferior al LD50 
• 
• + -

180% (Rb (Benzotiazol)4 Cl2)Cl 200 mgjKg 
(días 18) 

(Rh (2 jlrninobenzotiazol)4 160% 32S mgjKg 
CI2YCI (día 2S) 

(Rhi2 jlminonaftotiazol)4 140% 16S mgjKg 
Cl2) Cl (día 48) 

(Rhi2 jlmino 6 etoxibenzotiazol)4 160% 80 mgJKg 
Cl2) CI (día 28) 

+ -
160% (Rh (2 brornotiazol)4CI2) Cl 3S mgjKg 

(día 36) 

(R_h (2 mercaptobenzotiazol)4CI2t 140% 42 mgjKg 
CI (día 1 S) 

(R_h (2 aminomaftotiazol)4Cl2)+ 1SO% 88 mgJKg 
Cl (día 20) 

Observaciones: Ya que la LOSO de estos complejos está comprendida en el rango 360 - 600 
mgjKg (vía í.p. como disolución en 2-5 o/cDMSO en el agua), las dosis totales administradas fracionaria
mente (3 inyecciones por cada complejo) fueron siempre inferiores a los valores LDSO. 

dores (4 - 9) [sobre la actividad antichagasica y/o a.-rrti T. brucei] de algunos 
nuevos complejos del Rh(lll), Ru(III), Ir(II), Ru(li)], cabe preguntarnos si 
la administración de estos mismos complejos [Rh(L)4 Cl2 _re¡- discutidos en 
el presente trabajo por vía s.c. y como suspensiones en aceite o "twccn" 
(para evitar posibles procesos óxido-reductores y/o hidrolisis), asi como la 
inoculación de los animales con 1 os parásitos) y la administración de los 
complejos a los 60 minutos después de realizar la inoculación, no llcvaria 
con casi bastan te probabilidad a la obtención de valores T/C% mayores, dis
minuciones importantes de la parasitemia todavía encontrada en la sangre 
de las ratas tratadas (el día 48): ya que según los criterios del mencionado 
"protocolo" un tiempo de sobrevivencia que dobla al de los controles y la 
falta de parasitemia el 8° día indican "Gran actualidad" para cualquier pro
ducto antitripanosómico. 

En efecto, eJ ejempleo de estos métodos de administración, y de las 
pautas terapéuticas (pero sobre todo la administración de los complejos co
mo suspensiones en aceite o "tween" a los 60 minutos de realizar la inocula
ción con 1 os parásitos), scgü n el "protocolo" empleado por el prestigioso 
Instituto antiparasitario alemán "lnstitute of Veterinary Meclecine" Berlín 
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(Alemania), nos permitió encontrar ( 4 - 9) (frente a las ratas infectadas con 
T. brucei, T. congolense y jo otros tripanosomas) excelentes valores del tiem
po de sobrevjvencia (T /C % ), así como en numerosos casos en que se pudo 
cualificar el efecto den u estros diversos complejos del Rh(III), Ru(III), Pt(II), 
Ir(III), Pt(IV), como "efecto curativo, o de "gran actividad", ya que no se 
detectaba el día 8 (octavo) ningún parásito 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 línea parasitaria T. venezueliense (variante disquineto
plásica del T. evansi en general, los complejos catiónjcos del Rh(III) son me
nos efectivos respecto a la línea parasitaria T. cruzi ("in vitro") según da tos 
de N . ercoli y Craciunescu (17). En efecto, estos mismos complejos arriba 
discutidos, para concentraciones n1uy elevadas (1 00 - 300 J.tg/ml) -en so
luciones 2 - 5 % DMSO en el agua- producían inhibiciones "in vitro" del 
parásito T. venezueliense superiores al rango de 80 - 90 % ( 17, 18). El com
plejo más activo en esta línea de infección parasitaria, es decir [Rh(L)4 

C12 re- donde L = 2 aminobenzotiazol en una primera serie de experilnentos 
''in vivo" (dosis de 150 mg/Kg, administración s.c. como suspensión en 
"'tween" y/o aceite) no producía valores, T/C% superiores all35 %, el día 
8° post infección, persistiendo el día 5° post infección la parasitemia en la 
sangre de las ratas, si bien en menor cuantía respecto a las "contro les". 

