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EDITORIAL

LA CIENCIA EN LA JUVENTUD

La ciencia es una actividad humana que se aprende mejor haciendo las cosas que hacen
los cientificos: explorar, cuestionar, observar, discutir, investigar y descubrir. Por tanto,
la juventud se deberia centrar en investigar porque le gusta hacerse grandes preguntas y
trabajar duro para encontrar las respuestas que puedan ayudar a resolver muchos de los

problemas que tiene la sociedad.

Hoy dia existe una gran diversidad de temas que son muy atractivos para los jévenes, los
cuales estan influenciados por los avances tecnolégicos de vanguardia y por problemas
sociales muy importantes como la realidad virtual, drones, inteligencia artificial, la ma-
rihuana medicinal, nuevas drogas sintéticas, zika, células madre, la fotosintesis artificial,

contaminacién atmosférica y fracking por mencionar algunos.

A pesar del avance de la ciencia y las tecnologias con lo que deberfamos tener oportuni-
dad de crecer y desarrollarnos intelectualmente, el interés de la sociedad estudiantil por
la ciencia no crece proporcionalmente y si tienen gran aceptacion las pseudociencias. Esto
ha provocado que México no genere los conocimientos para competir con las grandes
potencias de la ciencia debido a que la velocidad, volumen y complejidad con que se pro-

ducen actualmente los conocimientos nos abruman y alertan.

Si aceptamos que el posgrado es el medio mas propicio para la formacion de profesores
e investigadores, nos percatamos que en México enfrentamos limitaciones y retos impor-
tantes. Los estudios de posgrado no pueden asumirse solamente como una actividad para
continuar con la profesionalizacién académica. Aun cuando la formacién de posgrado
supone la continuidad en la formacion profesional, ésta tiene que reivindicar una orienta-
cion, finalidades y organizaciéon que sean congruentes con las necesidades de producciéon
de conocimientos en el &mbito cientifico y tecnolégico y, consecuentemente, en la forma-
ciéon de recursos humanos que sean capaces de enfrentar con éxito los diferentes desafios
del campo productivo, tecnolégico, social, cultural y de medio ambiente que exige el de-

sarrollo de cada region del pais.

Las acciones actuales que se realicen con la juventud nos permitirdn cambiar los posgra-
dos de nuestras instituciones de educacion superior y para que esto ocurra debemos per-
mitir que los estudiantes exploren, cuestionen, discutan, investiguen y descubran como

ser un cientifico.

vi | REMDIS



REMDIS | vii




Cuerpos académicos

viii | REMDIS



BIOQUIMICA

(Bioenergética, proteinas, metabolismo, productos bioactivos)

“Para entender el coragon y la mente de ana perdona. o te fijes en lo que ha hecho,

o te fijes en lo que ha lognade. sino en lo que aspina a hacer”
Rbalidl Gibnan (1585-1951) ensayista. wovelista ¢ pocta libanés.
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Efecto eritroprotector del extracto de Moringa oleifera

contra la hemolisis oxidativa de eritrocitos humanos.

Nancy Marissa Duran Arriaga', Ménica Andrea Valdez Solana', Maria Guadalupe Candelas Cadillo',

Jorge Armando Meza Velazquez', Patricia Ramirez Baca', Erick Sierra Campos®".
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"Autor de correspondencia: Erick Sierra Campos, email: ericksier@ujed.mx

RESUMEN

Los fitoquimicos presentes en la Moringa oleifera
han ganadoimportancia debido a que contribuyen
a la salud humana a través de multiples efectos
biolégicos. En el presente estudio se evalué el
efecto del extracto hidroalcohélico de la M. oleifera

sobre la hemdlisis inducida tanto por el peréxido

de hidrogeno y por el terbutil hidroperéxido.

