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Recientemente se ha demostrado que un subtipo de astrocitos denominados células AbA 

(del inglés  Abrerrant Astrocyte) juega un papel importante en la muerte de motoneuronas 

espinales que tiene lugar en la Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA). Por lo que, una 

estrategia terapéutica propuesta para esta patología puede ser la eliminación selectiva de 

estas células que se ha demostrado que están estrechamente relacionadas a la fase 

sintomática de la enfermedad.  En este contexto se estudió  la   actividad citotóxica 

selectiva hacia las células  AbAs de compuestos pertenecientes una quimioteca propia, 

lográndose identificar una serie de estructuras líderes entre los que encuentra el 

flavonoide sintético CH38.  

El compuesto CH38 fue el que mostró la mayor actividad citotóxica selectiva hacia las 

AbAs lo que ameritó realizar estudios preclínicos de dicho compuesto como potencial 

fármaco para el tratamiento de la ELA. Además estudios previos han demostrado que 

CH38 es capaz de inducir la vía Nrf-2-ARE y es ampliamente sabido que activar esta vía 

en el Sistema Nervioso Central brinda un ambiente citoprotector en diversas patologías 

neurodegenerativas.  Otro aspecto para resaltar es que CH38 no resultó mutagénico en 

ninguna de las condiciones exigidas por las guías OECD utilizando el test de Ames.  

Con estas premisas, en este trabajo profundizamos en el desarrollo preclínico de CH38, 

involucrando estudios de propiedades fisicoquímicas como solubilidad, lipofilicidad, 

permeabilidad y toxicidad. Finalmente se estudió el potencial terapéutico de CH38 en el 

modelo animal de ELA, ratas SOD1G93A obteniéndose resultados auspiciosos que 

merecen ser profundizados. 
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Abreviaturas 

 

AgNO3 - Nitrato de plata 

AbA - acrónimo del inglés abrerrant astrocyte 

ADN - Ácido desoxiribonucleico 

AINE - Antiinflamatorio no esteroideo 

APS - Persulfato de amonio 

BHE- Barrera hematoencefálica 

CH38- Flavonoide sintético 

DMSO - Dimetil sulfóxido 

ELA - Esclerosis lateral amiotrófica 

HPLC - acrónimo del inglés Hight performance liquid chromatography 

LD50 - Dosis letal cincuenta 

Log P - Coeficiente de partición octanol- PBS  

NaOH - Hidróxido de sodio 

Nrf-2 - acrónimo del inglés NF-E2 related factors 

PBS - Buffer fosfato 

PCR - acrónimo del inglés Polymerase chain reaction 

PGHS - Enzima Prostaglandina endoperóxido sintetasa 

SAH - Seroalbúmina humana 

SNC - Sistema Nervioso Central 

SOD1G93A - Transgen de la proteína superóxido dismutasa 1 humana mutada 

TBE - Buffer formado por Tris, Borato y EDTA 
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TEMED - Tetrametiletilendiamina 

UV-Vis - Espectroscopia ultravioleta- visible 

wt - acrónimo del inglés Wild type 
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Introducción 
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Proceso de desarrollo de nuevos fármacos 

El desarrollo de nuevas terapias y/o nuevos fármacos es un proceso largo que 

usualmente dura entre 10 y 15 años, en promedio solo una de cada cinco mil moléculas 

llega a ser un medicamento registrado. 

 En la Figura 1 se resumen las etapas que debe atravesar un compuesto para lograr 

convertirse en un fármaco comercial1, a continuación se describen brevemente estas 

etapas:  

 

 

1. Identificación y validación de dianas: Durante esta etapa se busca 

identificar nuevos blancos terapéuticos y confirmar su papel en el proceso 

patológico 

2. Detección de “hits”: Consiste en la realización de ensayos robustos que 

permitan detectar el potencial terapéutico de moléculas líderes. 

3. Optimización de cabezas de serie: Luego de identificados los líderes se 

los modifica químicamente para mejorar sus propiedades como fármaco. 

4. Primero estudios de seguridad y eficacia clínica: Para determinar el 

perfil inicial de seguridad de un fármaco se efectúan análisis toxicológicos y 

farmacológicos de seguridad, utilizándose ensayos in silico, in vitro e in 

vivo. 

5. Ensayos PoC/Fase I: El fármaco es administrado por primera vez en 

humanos para verificar la tolerancia, mecanismo de acción y eficacia. En la 

mayoría de los casos el fármaco se prueba en un grupo pequeño de 

individuos sanos. 

6. Ensayos de Fase II: El principal objetivo es establecer el margen de dosis 

del nuevo fármaco a partir del conocimiento de su farmacocinética 

(absorción, distribución,  metabolización y excreción) y su  farmacodinamia 

Figura 1. Etapas de desarrollo de un fármaco
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(naturaleza de la acción farmacológica y relación dosis/respuesta). Se 

realizan en pacientes potenciales pero también pueden llevarse en 

voluntarios sanos, el grupo tratado es de mayor número de personas que 

en los estudios de fase I. 

7. Ensayos de Fase III: El objetivo principal es establecer una relación 

beneficio/riesgo en comparación con otras alternativas terapéuticas 

disponibles, establecer la eficacia del fármaco e identificar y cuantificar 

efectos indeseados más frecuentes. 

8. Registro: En esta etapa se recopilan todos los estudios preclínicos  y 

clínicos, los datos de calidad y descripción del proceso de fabricación; 

estos son presentados a las autoridades reguladoras las cuales autorizarán 

o no la comercialización del fármaco. 

9. Actividades posteriores al lanzamiento: Una vez en el mercado, es 

necesario continuar evaluando  algunas propiedades que no pueden ser 

fácilmente descritas en las etapas anteriores, es por esto que surge el 

concepto de farmacovigilancia, para evaluar posibles nuevas indicaciones, 

eficacia en combinación con otros fármacos y la eficacia en las condiciones 

habituales de uso. 

Cabe aclarar que los ensayos de carácter preclínico realizados en este trabajo, se 

encuentran enmarcados dentro de la etapa 4, por lo tanto solo se profundizará en 

conceptos pertenecientes a dicha etapa.  

 

Ensayos preclínicos 

En los últimos años, múltiples propiedades de los candidatos a fármacos han sido 

optimizadas. Esto se debe a que en los tiempos recientes no solo es necesario que el 

fármaco tenga la actividad farmacológica deseada, también debe presentar propiedades 

ADME/Tox (Absorción, Distribución, Metabolismo, Eliminación y Toxicidad) lo 

suficientemente satisfactorias para priorizar el bienestar de los pacientes y la correcta 

eficacia del tratamiento.  

 De cientos de candidatos a fármacos que presentan interacción con el blanco terapéutico 

deseado, solo una pequeña fracción de éstos presenta propiedades ADME/Tox 

satisfactorias como para convertirse en fármaco. Lo que ha impulsado el diseño racional 
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de los mismos. El conocimiento de este tipo de propiedades ha ayudado a optimizar 

protocolos para determinar otras propiedades las cuales pueden verse afectadas. Un 

claro ejemplo de esto es estudiar cómo afecta la baja solubilidad, le inestabilidad química 

y la baja permeabilidad de un compuesto a los parámetros farmacocinéticos y a la 

biodistribución en ensayos in vivo2. 

Los ensayos preclínicos, están orientados a determinar todas estas propiedades, las 

cuales resultan muy importantes a la hora de seleccionar compuestos como futuros 

fármacos. Actualmente existe una tendencia a realizar tempranamente este tipo de 

ensayos, lo que permite ahorrar tiempos a futuro. A continuación, en la Tabla 1 se 

presenta una lista con algunas de estas propiedades.  

 

Estas propiedades están estrechamente relacionadas, por ejemplo cuando las 

propiedades estructurales interactúan con el ambiente físico, obtenemos las propiedades 

fisicoquímicas. Cuando las propiedades estructurales interactúan con proteínas, el 

resultado son las propiedades bioquímicas;  a un nivel de complejidad mayor, cuando 

combinamos las propiedades bioquímicas con las fisicoquímicas,  el resultado son las 

propiedades farmacocinéticas. 