La situación empeora aún más cuando se trabaja "in vjvo" con las ratas 
infectadas (] 0 5 parásitos por vía i.p.) con T. gambiense. Aún administrando 
todos estos complejos como suspensión en aceite y /o en "tween" a los 60 
minutos después de realizar la inoculación, los valores T/C % no sobrepasan 
el 11 O - 127 % (el día 8°), aún para dosis cercanas a la mitad de las dosis 
letales de cada complejo (LD50). 

Convendría mencionar que, estos hechos parecen confirmar la gran re
sistencia que presentan la cepas de tripanosomas Africanos (a excepción del 
T. brucei brucei) ( 4 - 9, 19), a la actuación de los complejos catiónicos 
[Rh( L)4 Cl2 fCí, ( dode L = derivado de tiazol, imidazol, sulfonamida, ben-

·zotiazol, piridina), y al mismo tiempo apuntan hacia el hecho de que la lz'nea 
de infección parasitaria (Tripanosoma cruzO parece el más sensible a la actua
ción de los complejos del Rh(III) pertenecientes a las estructuras iónicas 
[Rh{L)4 Cl2 fCí, presumiblemente octaédricas. Estamos actualmente afian
zando esta hipótesis de trabajo, ensayando nuevos complejos sintetizados por 
el Profesor Dr. D. G. Craciunescu, del Rh(III) de estructura tambiém presu
miblerncnie octaédrica, pero neutros (es decir [Rh111(Lh t), tanto en Espa
ña como en Venezuela, Inglaterra y Estados Unidos. 
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rn. REsuLTADos y D1scusroN 

Habiendo establecido e] hecho de que la línea de infección parasitaria 
(ratón) T. cruzi es la más sensible a la actuación de los siete con1plejos 
[Rh111 (L)4 Cl2 :r-cr, hemos realizado un estudio ultraestructural (Microscopia 
Electrónica) de las formas epimastigotas de T. cruzi (cultivo 5 x 105 epimas
tigotas/rnl tratadas durante 8 horas con concentraciones de 1 O J.lg/ml ( ert 
2 % DMSO-agua) de los complejos del Rh(III). La fijación de las "placas" se 
hizo después de dejar otras 24 horas los complejos estando en contacto con 
los parásitos en presencia de 1 rnl del glutaraldehfdo al 2 %en PBS ( 1 0-15). 

Las muestras finales para el estudio de Microscopía Electrónica inclui
das en resinas epoxi, se estudiaron con ayuda de un microscopio Electró
nico Zeiss 1103 (X 1 O. 000 - hasta X 18.000 ). 

- Véase las figuras l , 2, 3, 4, 5 , 6, 7, y 8. 
El complejo [Rhii 1 (L)4 (Cl2 :r-cr, donde L = 2 mercaptobenzotjazol 

actúa alterando la crmnatina del núcleo del T cruzi, observándose su "com
pactación" y desplazamiento hacia la periferia. Sjn embargo, no se encuentra 
alterado el DNA mitocondrial que permanece con su estructura típjca de 
doble hélice. El citoplasma aparece con un número de condensaciones lipídi-
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Figura 1.- Fotagrafía de M.E. (X 14.000) de un parásito T. cruzi 

(formas epimastigotas), no tratadas ("control"). 
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J.igura 2 .- J. oto grafías de Microscopía l~Iectrónica (X 1 O .000) de los parásitos T. cruzi tratados 
. III . + -

con el compleJo (Rh (2 mercaptobenzotiazol)4Cl2) Cl. Comprende dos fotos. 
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Figura 3.- Parásitos T. cruzi tratados con (RhJll(bcn7.otia7.ol}4CJ2tcJ- (X 10."000). 

Comprende cuatro fotograf{as. 
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Figura 4. - Parásito '1'. cruzi tratado con (Rh1II(bromotiazoi4Cl2)+C( (X 40.000). 

Comprende dos fotografías . 
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l<igura 7.- Microscopía Electrónica (X 18.000) del parásHo T. cruzi tratado con 

RhiTJ (2 amino 6-etoxibenzotiazo1)4CI2tc(. Comprende cuatro fotografías. 
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Figura 8. Fotagrafía del parásito T. cruzi (X 18.000) tratado con 

Rh
111 

(2 cloro-6 mctoxibcnzotiazol)4CI2tc(. Comprende dos fotografías. 
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cas anormales y abundantes vacuolas autofágicas (véase la Figura 2). Los 
parásitos T cruzi tratados con el complejo [Rhni(L)4 Cl3 ter, dond e 
L = benzotiazol, presentan alterada totalmente su estructura, con la croma
tina del núcleo condensada de forma anormal y dispuesta bien en su ende
soma central o bien en la periferia del núcleo . pl kinetoplasto igualmente 
se encuentra anormalmente condensado, y todos los parásitos (a las 8 horas 
de tratamiento) poseen un estado muy avanzado de degeneración con 
aumento notable de vacuolas autofágicas (véase la Figura 3 ). 