La incubacién con el extracto resulté en una
proteccion de los eritrocitos al estrés oxidativo
inducido por H,O, o terbutil-hidroperéxido. Los
cambios morfoldégicos inducidos por el terbutil
hidroperéxido son bloqueados por el extracto
de Moringa. Los resultados sugieren que el

estrés oxidativo inducido al eritrocito por los

oxidantes es prevenido por el extracto de M.

oleifera principalmente via estabilizaciéon de la
membrana. Nuestros resultados contribuyen con
hallazgos importantes sobre el potencial que tiene
la M. oleifera para prevenir la hemdlisis inducida
por oxidantes.

Palabras claves; eritrocitos, M. oleifera, hemolisis

1. INTRODUCCION

La alta ingesta de vegetales ha sido asociada con
baja incidencia de enfermedades degenerativas
(de Kok, de Waard et al. 2010). Por tanto, el
consumo de Moringa oleifera se ha incrementado

considerablemente en los altimos afios debido a su

alto valor nutricional y medicinal.

Los beneficios que se obtienen de la M. oleifera
se han atribuido a la presencia de diferentes
sustancias bioactivas como vitaminas,
carotenoides y compuestos fendlicos los cuales
neutralizan las especies reactivas de oxigeno
(Chisté, Freitas et al. 2012). Sin embargo, a pesar
de que los extractos de la hoja de Moringa poseen
alta capacidad antioxidante se desconocen sus

efectos bioldgicos en células aisladas.

Los eritrocitos o células rojas de la sangre (RBC)
estdn entre las células mas abundantes en el
organismo y su principal funcién es transportar
oxigeno de los pulmones a todas las células del
cuerpo humano utilizando la hemoglobina, la cual
es una metaloproteina que contiene grupos hemo
cuyos atomos de hierro temporalmente unen al
oxigeno. Los RBC son ricos en 4cidos grasos poli-
insaturados en su bicapa de fosfolipidos y poseen
altas concentraciones de oxigeno y el ion ferroso
es un componente de la oxihemoglobina, sus
actividades redox pueden conducir a la formaciéon
deniveles toxicos de especies reactivas de oxigeno
(ROS) tales como los radicales peroxilo (ROO),
quienes dafian los componentes de la membrana
y promover la hemdlisis que provoca la pérdida

de hemoglobina. Ademas, la hemoglobina libre
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expuesta al peroxido de hidrogeno causa la
degradacion del grupo hemo con la liberaciéon
de los iones de hierro, los cuales cataliticamente
activan la lipoperoxidaciéon (Puppo and Halliwell
1988). Por lo cual, los eritrocitos han sido
utilizados como modelo para investigar el dafio
oxidativo, presentandose un especial interés en el
dafio a las membranas (Van der Zee, Dubbelman
et al. 1985).

Eneste estudio se hainvestigadola susceptibilidad
de los eritrocitos humanos a sufrir un hemolisis
oxidativo por el peréxido de hidrogeno (H202) o
por el terbutil hidroperéxido (TBHP) y valorar el
efecto protector del extracto de Moringa oleifera al

hemdlisis oxidativa por radicales libres.
2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de grado
analitico de alta pureza y se compraron a la
empresa Sigma Aldrich Chemical Co., México.

2.2 Preparacion del extracto de hojas de Moringa

oleifera

Las hojas de Moringa oleifera utilizadas en este
estudio fueron obtenidas de la empresa akanandi

de Gabriel Zamora, Michoacdn, México.
2.3 Preparacién de los eritrocitos

Se obtuvieron muestras de sangre de diferentes
pacientes entre 20 y 22 afios en ayunas de la
Universidad Judrez del Estado de Durango,
Facultad de Ciencias Quimicas campus Gémez
Palacio. A las muestras obtenidas se les realizaron
de 4 a 5 lavados con solucion salina al 0.9%
obtenida de un stock de NaCl al 5%, para retirar

el plasma, los glébulos blancos y las plaquetas,

dejando tinicamente los eritrocitos.