Por otro lado, para que un candidato a fármaco continúe su trayectoria e  ingrese a una 

fase de estudios clínicos, es necesario que sea aprobado por la FDA (Food and Drug 

Administration,EEUU), la cual exige determinados requisitos para poder abordar las 

siguientes fases del desarrollo de un fármaco. Una vez que se cumple con todos los 

requisitos de la FDA estos candidatos pueden ser utilizados en la clínica. 

Estructurales Fisicoquímicas Bioquímicas 
Farmacocinética y 

toxicidad 

Lipofilicidad Solubilidad 
Metabolismo (fases I y 

II) 
Clearence 

Peso molecular (PM) Estabilidad Química 
Unión tejido específica 

y a proteínas 
Vida media 

pKa Permeabilidad 
Transporte (eflujo, 

difusión) 
Biodisponibilidad 

Reactividad   
Interacciones 

fármaco-fármaco 

Área de superficie 
polar (del inglés 

PSA.) 
  LD50 

Tabla 1.  Clasificación de propiedades determinadas mediante ensayos preclínicos
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La industria farmacéutica ha optado por anticiparse a estos requerimientos (realización de 

ensayos preclínicos) buscando promover únicamente el desarrollo de aquellos candidatos 

que tengan grandes probabilidades de éxito. 

Las propiedades fisicoquímicas y bioquímicas de potenciales fármacos, como solubilidad, 

permeabilidad y estabilidad metabólica, han sido el foco temprano de la industria 

farmacéutica ya que estas permiten obtener un background general de los candidatos. 

Esto se debe a que dichas propiedades pueden determinarse  relativamente rápido 

utilizando modelos biológicos en modelos in vitro. Esto ha ayudado a los químicos a 

decidir cómo modificar estructuras moleculares con el objetivo de mejorar las propiedades 

anteriormente mencionadas. Para enfatizar la importancia que han tenido los estudios 

preliminares in vitro en la búsqueda de nuevos fármacos, basta con mencionar que la  

probabilidad que un candidato a fármaco falle en alguna de las propiedades que se 

evalúan ha disminuido de un 39% en 1998 a un 10% en el año 20003. 

 

Generalidades de los Flavonoides 

Los flavonoides comprenden un amplio grupo de compuestos orgánicos que fueron 

descritos por primera como metabolitos secundarios en las plantas. Debido a su gran 

diversidad se los ha involucrado en numerosas funciones  como en el color púrpura de las 

flores, la protección UV-B y protección antimicótica4. Posteriormente se ha logrado 

desarrollar análogos sintéticos de flavonoides naturales. 

 La estructura general de los flavonoides, puede ser considerada como fenilbenzo-pironas 

(fenilcromonas), compuestos de dos anillos bencénicos unidos mediante un anillo 

heterocíclico pirano o pirona. 

 

 

Figura 2. Estructura general de los flavonoides, considerados como 

fenilbenzo–pironas compuestos de dos anillos bencénicos (anillos A y 

B) unidos mediante un anillo heterocíclico de pirano o pirona (anillo C).
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La diversidad estructural permitió clasificarlos en distintos grupos, como flavonas, 

isoflavonas, chalconas, flavonoles y flavanonas (Figura 3). También se han agrupado de 

acuerdo a los sustituyentes presentes en las tres estructuras cíclicas. 

 

 

Propiedades terapéuticas de los flavonoides 

Los flavonoides tanto naturales como sintéticos son moléculas versátiles capaces de 

modular una amplísima gama de actividades biológicas. Esto se ha reflejado en 

numerosas revisiones, que citan su actividad como antioxidantes, antibióticas, 

antiinflamatorias, moduladoras enzimáticas, antiproliferativos, estrogénicos, antivirales, 

osteogénicos, entre otras4-6. Esta amplitud desplegada de actividades biológicas obedece 

a pequeños cambios estructurales, este hecho junto a que son compuestos en general 

poco tóxicos los hace muy interesantes desde el punto de vista de su consideración como 

potenciales fármacos. A continuación se describen algunas propiedades que poseen o 

podrían estar en relación directa o indirecta con este trabajo. 

 

Antioxidantes  

Los flavonoides han mostrado actividad antioxidante, frente a peroxi-radicales, hidroxi-

radicales y anión superóxido. Estudios in vitro han mostrado que una mezcla de 

flavonoides naturales, puede detener la lipo-peroxidación en un homogenado de cerebro 

de rata,  con una eficacia similar a la vitamina E7, 8. 

Figura 3. Estructura general de las chalconas, flavanonas y flavonas.
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Recientemente estudios in vitro demostraron que los flavonoides pueden modificar la 

expresión de genes que colaboran con la homeóstasis redox a través de la modulación de 

factores de transcripción sensibles al estrés oxidativo. En este contexto se ha demostrado 

que los flavonoides pueden modular las vías del factor nuclear κΒ (NF κΒ) y del factor 

nuclear eritroide-2  (Nrf2), las cuales inducen la expresión de señales de supervivencia, 

proteínas detoxificantes y antioxidantes como las enzimas superóxido dismutasas 

(SODs), glutatión peroxidasas y NADPH: quinona oxidoreductasas9-11. 

 

Inhibición de enzimas 

Algunos flavonoides tienen la capacidad de inhibir enzimas cuya actividad genera 

radicales libres, como por ejemplo la enzima mitocondrial óxido nítrico sintetasa y la 

enzima xantina oxidasa, responsable de catalizar la conversión de xantina e hipoxantina a 

ácido úrico12-14. 

Por otra parte, se ha asociado la actividad antitumoral de los flavonoides a su capacidad 

de inhibir algunas proteínas quinasas dependientes de ciclina15, proteínas tirosina 

quinasas16, topoisomerasas17 y proteínas quinasas C18. 

 

Actividad anti-inflamatoria 

La actividad anti inflamatoria de los flavonoides, es diversa. Se demostró que algunos 

flavonoides como el santin, procedente de la planta Tanacetum parthenium, es capaz de 

inhibir las enzimas ciclooxigenasa (COX) y la 5’-lipooxigenasa, dos enzimas importantes 

en el metabolismo de ácido araquidónico19. En el mismo contexto flavonoides como la 

cianidina son capaces de inhibir  las isoformas 1 y 2 de la prostalganina endoperóxido 

sintetaza (PGHS-1/2), las cuales son el blanco para el desarrollo de nuevos 

antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). Si bien lo que se busca es inhibir 

específicamente la actividad PGHS-2, manteniendo la actividad PGHS-1 la cual está 

relacionada con los efectos adversos de los AINE19, derivados de la cianidina podrían ser 

útiles para lograr dicho efecto20. 

Otros flavonoides como el kaempferol y la apigenina han sido evaluados en inflamaciones 

cutáneas obteniéndose resultados positivos ya que estimulan la formación del tejido 
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granular. Particularmente la apigenina ha demostrado tener efecto sobre el crecimiento de 

los fibroblastos además de regular el sistema inmune frente al daño tisular21, 22.  

Finalmente la acción antiinflamatoria de los flavonoides puede estar mediada por la 

modulación del factor de transcripción Nrf223 como se describe más arriba.  

 

Actividad sobre el SNC 

Si bien se han demostrado diversos efectos de los flavonoides sobre el SNC, el campo de 

mayor interés, es el efecto neuroprotector de los mismos debido a su amplio rango de 

actividades antioxidantes, anti-inflamatorias, anticancerígenas, ansiolíticas y 

analgésicas24.  

En las principales enfermedades neurodegenerativas como lo son  la enfermedad de 

Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y en  la esclerosis lateral amiotrófica (ELA), se ha 

descrito el que el daño oxidativo tiene un rol importante en la muerte neuronal y por ende 

en la progresión de la enfermedad26. Debido a esto las propiedades anti-inflamatorias y 

antioxidantes intrínsecas de los flavonoides  sumado a la capacidad de regular las vías de 

señalización que involucran al factor de transcripción Nrf223 se ha postulado el uso de 

flavonoides para el tratamiento de estas patologías.  