EJ complejo [Rh111 (L)4 Cl2 ter, donde L = 2 bromotiazol, induce en 
los parásitos T cruzi una alteración en la disposición de la cromatina del 
núcleo, presentándose periféricamente y con un endoso m a central. El kine
toplasto presenta una disposición anormal, observándose en el citoplasma un 
aumento del número de vacuolas autofágicas (véase la Figura 4). 

Los parásitos T. cruzi tratados con el complejo [Rhll1(L)4 Cl2 fCC 
donde L = aminonaftotiazol, presentan un n úclco con un endoson1a y con 
la cromatina condensada en la periferia del núcleo. El DNA-K se presenta 
electrodenso y compacto, no observándose la disposición típica en doble 
hélice, y con la mitocondria degenerada. El citoplasma presenta un aumento 
anormal de vacuolas lipídkas y autofágicas (véase Figura 5). 

Con el complejo [Rh1II(L)4 ClfCr, donde L = 2 aminobenzotiazol, se 
observa que el núcleo de los parásitos T. cruzi aparecen también con la cro
matina condensada de forma a norma] así como DNA-K muy electrodenso 
y con una configuración "anormal" presentando los parásitos un enorme 
aumento en el número de vacuolas lipíclicas y autofágicas (véase Figura 6). 

En los parásitos T. cruzi tratados con el complejo [Rh III(L)4 C12 rcr, 
donde L = 2 amino 6 etoxjbenzotiazol no se afecta la disposkión del DNA-K 
(que presenta con la configuración típica, caratcrfstieá) y en cambio se ob
serva una afectación de la cromatina del núcleo que se puede visu1aizar al
terada y disponiéndose de una manera anormal. El citoplasn1a presenta un 
aumento importante de vacuolas lipídkas y autofágicas (Figura 7). 

En todas las fotografias de Microscopía Electrónica (aumentos de 
1 O. 000 - 18. 000) los sz'mbolos N significan Núcleo; K - Kinetoplasto,· 
M - mitocondria,· L - cuerpo lipídico; V - vacuo/as autofágicas,·F - flagelo. 

En la primera fotografía (véase Figura 1) se ob<\erva la estructura 
(X 14.000) del parásito T. cruzi "control" (no tratado). En la Figura 8, 
se observan las alteraciones inducidas por el com plejo [Rh1II(2 cloro-6 mc
toxib enzo tiazol) (Clh re- sobre el parásito T. cruzi cuyos efectos con casi 
idénticos a los producidos por [Rhu1(2 amino-6 etoxibenzoliazo1)4 Cl2 fCI
(Figura 7). 

Según L.M. Ruiz-Pérez y A. Osuna ( 15, 20) se puede sacar la conclusión 
general de que en las formas epirnastigotas de T cruzi tratadas con los com
plejos tónicos del Rh(IIJ), la característica ultraestructural más importante 
estarz'a determinada por una gran acumulación de vacuolas lipídicas, apari
ción de vacuolas autofágicas y una posterior cito lisis del protozoo. 
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Si detallamos estas observaciones generales de Microscopía Electrónica 
de las formas epirnastigo(as [tratadas "in vitro" durante 8 horas con los siete 
complejos Rh (111)] con el fin de apreciar mejor el posible mecanismo de 
acción antitripanosómica de los complejos Rh(III), podemos pensar en el 
hecho de que los complejos [Rh( L)4 Cl2 fCT alteran no solamente la cromati
na nuclear (su disposición y su tamaño natural), sino también el tamaño y la 
disposición del nucleolo. Indudablemente el DNA del kinetoplasto aparece 
a veces electrodenso, pero no muestra los efectosqueseobservanenpresencia 
de los complejos del Pt( JI) de simetría molecular "cis ", agentes alquilan tes 
y jo intercalantes ( 15). Se puede interpretar la existencia de un gran número 
de vacuo/as lipídicas y autofágicas así como los Llamados "cuerpos mielíni
cos" como resultados de los procesos degenerativos y autofágicos deL T. 
cruzi en presencia de estos complejos del Rh( !JI). También se puede suponer 
que todas las alteraciones que los complejos tónicos del Rh(lll) inducen 
sobre el protozoo, pueden deberse a efectos indirectos, consecuencia de un 
bloqueo enzimático que inzpida la incorporación normal de la Tirnidina y de 
la Uridina, si bien no debe alterar de manera rápida la biosíntesis de pro
tefnas (15, 24). 