24 Oxidaciéon por tratamiento con terbutil
hidroperéxido o peréxido de hidrogeno de los

eritrocitos humanos

Primero se incubaron los eritrocitos con diferentes
concentraciones de H202 (25, 50, 100 y 150 mM) y
TBHP (5,15, 25 y 50mM) para ver el dafio que estos
agentes oxidantes provocaban a la membrana
de esas células. Después se centrifugaron y se
obtuvo un sobrenadante que se ley6 a longitudes
de onda de 200 a 600 nm, para observar la
liberacion de la hemoglobina después de ese
tratamiento, se procedi6é a lavar los eritrocitos
para retirarles cualquier residuo de H202 y TBHP
y finalmente se observaron en un microscopio
Optico para observar la morfologia del eritrocito.
El porcentaje de hemodlisis se determiné en el
sobrenadante al medir la absorbancia a 540 nm

para la hemoglobina total.
2.4 Hemélisis

La hemolisis se determiné al medir la liberacion
de la hemoglobina en el sobrenadante de las
muestras tratadas a 540 nm y los datos se
representaron sobre la base de la absorbancia
méaxima como el 100% en las alicuotas de
eritrocitos completamente hemolizados en agua

destilada (Sentiirk, Glindiiz et al- 2001).

2.5 Ensayo de inhibicién in vitro de la hemélisis
de eritrocitos humanos

Finalmente después de obtener los resultados
del experimento anterior se procedié a repetir
los mismos pasos, sin embargo los eritrocitos
que se incubaron con diferentes concentraciones
de H202 y TBHP, esta vez fueron previamente
extracto hidroalcohélico

incubados con el

liofilizado de Moringa oleifera, para comprobar el
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efecto de éste sobre las membranas.

2.6 Morfologia de los eritrocitos

Se observaron en un microscopio O6ptico los
eritrocitos incubados con extracto de M. oleifera en
presencia o ausencia de H202 y TBHP. Utilizando

una amplificaciéon 100X.
2.7 Analisis estadistico

Los resultados son representados como los
promedios * la desviacion estandar. La estadistica
fue aplicada con el programa Sigmaplot v12.3.
Los valores entre tratamientos fueron analizados
por un ensayo de t-student. Las diferencias fueron
consideradas significativas cuando el valor de
p<0.05.

3. RESULTADOS y DISCUSION

Un factor que contribuye decisivamente a la
eficacia de ciertos compuestos fendlicos como
antioxidantes es su grado de incorporacion,
uniformidad de distribucién y orientacién en
la bicapa de lipidos de la membrana (Arora,
Byrem et al. 2000); (Areias, Rego et al. 2001);
(Saija, Scalese et al. 1995). Esta incorporacion se
afecta por varios factores como las interacciones
electroestaticas, la formacion de puentes de
hidrogeno con grupos polares de fosfolipidos,
interacciones hidrofébicas con cadenas acil-
grasosy por la geometria de los fosfolipidos (Rego
and Oliveira 1995). Como los flavonoides son
mas hidrofilicos, su localizacién en la membrana
cambia hacia el ambiente acuoso (Saija, Scalese
et al. 1995); (Scheidt, Pampel et al. 2004). Su
eficiencia antioxidante incrementa en un orden
inverso a su capacidad para establecer puentes
de hidrogeno y en forma directa a su flexibilidad
a los cambios conformacionales (Areias, Rego
et al. 2001), (Arora, Nair et al. 1998). Ademés, la

localizacién de los antioxidantes con el centro de
la membrana y sus resultantes restricciones sobre
la fluidez de los componentes de la membrana
pueden estéricamente ocultar la difusién de los
radicales libres, por tanto, disminuye la cinética
de las reacciones de los radicales (Arora, Byrem
et al. 2000); (Barros, Pinto et al. 2001); (Kagan,
Serbinova et al. 1990).