En este sentido, estudios in vivo han demostrado los efectos beneficiosos de ciertos 

flavonoides en patologías del SNC como isquemias cerebrales,  la enfermedad de 

Parkinson y la enfermedad de Alzheimer24, 25. En esta última, llegando incluso al diseño y 

síntesis racional de flavonoides capaces de inhibidor selectivamente la enzima 

acetilcolinesterasa y la formación de agregados del péptido beta amiloide β-amiloide, los 

cuales están estrechamente relacionados al deterioro cognitivo y la perdida de la memoria 

que tienen lugar en esta enfermedad27. 

 

Esclerosis Lateral Amiotrófica 

La Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa, que se 

caracteriza por el desarrollo de una parálisis muscular progresiva como resultado de la 

muerte selectiva de motoneuronas en la corteza cerebral, el tallo cerebral y la médula 

espinal28. En la mayoría de los casos la aparición de la enfermedad  es esporádica (90%), 
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es decir que no se ha evidenciado un componente genético relacionado, el 10% restante 

está ligado a factores genéticos y son heredados de manera dominante. 

Los síntomas característicos de ELA son: i) debilidad y atrofia muscular progresiva, 

seguido por parálisis progresiva, como consecuencia de la pérdida incesante de 

motoneuronas, ii) fasciculaciones asociadas a la denervación muscular, iii) exaltación de 

los reflejos tendinosos, que reflejan la pérdida de control inhibitorio por la degeneración de 

la vía cortico-espinal. 

Entre el 10% y el 20% de los casos heredados de ELA, son causados por mutaciones en 

el gen que codifica el enzima citosólica Cu/Zn Superóxido Dismutasa-1 (SOD1). Se han 

identificado más de 100 mutaciones en el gen que codifica para SOD1 capaces de 

generar la enfermedad29. La identificación y aislamiento de estas mutaciones a partir de 

pacientes con ELA hereditaria ha permitido el desarrollo de modelos animales murinos de 

la enfermedad30-32. 

 

Papel de los astrocitos en el SNC 

Los astrocitos, el tipo celular predominante en el sistema nervioso central (SNC), 

constituyen una población celular altamente plástica, renovable y heterogénea33. En 

condiciones normales los astrocitos desempeñan funciones sumamente especializadas y 

estructuralmente localizadas que permiten el correcto funcionamiento del SNC. El soporte 

metabólico y trófico a las neuronas34, el mantenimiento de la homeóstasis iónica y 

osmótica mediado por  la regulación de los flujos de potasio y agua, son solo algunas de 

las funciones de este tipo celular; así como también la regulación de la excitabilidad 

neuronal y la neurotransmisión mediante el control de la disponibilidad de glutamato en la 

hendidura sináptica35. De esta forma los astrocitos no solo proveen de un microambiente 

trófico, físico y metabólico para la sobrevida neuronal sino que también participan en la 

generación y el procesamiento de la información neural (proceso conocido como sinapsis 

tripartita) 36, 37.  

En respuesta al daño del sistema nervioso central, los astrocitos responden adoptando un 

fenotipo reactivo (astrocitosis reactiva), caracterizado morfológicamente por hipertrofia de 

los núcleos y de los cuerpos celulares, aumento de la proliferación y por el desarrollo de 

procesos gruesos y largos con un alto contenido de GFAP (del inglés Glial Fibrillary Acidic 
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Protein). Las alteraciones morfológicas son el resultado de cambios en la expresión  

génica de una amplia gama de proteínas, entre las que se encuentran proteínas del 

citoesqueleto, de superficie o de matriz extracelular, proteasas, factores de crecimiento y 

citoquinas38. La heterogeneidad astroglial también se observa en respuesta al daño. Los 

astrocitos de diferentes regiones del SNC no responden de la misma manera a un 

estímulo dado39 y además, dentro de una misma región las respuestas varían 

dependiendo del estímulo38. En tal sentido, la combinación de diferentes mediadores 

producidos en el microambiente de la lesión va a determinar el fenotipo astrocitario 

reactivo final40. 

La reactividad astrocitaria también se observa en la mayoría de las enfermedades 

neurodegenerativas, incluyendo enfermedades como Alzeimer41, 42, Parkinson43, 44 y ELA45, 

46.  En los últimos años el concepto de astrocitosis como una respuesta inespecífica de los 

astrocitos frente al daño neuronal ha cambiado. Si bien algunos autores ven a la 

astrocitosis como un intento del SNC de aislar la zona dañada, remover compuestos 

tóxicos producidos por las neuronas en degeneración y promover la supervivencia y el 

crecimiento neuronal38, 47, otros autores consideran que una activación o de los astrocitos 

podría por un lado desencadenar estrés  y/o muerte neuronal32.     

 

Modelo animal y nuevos partícipes en la progresión de la enfermedad 

A partir de los casos heredados de ELA se han logrado identificar y aislar más de 100 

mutaciones en el gen que codifica para SOD1 capaces de generar la enfermedad. Estas 

han permitido el desarrollo de modelos transgénicos murinos que han sido muy útiles para 

el estudio de la enfermedad48, 49. En estos animales, la sobreexpresión de algunas 

mutaciones de SOD1 recapitulan fenómenos fisiopatológicos similares a los que ocurren 

en el ser humano, como la muerte de motoneuronas, la degeneración muscular y la 

subsiguiente parálisis progresiva hasta la muerte. Este proceso patológico no parece ser 

provocado por la pérdida de actividad catalítica de la SOD1 mutada sino que ha sido 

ligado a una ganancia de función neurotóxica que desencadena alteraciones en la 

química redox, la agregación proteica, la disfunción mitocondrial, el estrés de retículo, 

alteraciones en el transporte neuronal y la neuroinflamación50.   

El desarrollo de quimeras SOD1 mutada con células salvajes (wt) permitió demostrar que 

la toxicidad que genera la enzima mutada no es mediada por un solo tipo celular51. Un 
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abordaje celular más fino en el SNC se determinó que la sobreexpresión de la SOD1 

mutada solo es capaz de producir efectos negativos cuando se expresa en al menos dos 

tipos celulares, la neurona y la glia. Ni la sobre-expresión de la SOD1 mutada 

exclusivamente en neuronas52, 53, ni exclusivamente en astrocitos54 fue capaz de 

desencadenar los eventos patológicos asociados a la ELA. A partir de estos resultados se 

ha hipotetizado que los eventos neurodegenerativos de la ELA, subyacen en la pérdida 

y/o la alteración de la comunicación glia-neurona50. Otros estudios han demostrado que la 

eliminación de la SOD1 mutada específicamente en astrocitos aumenta la sobrevida de 

ratones transgénicos SOD1G93A debido a una disminución del progreso de la enfermedad 

pero esto no afecta al inicio de la fase sintomática. En contribución con lo anteriormente 

descrito, estudios in vitro han demostrado que los astrocitos que expresan mutaciones de 

la SOD1 presentan una toxicidad selectiva para las motoneurona salvajes tanto en co-

cultivo como a través de factores liberados55. 56.  

En el mismo contexto, se ha observado la presencia de astrocitos reactivos rodeando 

motoneuronas espinales degenerantes en etapas iniciales de la enfermedad, incluso 

antes de la fase sintomática57, 58. Esto sugiere que dichas células podrían tener un papel 

relevante en la muerte neuronal ulterior. En el asta ventral de la médula espinal de 

pacientes y en los modelos murinos de ELA, se observan astrocitos hipertróficos 

expresando altos niveles de GFAP y una batería de marcadores inflamatorios. Esta 

reactividad astrocitaria es progresiva y aumenta a medida que la enfermedad avanza59. El 

estudio del rol de los astrocitos en la muerte de las motoneuronas ha cobrado relevancia 

en los últimos años permitiendo que los estudios en este campo sigan avanzando.  Como 

consecuencia de esto, se ha reportado que astrocitos generados a partir de neuroblastos 

aislados en pacientes con ELA (post morten) inducen la muerte de motoneuronas en 

cultivo60, esto se ha vinculado con lo previamente descrito en modelos animales55. Por 

otro lado, se demostró que la inyección intraespinal de astrocitos SOD1G93A en ratas no 

transgénicas es capaz de inducir la muerte de motoneuronas desencadenando una 

disfunción respiratoria debido a la afección del nervio frénico61. 