Esto reforzaría la idea de que el mecanismo de acción antitripanosómi
ca (formas epjmastigotas de T. cruzi) es distinto (24) en el caso de los com
plejos iónicos del Rh(lll), pertenecjentes a las estructuras octaédricas 
[Rh111(L)4Cl2 ]'"Cr respecto al mecanisn1o de acción antitripanosómica des
plegada por otros otros antiturnorales [complejos cis-Pt(II)] donde se asignó 
una acción intercalan te alq uilantc, sobre el 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 interacción importante ''in vitro" ante el DNA "puro" y los complejos 
[Rh(L)4Cl2 fCr (21). El estudio de la incorporación de los distintos amino
ácidos, por parte de las fonnas cpimastigotas T cruzi en presencia de algunos 
complejos [Rh 1 ll(L)4 Cl2 fCl- y [RhTI 1(L)4 Br2 fBr- apoya asimismo la hipó
tesis de que estos complejos de acción dual antitripanosóm ica y antitumoral) 
poseen un interesante potencial inmunoestimulador, que adquiere especial 
interés pensando en el hecho de que los valores de sus LD50 oscilan entre 
300 - 650 mg/Kg (ratas) ( 1 5, 18 ). 

Craciunescu y colaboradores describieron los bajos potenciales nefrotó
xicos, hepatotóxicos y/o hcmatotóxicos (para 1/2 de su LD50), que presen
tan tanto los complejos iónicos de estructura general[Rh1 11(L)4 Cl2 rcr 
como los complejos neutros del Rh(III). es decir [Rh111(Lh t (6, 7). 

Un primer estudio exploratorio de los potencia les hepatotóxicos, nefro
tó xicos y hema to tóxicos de estos complejos, indican que administrando 1/2 
de su LD50 a las ratas Wistar (lotes de 6 ratas para cada complejo) la eleva
ción de los contenidos mg % urea, mg % creatinina (a las I 92 horas), y del 
cociente L/N (L =linfocitos, N = neutrofilos) medidas en la sangre de las ra
tas de la cepa Wistar también a Jas 192 horas, no aumentan en más de un 
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1 - 5 % indicándose así un escaso-nulo efecto nefrotóxico, ni tampoco pro
ducen bajas importantes (por debajo del 30 %en los cocientes L/N), compro
bándose de esta manera el escaso potencial hematotóxico de estos complejos 
del Rh(III) iónicos -véase la Tabla II- . 

• 
TABLA II 

Evaluación de los potenciales hematotóxicos, /¡epatotóxicos y nefrotóxicos 

de tos nuevos complejos (Rh11 TL)4Cl3fC1- (para 1 ¡2 de sus valores LD50). 

% mg creatina % mg urca LN GOT SCOT ("SGPT") 

Controles 0,621 42,67 6,15 S 1,21 17,90 

(Rh (L 1 )4 Ch +e¡ 
-

6,063 76,4 22,05 0,629 42,75 

(Rh(L2)4CJ2tc1 
-

6,041 68,3 19,39 0,631 43,82 

(Rh(L3)4 Cl2tc1 
-

68,51 22,87 0,644 42 ,78 6,052 

(Rh(L4)4CI2tc1 0,647 44,02 6,058 63,5 22,91 

(Rh(Ls )4 Cl2 )+CI 
-

69,12 35,11 0,703 42,63 6,172 

(Rh(L6 )4Cl2tc1 
-

6,090 68,32 35,02 0,655 42,75 

(Rh(L7)4ChlC1 
-

6,071 75,12 36,02 0,671 42,77 

• 
• 

Observaciones: L 1 = benzotiazol; L2 = 2 arninobcnzotiazol; L 3 = 2 aminonaftotiazol; 

L4 = 2 amino-6-etoxibcnzotiazol; L 5 = 2 hromotiazol: L6 = 2 mercaptobenzotiazol; L 7 = 2 amino

naftotiazol. Se administra siempre (lotes de 6 ratas Wistar) 1/2 de la LOSO de cada complejo. Las me

didas en la sangre se hicieron a las 192 horas. Una elevación del más del 10-2/f% en los niveles de los 

parámetros del funcionamiento renal y hepático (sobre todo si se sobjépasa el 25% en el caso de los 

niveles enzirnáticos ''COT" y "SGOT" (o ''GPT")), son inicios elaTos tic afectación renal Y respecti

vamente hepático. 