La fragilidad osmotica del eritrocito indica la
sensibilidad de las células a los cambios en la
presiéon osmoética que ocurren por alteraciones
patolégicas. La fragilidad se mide por el grado
de hemdlisis en una soluciéon hipoténica de NaCl.
El grado de hemdlisis fue significativamente
disminuida por el tratamiento de los RBC con
el extracto de M. oleifera y confirman que este
indicador puede ser utilizado para medir el dafio

por estrés oxidativo sobre este tipo celular.

Enel grupo control, el nivel de fragilidad osmética
fue maximo a 0.35% de NaCl y el minimo fue de
0.8% de NaCl, mientras que para las muestras de
eritrocito tratados con el extracto alcanzan valores
maximos de 0.25% y minimos de 0.8% de NaCl,
los cuales son independientes de la concentracion
del extracto. Por tanto, estos valores representan
una disminucién significativa de los limites de
fragilidad maxima entre el tratamiento control y
los tratados con el extracto (p<0.05).

La concentracion de NaCl a la cual el 50% de los
eritrocitos fueron lisados se considerala fragilidad
osmotica media (MOF). Los resultados muestran
que el valor de MOF fue significativamente menor
en los grupos tratados con el extracto con respecto
al control (0.35 + 0.01% vs 0.52 * 0.03%) (Figura
1). Estos resultados demuestran que el extracto
de M. oleifera protege a los eritrocitos del dafio
oxidativo y concuerdan con los datos publicados

que sugieren que los extractos del fruto de la
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Figura 1. Grafico e imagen de hemolisis de los RBC con diferentes tratamientos. A) El grafico muestra
el desplazamiento de los trazos hacia la izquierda de los RBC tratados con diferentes concentraciones
de extracto con respecto a la muestra control indicando el efecto protector. B) Curva de hemdlisis de los
eritrocitos Control y su correspondencia con el trazo negro; C) Eritrocitos incubados por 30 minutos con
50 pg/mL de extracto de Moringa oleifera correspondiente al trazo rojo; D) Eritrocitos incubados por 30
minutos con 150 ng/mL de extracto de Moringa oleifera con su correspondiente trazo azul.

Cydonia oblonga Miller tienen una proteccion
significativa de las membranas al hemdlisis en
una manera dependiente de la concentracion y el
tiempo (Magalhdes, Silva et al. 2009). Al igual que
(Tedesco, Russo et al. 2000) quienes reportaron
que el vino rojo muestra propiedades protectivas
contra la hemolisis de los eritrocitos que fue
inducida por H,O,. Resultados similares fueron
reportados para diferentes extractos de la cdscara
de mango Mangifera indica L. (Ajila and Rao 2008).

En de

membranas de los eritrocitos son propensas a

condiciones estrés oxidativo, las
efectos dafiinos de los hydroperoxidos debido a
su alta concentracion de cadenas acil-grasos poli-
insaturadas y grupos sulfidrilo presentes en sus
proteinas. Es bien conocido que la hemoglobina
desempena una importante funcién en promover

el estrés oxidativo (Tappel, Brown et al. 1961).

Algunos estudios indican que la incubacién de los
eritrocitos humanos con terbutil-hidroperéxido

(TBHP) en la presencia de hemoglobina

causan una modificacién en la estructura e
integridad de las membranas de estas células y
por tanto un incremento en la oxidaciéon de la
hemoglobina puede causar una disminucién en
la lipoperoxidacién inducida por TBHP (Rice-
Evans, Baysal et al. 1985);
al. 1981). En el panel A de la figura 2 se observa

(Trotta, Sullivan et

la pastilla uniforme de eritrocitos y una leve
tonalidad rojiza en el sobrenadante debido a la
baja liberacién de hemoglobina que indica que
el extracto no dana de manera significativa los
eritrocitos. El tratamiento de los eritrocitos con
H,0, no causo un mayor grado de hemdlisis
ya que la liberacién de hemoglobina que muy
semejante al control (comparar Fig 2A vs 2B).
Los resultados que se muestran en la Figura 3C
sugieren que el cambio de coloracién en la pastilla
de los eritrocitos es debido a que el TBHP causo
la oxidacion de la hemoglobina, la cual quedo
adherida a las membranas de los eritrocitos, por

lo cual el sobrenadante fue incoloro.