Por último y más reciente, el equipo de investigación del Laboratorio de Neurobiología 

Celular y Molecular del Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable ha 

reportado el aislamiento de un nuevo fenotipo astrocitario aberrante presente en la 

médula de animales SODG93A  durante la fase sintomática de la enfermedad. Estas células 

han sido denominadas AbA62 (del inglés, Aberrant Astrocytes) dado su particular fenotipo, 
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la caracterización de este nuevo tipo celular aspectos muy interesantes en cuanto a su 

comportamiento proliferativo, expresión de marcadores y toxicidad sobre la motoneuronas 

in vitro, siendo hasta el momento las células descritas con mayor potencial citotóxico para 

las neuronas motoras. 

Además se ha demostrado de que la aparición de estas células está estrechamente 

relacionado con la aparición de la fase sintomática de la enfermedad y se han identificado 

AbAs proliferando alrededor de motoneuronas en la médula espinal de animales 

SOD1G93A en fase sintomática. 

La presencia de células con características similares a las células AbA también ha sido 

reportada en muestras autópsicas de pacientes con ELA63, sugiriendo que la generación 

de células AbA no sería una particularidad del modelo animal y que células similares 

podrían desempeñar un papel en la enfermedad humana. 

 

Actualidad farmacológica para el tratamiento de la ELA 

Las estrategias farmacológicas para el tratamiento de ELA son extremadamente limitadas 

en la actualidad. Existe, como única herramienta terapéutica un derivado benzotiazólico, 

conocido como riluzol (Rilutek, Sanofi-Aventis, Figura 4), que retrasa el comienzo de la 

dependencia de la ventilación mecánica o traqueotomía, aumentando la expectativa de 

vida del paciente con ELA en 3 a 5 meses64. En estudios de fase preclínica avanzados y 

de fase clínica iniciales se encuentra olesoxime65, un análogo de colesterol desarrollado 

por Trophos SA (denominado TRO-19622, Figura 4), que posee notables propiedades 

neuroprotectoras de motoneuronas en animales de experimentación. En una etapa más 

inicial aún, ha sido propuesto el colorante catiónico azul de metileno (MB, Figura 4) como 

un potencial agente para el tratamiento de la enfermedad66, 67.  

 

 

 

 

Figura 4. Agentes usados en 

distintas etapas de desarrollo, 

para el tratamiento de ELA.  
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Bajo este contexto farmacológico y combinado con los nuevos avances en ELA 

principalmente la descripción de un nuevo fenotipo astrocitario con gran potencial 

citotóxico para las motoneuronas. Se ha planteado la búsqueda de nuevas estrategias 

farmacológicas que causen citotoxicidad dirigida exclusivamente a las células AbA. 

 

Búsqueda de una estrategia farmacológica para eliminar 

selectivamente las células AbA. 

Inicialmente se buscó identificar compuestos que sean citotóxicos para las células Aba y 

no lo sean para los atrocitos normales. En estudios previos de nuestro grupo se 

seleccionaron flavonoides de origen sintético68, pertenecientes a grupos estructurales 

definidos (chalconas, flavanonas y flavonas, Figura 3), estos compuestos fueron 

sintetizados por el Dr. Cabrera durante el desarrollo de su tesis doctoral68.   

Estos flavonoides demostraron poseer un comportamiento citotóxico diferencial  hacia 

células tumorales69  además demostraron ser quimiopreventivos del estrés oxidativo y 

electrofílico capaces de producir la translocación de Nrf-2 al núcleo y así por activación de 

la vía Nrf-2/ARE inducir enzimas detoxificantes de xenobióticos de fase II. Cabe destacar 

que no se habían realizado ensayos de carácter preclínicos hasta el momento. 

En una primera instancia se realizó un cribado masivo en búsqueda de citotoxicidad 

diferencial hacia las células AbA, esto se llevó a cabo  mediante el ensayo de 

Sulforodamina B donde se evaluaron a dosis fija (25 µM) 19 compuestos (Figura 5). Los 

resultados biológicos fueron altamente prometedores y permitieron identificar un prototipo 

estructural (Figura 5 y Tabla 2) capaz de depletar selectivamente astrocitos aberrantes 

(AbA). 
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Figura 5. Se evalúa la sobrevida celular mediante la técnica de SRB luego del tratamiento con los 

compuestos 1-18 durante 24h a 25 µM. Ejemplos significativos (de izquierda a derecha: compuestos 

inactivos, no selectivos, y selectivos) del cribado masivo en la búsqueda de citotoxicidad diferencial in vitro 

de agentes con diferente perfiles de activación de la vía Nrf-2-ARE (wt: astrocitos normales, Tg: astocitos 

transgénicos para SOD1G93A, Aba: astrocitos aberrantes). 

 

Analizando los resultados mostrados en la Figura 5 se puede apreciar claramente que los 

19 compuestos evaluados se pueden clasificar en tres grandes grupos: I) poco citotóxicos  

en los tres fenotipos celulares (compuestos 3, 5, 9, 10, 13, 17, 18); II) muy citotóxicos en 

las tres líneas (2, 14, 15, 16) y III) citotóxicos selectivos frente a AbA (compuestos 1, 4, 6, 

7, 8, 11, 12). 

El compuesto más prometedor fue el derivado 6 (Figura 5), fue seleccionado para 

estudios posteriores  y se pasará a llamar en este trabajo CH38. 

En segunda instancia se realizaron estudios dosis-respuesta in vitro para los productos 

más relevantes. De aquí surge una serie de líderes que a ciertas dosis poseen una 

adecuada ventana terapéutica. De estudios sobre líneas celulares en monocapa y con 

bajos niveles de factores de crecimiento se demostró que los compuestos son capaces de 

inducir la muerte selectiva de las células AbA no relacionada con la proliferación. 
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En tercera instancia, se realizaron estudios preliminares in vivo con el compuesto 6, ahora 

denominado CH38. Se analizó la sobrevida de animales  SODG93A, utilizados como 

modelo animal de ELA, nuevamente se obtuvieron resultados prometedores aunque no 

estadísticamente significativos, debido al bajo número de animales utilizados.  

Estudios de metabolismo y mutagenicidad han sido realizados en la tesina en Ciencias 

Biológicas de la Bachiller Nadia Presa70. Se identificaron los principales  productos de 

metabolismo hepático de CH38. Posteriormente se evaluó la capacidad mutagénica de 

CH38 y de sus metabolitos mediante test de AMES; el resultado obtenido fue que ninguna 

de las moléculas evaluadas resultó mutagénica. 

Por último, en el marco de un trabajo experimental de una materia optativa de grado, el 

Bachiller Gabriel Otero, bajo la tutoría del Dr. Cabrera, evaluó la citotoxicidad en Aba de 

los metabolitos de CH38 los cuales mantuvieron la propiedad observada.  

Además optimizó el escalado de CH38 durante el proceso de síntesis lo que permitió 

tener un stock lo suficientemente grande para la realización de los ensayos aquí 

presentados.     

Tabla 2. Curva dosis-respuesta para el compuesto 6(CH38). En azul se  muestra el rango de concentración en el cual 

la toxicidad sobre las células AbA es significativamente selectiva (p < 0,05) 

Conc. (µM) 

% Sobrevida 

Astrocitos Neonatales 

AbAs Transgénicos No-transgénico 

1 65 ± 4 101 ± 5 103 ± 6 

2,5 69 ± 4 101 ± 5 96 ± 7 

5 67 ± 5 103 ± 2 91 ± 5 

25 17 ± 9 95 ± 5 93 ± 9 

50 10 ± 2 1 10 ± 5 

100 7 ± 2 0 9 ± 6 
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Materiales y 

métodos  
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Solubilidad: método turbidimétrico. 