Como se puede observar en la Tabla II, el hecho de que la hematotó
xicidad de estos complejos del Rh(III) es nula (se produce mínimos descen
sos de los valores L/N = 6,1 para los "controles"), en el caso de los ánimales 
tratados con l /2 de los LDSO de los complejos de Rh(III), para ce también 
permitir suponer que el mecanismo de acción de los complejos del Rh(Ill) 
es distinto de los mecanismos de acción de los agentes antitumorales -com
plejos del Pt(II)-, alq uilantes dotados también de actividades antitripanosó
micas [como el cis-Pt(NH3 h (Clh "Neoplatin" y el "Carboplatin''], que 
producían, 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 reforzaría también 
las observaciones [comunicadas a título privado en el año 1 988 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 tónicos del Rh(III) de estructura ge
neral [Rh 1n(L)4 X 2 f X{ X = cr o Br-), cuyos valores LD50 > 300 - 600 
mg/Kg (6, 15). 

A continuación estudiaremos, con más detalles los perfiles nefrotóxicos 
(datos histopatológicos) de los complejos del Rh(III) iónicos, así como sus 
efectos hepatotóxicos (datos histopatológicos), ya que aparacen suaves ele
vaciones en los valores "SGOT" y "GOT" que indican una leve hepatotóxi
cidad (20-25 % elevación de los valores enzimáticos "GOT" y "SGOT" (me
didas en unidades de actividad enzin1ática). 

Tomando en cuenta el hecho de que el factor limitante en lo relaciona
do a los efectos tóxicos, secundarios, de todos los complejos de grupo del 
Platino [al que pertenece también los complejos del Rh(III) es la nefrotoxi
cidad, se ha administrado, en una segunda serie de experimentos 3/4 de las 
LD50 de los complejos (por vía s.c. a unos lotes de 6 ratas para cada com
plejo); no observándose aún en esta situación de administración de dosis ex
tremedamente elevadas el hecho de que la función renal sea comprometida. 

En efecto (respecto a los controles), en este segundo esquema de admi
nistración los contenidos medios en la sangre,% mg urea;% mg creatinina; 
% mg ácido úrico, no sobrepasan en un 5-6% los valores conespondientes de 
los controles: este hecho constituye una clara manifestación de la falta de ne
frotoxicidad de todos los complc>jos del Rh(III) estudiados en el presente tra
bajo. Aún más, tampoco se alteran los potenciales hernatotóxicos, respecto 
a los controles [sj se administra 3/4 de las LDSO 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 
también el nulo potencial hematotóxico de los complejos [Rh(L)4 Ch fCl
cstudiados en este trabajo, comprobándose además el hecho de que a d ife
rencia de los complejos del platino [Pt(Il), Pt(IV)] de acción dual [antitumo
ral y antitripanosómico ], no se trata de agentes inmunosupresores. Para 
todos estos experimentos se emplearon lotes ele ratas Wistar (6 animales) 
para cada complejo, y todos los complejos fueron administrados vía s.c. 
como suspensión en "aceite" y /o "Tween". 

Administrando una dosis muy elevada (igual al LD50 del complejo más 
activo [Rh III (benzotiazol)4 Cl2 ]tl-), por vía s.c. como suspensión en aceite 
(LD50 ~ 605 mg/Kg) se observa (a las 192 horas) una elevación del enzima 
"GOT" del orden de 32 % y una elevación del enzima "SGOT" (en las san
gres de las ratas) del orden de 35 % respecto a los "controles". Según A. M. 
Guarino y colaboradores (25) de estos resultados no se puede deducir sino 
un efecto hepatotóxico moderado. El estudio de microscopia óptica y electró
nica de los hígados de las ratas (6 ratas de las cepas wistar) tratadas con el 
COll1p1ejo [Rh111(ben7otiazol)4Cl2 rcr en dosis muy elevadas (equivalentes 
al valor LD50 "' 605 mg/Kg) vuelve a confirmar los datos que indican las 
medias de los parámetros "GOT" y "SGOT", en el sentido de que se puede 
observar la existencia de cortes de hígado eden1as focales (no generalizados), 
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y un cierto engrosamiento de la cápsula de Bowman. pero ni se observaron 
inclusiones densas a nivel mitocondrial ni aparición de mielina, ni un enorme 
(importante) engrosamiento de la cápsula de Bowman. como en el caso de 
los complejos "Carboplatin" "Neoplatin" y otros cis-complejos del Pt(II) 
(26). Podríamos por lo tanto poner una vez más .de relieve, también la baja 
moderada toxicidad hepática de algunos complejos del Rh(Ill), de estructura 
octaédrica, comparada con los agentes duales (complejos del Pt(II)) aún en 
estas situaciones límite (administración de dosis no fraccionadas muy eleva
das, eq uivalentcs al LDSO). 