La desnaturalizacion oxidativa de la hemoglobina

BIOQUIMICA | 5



Figura 2. Efecto protector del extracto en las muestras de eritrocitos. A), eritrocitos incubados con
50 png de Extracto de Moringa oleifera, B), eritrocitos incubados con 50 pg de Extracto de Moringa

oleifera y H202 a 100mM, C), eritrocitos incubados con 50 pg de Extracto de Moringa oleifera y
TBHP a 15mM.

es un proceso en el cual los cambios oxidativos
en la molécula causan su ruptura. Este proceso
ocurre cuando la concentraciéon de oxidantes
en los eritrocitos esta aumentada. Algunos
quimicos causan la oxidacion de la hemoglobina,
mecanismos moleculares
La

hemoglobina liberada de los eritrocitos dafiados,

aunque sus son

desconocidos. desnaturalizacion de la
pero no de la integridad de la membrana es la
extensiéon de la oxidacién y desnaturalizacion
de la hemoglobina. La oxigenacién parcial
de la hemoglobina en la microcirculaciéon
resulta en cambios conformacionales que no
son responsables por un aumento en la auto-
oxidacién (Balagopalakrishna, Manoharan et
al. 1996) pero también incrementa la afinidad
de la hemoglobina por la membrana plasmatica
(Cao, Bell et al. 2009). Por tanto, la hemoglobina
parcialmente oxigenada, especialmente si esta
es inestable, es responsable de la mayoria de las
ROS generadas en la membrana de los eritrocitos
(Mohanty, Nagababu et al. 2014). Sin embargo,
los ROS localizados en la membrana plasmaética
no son accesibles al sistema antioxidantes del
citosol (Mohanty, Nagababu et al. 2014) y pueden
facilmente oxidar los lipidos de membrana y las
proteinas causando un dafio oxidativo extensivo
(Barodka, Nagababu et al. 2014). Esto puede
ser facilmente ensayado al medir el espectro de

absorcion. La metahemoglobina es una forma
de hemoglobina en la cual el i6n ferroso (Fe*") es
oxidado a su estado férrico (Fe**) y es por tanto
incapaz de unirse reversiblemente al oxigeno. La
methemoglobina tiene un maximo de absorbancia
a 630 nm.

Por tanto, se realizaron los barridos en un rango
de longitudes de onda de 200 a 700 nm para
cada uno de los tratamientos. El espectro de
absorcion de la hemoglobina se muestra en la Fig.
3. Los eritrocitos fueron incubados con diferentes
concentraciones de TBHP (5-50 mM) o H,O, (25-
150mM). EnlaFig.3A se observa quelos eritrocitos
control muestran tres picos caracteristicos cuyas
longitudes fueron (415, 540 y 576 nm), el cual
es un espectro tipico para la oxihemoglobina.
Mientras que los sobrenadantes de los eritrocitos
tratados con las diferentes concentraciones de
TBHP muestran una desaparicién de los picos a
540 y 576 nm con la aparicién de un pico en la
region de los 250 a 300 nm, lo cual confirma los
datos anteriores. En el caso de los sobrenadantes
obtenidos con los eritrocitos tratados con H,O, se
observé un aumento en la altura de los picos a
las tres longitudes de onda de la oxihemoglobina,
lo cual indica que este oxidante si causa una
ligera hemolisis dependiente de la concentracion
(Figura 3B).
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Figura 3. Espectro de absorcién de la hemoglobina. A) hemoglobina liberada de eritrocitos tratados con TBHP;
(--) Control, eritrocitos en solucién salina al 0.9%, (---) Eritrocitos incubados con TBHP al 5 mM, (---) Eritroci-
tos incubados con TBHP al 15 mM, (---) Eritrocitos incubados con TBHP al 25 mM, (---) Eritrocitos incubados
con TBHP al 50 mM. B) hemoglobina liberada de eritrocitos tratados con H,O,; (---) Control, eritrocitos en
solucion salina al 0.9%, (---) Eritrocitos incubados con H,O, al 25 mM, (---) Eritrocitos incubados con H,O, al
50 mM, (---) Eritrocitos incubados con H,O, al 100 mM, (---) Eritrocitos incubados con H,0, al 150 mM.