Se determinó la solubilidad siguiendo el procedimiento descrito por lipinski y 

colaboradores71-73. Fueron agregados de a 1 µL de solución 

de CH38 en DMSO de concentración conocida en 2,5 mL de 

PBS pH=7,4 (Figura 6). Posteriormente a cada agregado, se 

midió la transmitancia de la solución a 620 nm, para esto fue 

utilizado el espectrofotómetro VARIAN CARY 50 Tablet- UV- 

Vis Spectrophotometer y una cuba de acrílico de 2mL. 

Concluidas las medidas, se graficó los valores de 

transmitancia en función de la concentración utilizando el 

programa OriginPro 8.5®. El valor de solubilidad máxima se 

establece como el punto en el cual la transmitancia de la 

muestra comienza a descender. 

 

Determinación del Log P  

El Log P se define como el coeficiente de partición octanol-PBS de un compuesto en 

equilibrio. Matemáticamente se define como logaritmo del cociente de la concentración de 

un compuesto en una mezcla de disolventes inmiscibles, como lo son el octanol y el agua 

u otras disoluciones acuosas. 

     
[                        ]

[                    ]
  

 

Para determinar este parámetro, se utilizó la técnica conocida con el nombre de shake 

flask74. Se colocaron 5mL de octanol recientemente destilado y 5 mL de PBS Dubelco® 

en un tubo falcon de 15mL. A continuación se agregaron 50µL de CH38 2000µM en 

DMSO. 

El tubo falcon se agitó  durante 1 min en vortex y luego se dejó incubar 24h a 20-25°C con 

agitación orbital. Posteriormente se centrifugó durante 5 min a 5000rpm y se tomaron con 

jeringa 1,5mL de cada fase. 

Figura 6. Esquema de 

 Trabajo. 
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Paralelamente se realizó el espectro de absorción de CH38 en cada uno de los 

disolventes utilizando el Espectrofotómetro VARIAN CARY 50 Tablet- UV- Vis 

Spectrophotometer y cubas de cuarzo de 1mL.  

 Se midió la absorbancia del compuesto entre 200-700nm, se determinó la longitud de 

onda de máxima absorbancia para cada uno de los disolventes. 

Posteriormente se realizaron las curvas de calibración correspondientes y se midió la 

absorbancia de las fracciones obtenidas y así se cuantificó CH38 en cada fase. 

 

Permeabilidad de Barrera Hematoencefálica (BHE) 

Para estimar la capacidad de CH38 de atravesar la BHE se utilizó el método de ∆Log P el 

cual estima la contribución de los enlaces de puente de hidrógeno para predecir la 

factibilidad de que un compuesto atraviese la BHE71.  

Para determinar el ∆Log P es necesario determinar el coeficiente partición ciclohexano-

PBS y el octanol-PBS71, 75, 76. 

El procedimiento para la determinación del coeficiente de partición ciclohexano-PBS, fue 

exactamente idéntico al de octanol-PBS (anteriormente descrito), con la salvedad del 

ciclohexano, el cual se utilizó en lugar del octanol. 

El ΔLog P se define como la diferencia entre el Log P octanol-PBS y el Log P ciclohexano-

PBS. Es importante destacar que si bien matemáticamente podríamos simplificar esta 

ecuación (obviando al PBS), en la realidad el octanol y el ciclohexano son miscibles entre 

sí, lo que imposibilitaría la determinación de un coeficiente octanol-ciclohexano. 

 

Unión a seroalbúmina humana (SAH) 

Se preparó una solución de 5mL SAH 4% en PBS, ambos reactivos comerciales 

comprados a la empresa SIGMA, sin posterior purificación. A partir de disoluciones stock 

2mM y 10mM de CH38 en DMSO, se prepararon 1mL de las diluciones 10, 25 y 50 µM 

correspondientes en PBS SAH 4%, teniendo en cuenta que el porcentaje de DMSO no 

superara el 1%. Se incubó las tres diluciones durante una hora con agitación. 

 

Los filtros CORNING ® 431478 Spin-X utilizados fueron cargados con 500µL de agua Mili-

Q y centrifugados durante 10min a 15000g, esto permite remover trazas de azida de sodio 

y glicerina presentes en los filtros.  
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Las diluciones fueron filtradas en dos pasos de 500µL, 10min a 15000g; con el fin de 

obtener 1mL de filtrado para la cuantificación. Además se filtró 1mL de solución PBS SAH 

4% utilizada como control negativo. 

 

La cuantificación se realizó en el espectrofotómetro VARIAN CARY 50 Tablet- UV- Vis 

Spectrophotometer, cuba de cuarzo de 1mL. Se realizó el espectro de absorción y la 

correspondiente curva de calibración a 348nm. Los datos obtenidos fueron procesados 

utilizando la siguiente ecuación: 

 

⟦                   ⟧  
 ⟦                ⟧  ⟦              ⟧

⟦                ⟧
        

 

Los valores obtenidos fueron promediados y expresados con su correspondiente 

desviación estándar. 

 

Ensayo de toxicidad oral aguda 

Para evaluar este parámetro se realizó el ensayo conocido como Up & Down, que permite 

estimar el valor de la dosis letal cincuenta (LD50) que representa la máxima dosis 

administrada que provoca la muerte en el 50% de los animales tratados. Se siguió el 

protocolo descrito por la guía OECD77 para dosis límite. 

En este caso se a utilizaron cinco ratas hembras Sprague dawley de ocho semanas de 

edad, adquiridas en la URBE de Facultad de Medicina, UdelaR. Los animales fueron 

administrados oralmente  con 2000mg/kg de CH38 en un vehículo DMSO/Aceite y 

posteriormente monitoreados durante 48 horas. Una vez transcurridas las 48 horas, se 

evaluó la sobrevida de los animales y se procesó los datos utilizando el software aot425, 

el cual, a la vez que son ingresados los resultados calcula la siguiente dosis, como 

también determina la finalización del experimento. 

Como criterio para evaluar la salud y bienestar de los animales a medida que trascurría el 

experimento, los animales fueron evaluados mediante test de Irwin78, 79, el cual contempla 

aspectos comportamentales y fisiológicos. 

En el caso de que un animal durante las 48 horas post administración presentara 

sintomatología notoria de toxicidad, este fue sacrificado, por parte del personal 

encargado.  Por otro lado los animales que hayan sobrevivido a las 48 horas post 
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administración, continuaran en observación durante dos semanas; posteriormente serán 

sacrificados. 

 

 

Evaluación del potencial terapéutico CH38 en un modelo animal de 

ELA 

    

Modelo animal 

Como modelo de estudio se utilizaron ratas transgénicas que expresen la mutación G93A 

de la enzima Cu, Zn superóxido dismutas-1 (SOD1 G93A) humana. Los animales 

utilizados fueron seleccionados de partos de cruzamientos de machos portadores del gen 

mutante con hembras no transgénicas. Como la segregación de este gen se da de forma 

mendeliana, se espera obtener aproximadamente  un 50% de crías transgénicas SOD1 

mutada y un 50% de crías no transgénicas. Para determinar cuáles crías son transgénicas 

y cuáles no, se realizó el genotipado de las mismas utilizando como método la reacción 

en cadena de la polimeraza (PCR) a partir de ADN genómico extraído de un fragmento de 

la cola80. 

 

Principios de la PCR  

La técnica de PCR permite amplificar in vitro una secuencia de ADN del cual es 

principalmente necesario conocer la secuencia que constituye los extremos. El empleo de 

esta técnica permite generar miles de copias de la secuencia de interés en un período de 

tiempo relativamente corto, debido a esto, no es novedoso que se la encuentre como 

técnica de rutina en muchos laboratorios de investigación y diagnóstico.  

 

 La PCR es una técnica In vitro que simula el proceso de replicación in vivo. Básicamente 

se centra en ciclos repetitivos de desnaturalización, hibridación y extensión. 

 Durante la desnaturalización, las cadenas de ADN son calentadas a 95°  con el fin 

obtener moldes de ADN monocatenario. El tiempo de desnaturalización depende 

del contenido de GC y del largo de la cadena.  

 Hibridación, en esta etapa se desea que los cebadores hibriden con la secuencia 

complementaria dentro de la secuencia molde. Es importante que la temperatura 
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de hibridación sea óptima para que la hibridación sea correcta y específica; 

usualmente oscila entre 50-60°C. 