Según los datos de microscopía óptica de los cortes semifinos de los ri
ñones (X 420), tratadas con una gran cantidad del complejo (equivalente a 
si LD50, que es LDSO :::::: 605 mg/Kg), a las 240 horas se observan importnn
tes lesiones renales. (Véase la Figura 9 que corresponde a las microfotogra
fías 16, 17, y 18) y la Figura 1 O (que corresponde a las microfotografías 19 , 
20 y 21 ), correspondiendo esta última figura a la administración fraccionada 
(a las 24 horas y a las 48 horas de la LDSO). 

• • •• ••• 
1 ~ 

. . ... 
• --

Figura 9.- Datos de mjcroscopÍa Óptica (X 420) de los riñones de las ratas que recibieron Ja 

LDSO (605 mgfKg) en una sola inyección (240 horas). Comprende las fotos J 6, 17, y 18. 
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Figura 9. - (Continuación) 
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Figura 10.- Datos de microscopía Óptica (X 420) de los riñones de las ratas que recibieron 

la LDSO (605 mgfKg) en 2 inyecciones (resultados a las 240 horas) . Comprende las fotos 19,20 Y 21. 
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Figura 10.- (Continuación). 
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En efecto las lesiones degenerativas de las células epiteliales tubulares 
son bastante intensas, pudiendo ser clasificadas como "degeneración hidró
pica" (véase las microfotografías 1 6, 17 y 19 de las Figuras 9 y 1 0), siendo 
en algunas células tan intensa que las mencionadas lesiones toman un aspecto 
"Balonizado" e hinchado; produciéndose una reducción de la luz del túbulo 
que a su vez está ocupado por una masa eosinófila acelular amorfa que co
rresponde al aparato de microvellosidades del ribete en cepillo (tal como se 
detalla en la fotografía 18). En el caso de la administración fraccionada de 
la dosis LD50, (a las 24 horas y a las 48 horas) , los datos de microscopía 
óptica de los rjñones de las ratas Wistar (véase Figura 1 O, que corresponde a 
las fotografías 20 y 21), las lesiones son similares, sólo que menos intensas, res
pecto a la situación de referencia (administración de la LDSO en una sola 
inyección y examen histopatológico de los riñones a las 240 hora después de 
adminitrar el complejo). 
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Influencia del diluyente en la detección de 

microorganismos en medicamentos tópicos. 
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RESUMEN 

Se ha estudiado la influencia de algunos diluyentes en la detección de la contaminación micro

biana de medicamentos hidrófilos de administración tópica. Los diluyentes empleados han sido tripto

na sal con diferentes concentraciones de polisorbato 20 y 80 y caldo TAT (triptona, azolectina y 

polísorbato). Para detectar la contaminación bacteriana y fúngica 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 más adecuado para este tipo de productos fue una disolución de triptona sal 

que contenía 10 % polisorbato 80. 

Palabras clave: M e di ca m en tos tópicos.- Micro organismos.- Diluyen te. 

SUMMARY 

Influcncc of dilucnt on the microbial analysis of topical drugs. 

lt has bcen studicd thc in11uenc:c of so me diluents (tryptone-salt solutions with differen t rates 

of polysorbate 20 and 80, bcsides TA T (try ptone, azolectine polysorbate) broth on thc dctection of 

thc microbial contamination of hydrophilic topical drugs. The plate and MPN mcthods ha ve bccn used 

for the bacteria! and fungal counts. Dctcction of E. coli, S. aureus and C. albicans has also been pcr

formcd. Ilaving rcgard to our results, the most useful diluent for this kind of products is tryptone-salt 

solution contain ing 1 O% of polysorba te 80. 

Key words: Topical drugs. - Microorganisms.- Diluent. 

lNTROD UCCION 

El estudio de la contaminación microbiológica de los productos farma
céuticos de aplicación tópica se enfrenta con grandes inconvenientes, como 
la falta de métodos exactos, contrastados y normalizados, la distribución 
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