Los eritrocitos tienen un sistema antioxidante
extenso que incluye la catalasa, glutation
(Nagababu, Chrest et al. 2003)

y peroxirredoxina (Lee, Kim et al. 2003) que

peroxidasa

neutralizan el H,O, generado. Diversos estudios
han mostrado que el 1% de la catalasa total en
RBC que neutraliza una cantidad significativa de
H,O, (Mueller, Riedel et al. 1997). La eficiencia
del sistema de la catalasa fue confirmada por
las observaciones que la adicion del H,O, a los
eritrocitos no producen alguna degradacion del
hemo al menos que la catalasa sea completamente
inhibida por la azida (Nagababu and Rifkind
2000). Estos antecedentes pueden explicar porque
el H,O, no causo la oxidacion y desnaturalizacion
de la hemoglobina en nuestro estudio (Figura 3).

Los eritrocitos son las células sanguineas mas
comunes en los vertebrados. Algunas moléculas
oxidantes directamente afectan su estructura y
funcién. Empleando microscopia visible se valoré
el efecto del H,O,y TBHP sobre la morfologia

de los eritrocitos. La Figura 4 muestra las
observaciones microscépicas con magnificacion
100x de los eritrocitos control y tratados con los
oxidantes en presencia o ausencia del extracto.
En la Fig. 4B se observa que los eritrocitos no
cambian su morfologia por la presencia del
extracto. Resultados similares se obtuvieron con el
tratamiento con H O, (Figs. 4Cy D). Mientras que
cambios morfolégicos significativos se obtuvieron
entre el grupo tratado el TBHP y el tratamiento
control (Fig. 4E), los cuales son bloqueados por el
tratamiento previo con el extracto de M. oleifera
(Fig. 4F). Estos datos confirman que el TBHP causa
la oxidacién de la hemoglobina la cual se une a la
membrana y altera la morfologia de los eritrocitos.
Sin embargo, se requieren mas estudios para
demostrar que la metahemoglobina formada por
THBP es inhibida por concentraciones mads altas
de extracto de M. oleifera.

La membrana del eritrocitos es la responsable

de la mayoria de las funciones fisiologicas y esta

BIOQUIMICA | 7



Figura 4. Efecto protector del extracto en la morfologia eritrocitaria A), eritrocitos control, B), eritrocitos

incubados con 50 pg de Extracto de M. oleifera, C), eritrocitos incubados con H202 a 100 mM, D), eritrocitos

incubados con 50 pg de Extracto de M. oleifera y H202 a 100 mM, E), eritrocitos incubados con TBHP a 15 mM,
F), eritrocitos incubados con 50 pg de extracto de M. oleifera y TBHP a 15 mM.

formada por una bicapalipidica plana, constituida
en un 80% por fosfolipidos, colesterol y en menor
medida por glicolipidos y aminofosfolipidos,
que se encuentran distribuidos asimétricamente
(Kay, Marchalonis et al. 1991). Debido a que la
susceptibilidad de las células al dafio oxidativo
depende de la integridad de la membrana, al ser
tratados los eritrocitos previamente con extracto
hidroalcohélico liofilizado de M. oleifera, se
provoca un cambio en la forma del eritrocito y a
su vez le disminuye también la susceptibilidad
al estrés oxidativo (Lien, Ren et al. 1999), (Arora,
Byrem et al. 2000), (Areias, Rego et al. 2001).