 Extensión, aquí es donde la ADN polimerasa extiende los cebadores desde sus 

extremos 3’, para ello, es necesario utilizar una polimerasa termoestable que 

soporte las temperaturas alcanzadas durante cada ciclo, esta propiedad de las 

polimerasas ha permitido la automatización del proceso. Además para que el 

proceso sea específico y eficiente, la temperatura de óptima de la polimerasa debe 

estar por encima de la de hibridación, pero tampoco puede ser muy elevada. Por 

este motivo suele utilizarse la ADN Taq polimerasa la cual tiene una temperatura 

óptima de 72°C. 

 

Las cadenas de ADN que son sintetizadas en un ciclo, pueden servir como molde para el 

próximo ciclo, por lo tanto a medida que avanzan los ciclos, la cantidad de ADN 

sintetizado aumenta exponencialmente. 

 

En condicione normales, cuando se realiza una PCR,  la manipulación de la muestra y de 

los materiales se realiza con especial cuidado, debido a que una contaminación con ADN 

exógeno podría amplificarse y posteriormente generar falsos positivos. En este caso se 

amplificó un transgen humano, por lo que la principal fuente de contaminación son los 

operarios mismos. 

 

Genotipado por PCR 

A continuación se detalla el protocolo seguido para el genotipado de todos los animales. 

Todo el material utilizado (tips, eppendorf, buffers, etc) fue esterilizado por autoclavado. 

1. Aproximadamente al mes del parto las ratas fueron destetadas y marcadas con 

orificios en las orejas, siguiendo un código específico para posteriormente 

identificar a los animales. Además se les cortó aproximadamente 5mm de la cola. 

2. La porción de tejido se coloca en un eppendorf con 300µL de buffer de digestión 

de cola(TBD: Tail Digestion Buffer), posteriormente se agregan 185µL de TDB + 

15µL de proteinasa K (New England BioLabs Inc. #P8102S) 

3. Se incuban durante 15 minutos a 65° C para inactivar posibles ADNasas. Luego se 

disminuyó la temperatura a 50°C  durante 8 horas, temperatura óptima de la 

proteinasa K. Por último se incubó durante 15 minutos a 95°C para inactivar la 
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proteinasa y evitar que posteriormente degrade a la Taq polimerasa (Fermentas 

#EP0402). 

4. Luego de centrifugar cada tubo por 10 minutos a 12.000g para poder sedimentar 

los restos de tejido sin digerir, se toman 10µL del sobrenadante y se hace una 

dilución 1:20 en agua. De esta dilución se toman 1,5µL para realizar la PCR. 

A continuación se muestra una tabla que detalla los volúmenes utilizados en cada 

reacción de PCR. El cálculo se realizó para N + 1 tubos. Teniendo en cuenta la inclusión 

de un blanco, al cual no se le agregó ADN. 

 

Stock Concentración Volumen (µL) 

H2O para PCR - 14,5 

PCR buffer (Perkin 

Elmer) 10X 

1X 2 

MgCl2 25mM 1,5 mM 1,2 

dNTP’s 5mM (Invitrogen) 0,2 mM 0,8 

Cebadores 10µM 0,2 µM 0,4 

Taq Polimerasa 5U/µL 0,25 U/µL 1 

Volumen Final - 19 

 

Los cebadores utilizados fueron proporcionados por integrated DNA Technologies (IA, 

USA) y su secuencia se detalla abajo 

Forward. 5’ ACC TAA TCC CGA CTA CGC TG 3’ 

Reverse. 5’ AGT AAC CGG CGT GTG ACC AC 3’ 

 

Cada uno de los tubos de PCR se mantuvo en hielo para inhibir la actividad Taq 

polimerasa. 

 

A cada uno de los tubos se le agregó 1,5µL de la solución del sobrenadante  conteniendo 

ADN y se llevó al termociclador (Biometra). 

A continuación se detallan las temperaturas y el tiempo establecido para cada uno de los 

pasos de los ciclos. 

 

Tabla 3.  Volúmenes utilizados para cada reacción de PCR
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Los pasos de desnaturalización, hibridación y elongación se repitieron 35 veces. 

 

Electroforesis en gel de poliaclilamida 

Con el objetivo de visualizar los ampicones generados por PCR, se realizó una 

electroforesis en gel de poliacrilamida 6% en TBE (Tris-Borate-EDTA: 90mM Tris, 89 mM 

Ác. Bóric, 2mM EDTA)  con peines de 1,5 mm de espesor. 

Los geles de poliacrilamida, con frecuencia son utilizados para caracterizar proteínas y 

ADN de bajo peso molecular (entre 80 pb y 300pb). En contraste con los geles de 

agarosa, los geles de poliacrilamida tienen un poder resolutivo mayor, pero son 

ineficientes cuando se desea separar secuencias de ADN de gran tamaño. En este caso 

los amplicones esperados son e 160pb, es por esto que es preferible utilizar geles de 

poliacrilamida. 

La técnica consiste en la elaboración de una fina capa de gel de acrilamida adherida a 

una lámina de vidrio por la cual el ADN migra. Esta migración se debe a la respuesta de la 

carga negativa del ADN cuando es sometido a un campo eléctrico, el tamaño de la 

molécula y  la densidad del gel. Gracias a que la densidad de carga de ADN es constante, 

las distintas moléculas solo se diferenciaran por su peso molecular, y como estamos 

hablando de polímeros de nucleótidos, podemos simplificar esto como “su tamaño”. 

La técnica se llevó a cabo en cinco pasos: el montaje de la cámara de electroforesis, la 

preparación de la solución de poliacrilamida y llenado de la cámara de electroforesis, la 

precorrida del gel, la corrida de las muestras y la tinción del gel. 

 

 

Temperatura (°C) Tiempo (min) Propósito 

95 2 Activación de la Taqpol. 

95 0,5 Desnaturalización de ADN 

60 0,5 Unión del Cebador 

72 0,5 Elongación 

72 5 Completar amplicones de 

ADN simple hebra 

Tabla 4.  Tiempos y temperaturas de cada uno de los pasos de PCR
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A continuación se detalla la receta para la preparación del gel 

8mL de TBE 1X 

2mL de stock de bis-acrilamida (30:1) 

100µL de APS (persulfato de amonio 10% 
 

 ⁄ ) 

10µL TEMED (N, N, N’, N’ – Tetrametiletilendiamina) 

En cada uno de los posillos del gel se cargaron 5µL del producto de PCR más 1,5 µL de 

buffer de carga 6X (0,25% azul de bromofenol, 0,25% Xileno Cianol (del inglés Xylene 

Cyanol) FF, 30 % Glicerol, en H20 destilada. 

La electroforesis se realizó a 80 V (40mA) durante 40 minutos. 

 

Análisis de la PCR  

El análisis de la PCR nos permite discriminar entre los animales positivos para la 

mutación SOD1G93A de los no transgénicos 

Para esto se realiza la tinción del gel con una solución nitrato de plata (AgNO3), también 

conocida como tinción argéntica. Como se describe más abajo, la misma consiste en 

sumergir el gel de acrilamida en la solución de fijación, posteriormente el gel se incuba en 

la solución de nitrato de plata y finalmente se procede al revelado en el cual se determina 

la presencia o ausencia del amplicon. La detección en geles de poliacrilamida tenidos con 

AgNO3 ofrece la mejor relación costo/beneficio. Durante el proceso de tinción, es muy 

importante respetar los tiempos de cada paso; a continuación se describe la serie de 

pasos  a seguir: 

Luego de finalizada la electroforesis se desmonta el gel en una solución de fijación (500 

µL Ác. Acético, 13,7 mL de Etanol, en 100 mL de H2O destilada). Se mantiene en 

agitación suave durante 10 minutos. 

Se recupera la solución fijadora y se incuba durante 10 minutos en la solución de nitrato 

de plata (0,2g AgNO3 en 100mL de H2O destilada). 

Luego de recuperar la solución de cloruro de plata, se lava rápidamente tres veces con 

H2O  destilada, para quitar el exceso de plata no unido al ADN. 

Se incuba con la solución de revelado (3g de  NaOH, 500 µL de formaldehido, en 100mL 

de H2O destilada). Se mantiene en la solución con agitación suave hasta divisar 

nítidamente las bandas. 



 
33 

 

Tratamiento con CH38 in vivo 

Luego de genotipados los animales, se seleccionaron diez ratas transgénicas para 

SOD1G93A, a cinco de estos animales se les administró oralmente a partir del  4to mes de 

vida, una serie de tres dosis 150mg/kg de CH38 semanales en un vehículo DMSO/Aceite. 

El otro grupo de cinco animales, se les administró solamente el vehículo, por lo tanto este 

grupo constituyó el grupo control.  

Periódicamente se evaluó y pesó a cada animal, lo que permitió recalcular dosis a lo largo 

del experimento.  

El criterio de finalización del experimento, se correlaciona con el criterio de punto final. De 

este modo se planeó evaluar la  sobrevida de los animales tratados, como también el 

punto de inicio de la fase sintomática. 
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Objetivos 
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Objetivo general 

 

Contribuir al desarrollo preclínico del flavonoide sintético CH38 como potencial fármaco 

para el tratamiento de la esclerosis lateral amiotrófica. Determinación de propiedades 

estructurales, fisicoquímicas, bioquímicas, evaluación de toxicidad aguda y uso de un 

modelo animal de ELA para comprobar su efectividad. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Determinación de la solubilidad de CH38 en disolventes acuosos. 

2. Determinación de la lipofília de CH38 mediante la determinación del coeficiente de 

partición  octanol-PBS (Log P). 

3. Estimación in vitro  de la permeabilidad de CH38 a la barrera hematoencefálica. 

3. Determinación del porcentaje de unión de CH38 a la proteína seroalbúmina humana 

4. Estimación del LD50 de CH38 en ratas Sprague dawley. 

5. Evaluar la sobrevida de animales tratados con CH38 en un modelo animal de ELA.  
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Resultados y 

discusión 
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CH38 presenta una baja solubilidad en disolventes acuosos. 

El valor de solubilidad fue determinado por el método de turbidimetría descrito por 

Lipinski73, en el cual se fue agregando de a 1µL de CH38 2mg/mL en DMSO a un 

volumen de 2,5 mL de solución amortiguadora fosfato, pH 7,4 (PBS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Utilizando el ajuste de regresión lineal en el programa OriginPro ® se determinó las 

ecuaciones de las rectas que mejor ajustan a los datos obtenidos. Posteriormente se 

igualó las ecuaciones y se despejó el parámetro X el cual equivale al valor máximo de 

solubilidad del compuesto en PBS; en este caso el valor fue de 8,7µM. 

 

 

 

µL agregados Concentración µM Transmitancia 

1 7,87 0,985 

2 6,29 0,986 

3 9,44 0,986 

4 12,59 0,955 

5 15,77 0,929 

6 18,85 0,904 

7 21,99 0,887 

8 25,12 0,863 

9 28,24 0,841 

Tabla 5. Valores de transmitancia obtenidos para las distintas concentraciones de CH38 
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Un valor de solubilidad tan bajo puede ser problemático porque puede afectar parámetros 

in vivo como la absorción intestinal debido a la precipitación del compuesto, el transporte 

pasivo del compuesto y su biodistribución en general.  

Si bien una baja solubilidad no es un resultado positivo, los problemas que esto conlleva 

pueden ser superados si el compuesto presenta características como ser altamente 

específico para un determinado blanco, una alta permeabilidad y/o presenta 

transportadores activos que le permiten circular en el torrente sanguíneo y atravesar 

membranas de células epiteliales81. 

Por otro lado cabe destacar que se realizaron ensayos a 25 y 50 µM no observándose 

macroscópicamente ningún signo de no-solubilización como turbidez o precipitación. 

Incluso se tuvo la precaución de observar la solución al microscopio y no se evidenció la 

presencia de cristales. Puede ser que el método de Lipisnski estime una subvaloración de 

la máxima solubilidad del compuesto71. De todas maneras resulta útil dado que arroja un 

valor de solubilidad por debajo del cual podemos afirmar con certeza que el compuesto 

será soluble 100%. En concordancia con esto en la Figura 8 se compara la solubilidad 

determinada por turbidimetría (servicio prestado por la empresa Cyprotex ®) con los datos 

de solubilidad publicados por terceros (valores determinados mediante HPLC-UV/VIS) 

para distintos fármacos comerciales83, 83. Claramente se puede observar que la solubilidad 

y = -9E-07x + 0,9859 

y = -0,0075x + 1,0512 

Figura 7. Gráfico de transmitancia vs concentración 
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hallada mediante el método turbidimétrico utilizado por Cyprotex ® puede diferir de otros 

valores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se aprecia en la Figura 8, existen fármacos comerciales que tienen una baja 

solubilidad en disolventes acuosos pero esto no ha sido un impedimento para que el 

fármaco llegue al mercado,  un claro ejemplo de esto es el Tamoxifeno. 

 

CH38 es un compuesto de carácter mayoritariamente liposoluble    

El estudio de la lipofilicidad de un compuesto es una de las propiedades fisicoquímicas 

más estudiadas, usualmente se realizan experimentos para determinar esta propiedad a 

modo rutinario cuando se pretende describir un nuevo fármaco.  Esta propiedad se define 

como la tendencia de un compuesto a distribuirse entre una fase acuosa y una fase no-

polar lipídica de un compuesto.   

La lipofilicidad además está relacionada con otras propiedades como la solubilidad, 

permeabilidad, metabolismo, toxicidad y distribución.  

Figura 8. Tabla comparativa de valores de solubilidad determinados por 

la empresa Cyprotex ® mediante turbidimetría vs valores de solubilidad 

determinados por terceros mediante HPLC-UV/VIS.  
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En este caso el valor de Log P determinado fue de 1,7, este valor cae dentro de un rango 

ideal en el cual  se espera que el compuesto presente una buena absorción intestinal y un 

buen balance entre solubilidad y permeabilidad de barreras lipídicas. Valores de Log P  

bajos hablan de una buena solubilidad pero una mala permeabilidad, absorción y 

posiblemente una muy alta tasa de eliminación renal. Por otro lado valores altos de Log P 

también se relacionan con una baja absorción, aunque se espera que estos compuestos 

presenten buena permeabilidad; además a mayor Log P se ha visto que los compuestos 

tienden a unirse a enzimas que son parte del metabolismo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En conclusión, el valor de Log P obtenido cae dentro de un rango ideal, aunque  esto 

podría contraponerse con el bajo valor de solubilidad obtenido. Para aclarar esto, se 

determinó el Log P conociendo de antemano el valor de solubilidad, esto fue considerado 

en la puesta a punto del experimento, en la cual la concentración de CH38 no debiese 

superar la previamente determinada. 

 

 

Figura 9. Figura que ilustra el rango óptimo de Log P. 
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CH38 es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica 

La barrera hematoencefálica (BHE) es una estructura compleja formada principalmente 

por células epiteliales y gliales, su principal función es proteger al SNC restringiendo el 

pasaje de sustancias tóxicas, no restringiendo metabolitos necesarios para el correcto 

funcionamiento del SNC.  

La búsqueda de compuestos capaces de atravesar la barrera es de gran interés debido a 

que cuando se busca desarrollar un fármaco que actúe en el SNC, es necesario que este 

sea capaz de atravesarla para así dar con su blanco. Debido a esto, si buscamos que 

CH38 sea capaz de interactuar con los AbA in vivo, es necesario conocer si el compuesto 

es capaz de atravesar la barrera.  

El ensayo de ΔLogP estima la capacidad de atravesar la BHE, el método se basa en 

estimar la contribución de los enlaces de hidrógeno. Para ello es necesario determinar el 

coeficiente de partición octanol-PBS y el  coeficiente de partición ciclohexano-PBS 

posteriormente estos valores son restados. Técnicamente el octanol es capaz de 

establecer enlaces de hidrógeno con el fármaco, mientras que el ciclohexano no, 

simulando un contexto totalmente hidrofóbico como lo sería en el interior de una 

membrana celular.  