4. CONCLUSION

El TBHP afecta los niveles de Hb, lo cual puede
causar la oxidacion de la hemoglobina. Mientras
que el H,O, no induce algtn cambio aparente
en la oxidacién de la hemoglobina. El grado de
hem6lisis fue significativamente disminuida por
el tratamiento de los RBC con el extracto de M.
oleifera y confirman que este indicador puede ser
utilizado para medir el dafio por estrés oxidativo
sobre este tipo celular.
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Resumen

El queso panela es un producto ampliamente
consumido en México, por ser uno de los mas
utilizados para una dieta equilibrada porque por
su bajo contenido en grasas. Si se le adicionaran
ingredientes funcionales, tales como las semillas
de chia se mejorarian tanto sus propiedades
funcionales como nutricionales al incrementar
acidos grasos esenciales como el omega 3y 6, y
otros nutrientes con actividad antioxidante y fibra.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
la semilla de chia adicionada en un queso tipo
panela y comparar su textura, nivel de agrado y
humedad de un queso sin semilla y uno comercial.
Se utilizo leche de vaca, estabilizantes, cloruro de
calcio, saborizantes y cuajo. La chia se obtuvo de
centroscomerciales delaciudad de GémezPalacio.
Una vez elaborado el queso panela con la adicién
de las semillas de chia entera, se le realizaron las
pruebas analiticas de nivel de agrado con una
escala hedonica de 5 puntos (valores extremos
1 = me disgusta mucho y 5 = me gusta mucho),
con una participacion de 60 panelistas (Anzalda,
1994), textura (Instrumental, Texturémetro TAX-
2PLUS) y humedad (AOAC, 2000). El disefio
experimental fue unifactorial, con 3 repeticiones

y completamente al azar y el andlisis de datos se

llevé a cabpara por un ANOVA con un nivel de
significancia de 0.5%. Los resultados indican que
no hay diferencia significativa entre un queso
comercial, un queso elaborado sin semilla de chia,
ni los quesos en los cuales se adicioné el 1y 1.5%
de chia.

Palabras clave: Queso panela, chia, andlisis sensorial.
Abstract

Panela cheese is a product widely consumed
in México, since it is one of the most used for a
balanced diet because of a low percentage of fat
compared to other types of cheese. The addition
of chia seeds will help to improve the health to
consumers, because these seeds contain essential
fatty acids like omega 3 and 6, antioxidants,
The

objective of this study was to evaluate the effect

polyphenols, minerals and vitamins.
of the addition of chia seed to a panela cheese,
and compare the texture, level of acceptation and
moisture content with different concentrations
of chia seed (0, 1.0 and 1.5 and a commercial
cheese). It was used cow’s milk, stabilizers,
calcium chloride, flavors and rennet. Chia was
obtained from Commercial Centers in Gémez
Palacio. Once the panela cheese was made, it

was analyzed for level of acceptation (Anzaldta,
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1994) with 60 consumer judges, Instrumental
texture (Texturemeter TAX-2PLUS) and moisture
content (AOAC, 2000). The experimental design
was a one-way factorial and the data was analyzed
with an ANOVA with a significance level of 0.5%.
Results show no difference between any of the
treatments.

Key words: Panela cheese, Chia seeds, sensorial

analysis.
Introducciéon

El queso es un alimento de amplio consumo a
nivel mundial cuyas caracteristicas nutritivas,
funcionales, texturales y sensoriales difieren entre
cada tipo. Se estiman mas de 2000 variedades
de queso, entre madurados, semi-madurados
y frescos, no obstante en México predomina el
consumo de quesos frescos, mismos que forman
parte de una enorme variedad de platillos
(Ramirez y Vélez, 2012). La Norma Oficial
Mexicana (NOM -121-SSA1-1994) especifica que
queso fresco se caracteriza por un contenido de
humead elevado, un sabor suave y un periodo
de vida de anaquel corto, por lo que debe ser
refrigerado.