Se establece que un valor de ΔLogP menor a 2 para un compuesto, es probable que este 

atraviese la BHE71. En el caso de CH38 el valor del coeficiente de partición ciclohexano-

PBS fue de 1,9 y el ΔLogP de 0,2. Si bien el resultado es positivo, no hay que olvidar que 

se trata de una estimación fisicoquímica. Por lo tanto amerita ensayos posteriores que 

refuercen este resultado con ensayos in vitro que implementen el uso de células ya que 

estos experimentos se aproximan a lo sucedido in vivo. Dentro de estos se encuentran los 

ensayos de permeabilidad que utilizan la línea celular comercial Caco-2 para generar 

condiciones similares a las que tienen lugar en un tejido epitelial, contemplando transporte 

activo y permeación paracelular 
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CH38 presenta un alto porcentaje de unión a seroalbúmina humana 

(SAH) 

 

La unión de un fármaco a proteínas plasmáticas puede afectar enormemente la eficacia 

terapéutica del mismo. La mayoría de los tratamientos farmacológicos aprovecha  el 

torrente sanguíneo para la distribución de los fármacos  en los tejidos de interés.  Dentro 

del torrente sanguíneo los fármacos están en equilibrio ente el fármaco libre y el fármaco 

unido a proteínas plasmáticas. La fracción del fármaco libre es la que exhibe los efectos 

farmacológicos, la fracción unida a proteínas está relacionada con la vida media 

farmacológica en sangre y puede generar un reservorio farmacológico que libere al 

fármaco paulatinamente potenciando así los efectos farmacológicos. Otra propiedad y 

quizás la más sobresaliente  en el caso de CH38 es que la unión a proteínas plasmáticas 

facilita el transporte de fármacos poco hidrosolubles ya que sin esto estos fármacos no 

podrían llegar a su sitio diana en cantidades suficientes como para generar acción 

terapéutica. 

Dentro de las Proteínas plasmáticas la albúmina es la proteína que se encuentra en 

mayor proporción, aproximadamente el 55% de las proteínas plasmáticas. Las principales 

funciones de la albúmina son el mantenimiento de la presión oncótica y la unión y 

transporte de diversos ligandos que generalmente presentan cierto carácter hidrofóbico 

como ácidos grasos, hormonas liposolubles, hormonas tiroideas y fármacos.    

El porcentaje de unión a seroalbúmina humana de CH38 fue del 80%, nuevamente el 

resultado parece ser muy prometedor y se podría reforzar con algún estudio in vivo en el 

cual se administre a animales con una dosis dada de CH38 y posteriormente se realice 

una extracción de sangre y se la analice mediante HPLC. 

 

CH38 muestra baja toxicidad aguda 

Evaluar la máxima dosis tolerada de un fármaco es un procedimiento de rutina para las 

compañías farmacéuticas ya que cuándo se plantea desarrollar un nuevo fármaco, lo 

primero que pensamos es en mejorar la calidad de vida de los potenciales pacientes. Por 

lo tanto es necesario evaluar los posibles efectos tóxicos que un  compuesto puede 

ocasionar y los posibles efectos secundarios del mismo.  
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El ensayo de Up & Down permite estimar la dosis letal cincuenta de un compuesto (LD50) 

en animales. Para este ensayo se utilizan como mínimo 5 animales a los cuales se los 

administra con una única dosis del compuesto a evaluar y se los deja en observación 

durante 48 horas y posteriormente 2 semanas. A medida que transcurre el experimento la 

dosis administrada cambia en función de la sobrevida y/o muerte de los animales 

anteriormente tratados.  

En el ensayo de CH38 fueron necesarias cinco ratas hembras Sprague dawley, el tipo de 

ensayo se denominó a dosis límite puesto que se inició administrando la dosis máxima 

sugerida (2000mg/kg). Los cinco animales tratados posteriormente sobrevivieron a las 2 

semanas post administración sin mostrar signo evidente de alguna alteración fisiológica 

y/o comportamental (test de Irwin), la estimación del LD50 arrojó como resultado un 

LD50 > 2000mg/kg. Este resultado no solo demuestra que a una única dosis 

excesivamente alta el compuesto no es tóxico sino que también nos permite plantearnos 

una ventana terapéutica bastante amplia aunque a la hora de extrapolar estos resultados 

a un modelo humano  siempre hay que tener en consideración las diferencias 

farmacocinéticas entre los modelos humanos y los animales. 

 

La administración de CH38 mostró una leve tendencia protectora en el 

modelo animal de ELA. 

 

Por último ya con una serie de resultados prometedores se procedió a  evaluar la 

sobrevida de ratas SOD1G93A tratadas con CH38, para ello se utilizaron 10 animales, 5 

correspondientes al grupo tratado y 5 al grupo control. Los animales  fueron tratados con 

3 dosis semanales de CH38 150mg/kg a partir del cuarto mes de  vida, luego de dos 

semanas previas en donde  se comenzó a evaluar  el peso y estado de los animales. El 

grupo control fue tratado con el vehículo descrito en materiales y métodos.  

El resultado obtenido se ve representado en la Figura 10 en la que se puede observar 

una tendencia neuroprotectora evidenciada en la aparición de la fase sintomática de la 

enfermedad y en un aumento de la sobrevida de los animales tratados. Una dificultad a la 

que nos enfrentamos utilizando este modelo animal, fue la variabilidad del modelo en 

cuanto a la aparición de la fase sintomática de la enfermedad la cual puede llegar a variar 

en un máximo de 2 semanas en animales hermanos pertenecientes a la misma camada. 
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Esto hace que los resultados no sean estadísticamente significativos si bien es evidente la 

tendencia al aumento de la sobrevida en los animales tratados.  

 

 

Otro resultado obtenido fue la tolerancia de los animales a dosis reiteradas de CH38 por 

un largo período de tiempo, no observándose diferencias aparentes con los animales del 

grupo control.  

Como crítica constructiva hacia este último ensayo, se podría haber extraído líquido 

cefalorraquídeo de algún animal tratado y compararlo con el de animales control mediante 

HPLC. También se podría hacer disección de la médula espinal de animales de ambos 

grupos para evidenciar diferencias de algún  cambio estructural mediante microscopía.  
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Figura 10. Curva de Kaplan-Meier para los animales tratados con CH38, en el gráfico se compara la 

sobrevida del grupo de animales administrados con CH38 versus el grupo que recibió el vehículo.  
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Conclusiones y 

perspectivas 
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En este trabajo se realizaron importantes aportes acerca de las diferentes propiedades del 

flavonoide sintético CH38 que podrían ser relevantes para su potencial uso en la clínica. 

Por un lado se realizaron distintos ensayos fisicoquímicos, bioquímicos y biológicos los 

cuales arrojaron resultados concluyentes y prometedores. En tal sentido se demostró que 

CH38 es una molécula de mediana-baja solubilidad en disolventes acuosos, que no 

muestra toxicidad importante y es probablemente capaz de atravesar la barrera 

hematoencefálica gracias a la alta lipofilicidad y a la unión a proteínas plasmáticas.    

Por otro lado con relación al efecto terapéutico de CH38 en el modelo animal de ELA se 

observó una leve tendencia no significativa de la sobrevida en animales tratados. 

Considerando el poco conocimiento sobre las concentraciones de CH38 y sus metabolitos  

que se alcanzan en el líquido cefalorraquídeo a la dosis utilizada esta tendencia 

protectora, aunque leve, constituye un resultado que amerita estudios posteriores. Este 

aumento en la sobrevida podría que esté relacionado con las capacidades 

neuroprotectoras de los flavonoides y de la interacción de CH38 con los AbA. 

Debido a lo mencionado anteriormente, se plantean las siguientes perspectivas: 

 Realizar estudios in vivo del rol que juega CH38 en el SNC y su interacción con los 

AbA. 

 realizar otros estudios fisicoquímicos que ayuden a conectar los resultados ya 

obtenidos. Seguir profundizando en el desarrollo preclínico como por ejemplo 

realizar estudios de estabilidad plasmática de CH38 y estudios de estabilidad 

metabólica. 
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