Tradicionalmente la dieta del Mexicano es pobre
en proteinas de origen animal, lo cual podria
cambiar con la adicion del queso como alimento
de consumo frecuente (Morales y col., 2003), cabe
recordar queeste derivadolacteoesuningrediente
indispensable en multiples platillos de la comida
tipica mexicana. Ademds, en México también
existe una gran variedad de quesos, los cuales se
clasifican de acuerdo a: Regién de origen, método
de elaboracion, apariencia general (sabor, tamafio
y color), vida de anaquel, propiedades fisicas,
analisis quimico y propiedades microbiolégicas
(Urdaneta, 2004).

Algunas veces los quesos frescos son adicionados
de saborizantes tales como el tomillo, orégano,
chile pimiento, chile jalapefio, ajo, cebollin, etc.,
las cuales tienen aceptacion en el mercado. Sin
embargo, actualmente el publico consumidor
presenta especial interés por alimentos que
le aporten algin beneficio a su cuerpo y son
conocidos como alimentos funcionales, que

se caracterizan por presentar propiedades

antioxidantes

Estos compuestos estan presentes en algunas
semillas como la chia a la cual se le atribuyen
importantes propiedades. A estas semillas
se les puede considerar como una fuente
importante de proteinas de buena calidad, dcidos
grasos poliinsaturados (@-9, -6 y ®-3), fibra,
antioxidantes, minerales y vitaminas (Fernandez
y col., 2006; Silveira y Salas, 2014). Bodiora y col.,
(2017), encontraron un mayor efecto protector de
la combinacién de antioxidantes naturales PA y
TOC (50:50) que el que se logra con el TBHQ. El
aceite de chia contiene la proporcién mas alta de
acido linoleico que cualquier otra fuente vegetal
(Ayerza y Coates, 2004). La incorporaciéon de
semillas de chia a un queso fresco durante el
proceso permitira ofrecer al pablico consumidor
una alternativa de un queso con propiedades

funcionales adicionales.

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la
adicion de diferentes concentraciones de semillas
de chia (Salvia hispdnica) sobre la textura, nivel de

agrado y humedad de un queso tipo panela
Materiales y Métodos

La presente investigacion es de tipo experimental,
evaluando diferentes concentraciones de chia
adicionadas a un queso tipo panela (control, 0%,

1% y 1.5%), considerando el control como un
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queso panela comercial. Se llevé a cabo en los
Laboratorios Multidisciplinarios de la Facultad
de Ciencias Quimicas Campus Goémez Palacio
de la Universidad Juarez del Estado de Durango
durante el periodo comprendido de Febrero 2015
a Diciembre 2016.

La leche entera de vaca para la elaboracion del
queso proporcionada por el establo de la Facultad
de Agronomia y Zootecnia de la UJED ubicado
en el ejido de Venecia Durango y su composicion
quimica fue: 3.4% grasa, 13% solidos totales y
una acidez 12°D. El estabilizante, saborizante y
cloruro de Calcio (CaCl,) se obtuvieron en “Cuajo
El Danes’, y la chia en un Centro comercial de
la ciudad de Gémez Palacio. El total de la leche
utilizada fue 30 L, distribuido en 3 tratamientos
de3.5L.

La textura se determiné como la resistencia que
presenta un queso panela a la compresion con
un punzén de cabeza redonda expresada en
Newton y medida en un texturémetro TA XTplus
(Texture Analyser de Stable Micro Systems). El
nivel de agrado se obtuvo como la preferencia
del consumidor sobre el queso con diferentes
porcentajes de semillas de chia, expresada de
acuerdo a una escala hedénica de 5 puntos con
La

humedad se calculé como el porcentaje de agua

60 jueces consumidores (Anzaldda, 1994).

por cada 100 gramos de queso de acuerdo al
método del AOAC (2000).

Para la elaboracién de 1 kilo de queso tipo
panela se vaciaron 10 litros de leche entera en
un recipiente y se pasteurizé la leche a 63 °C
durante 30 minutos, posteriormente se procedi6
a enfriarla hasta 40°C y, se le adicion6 el CaCl,
con agitacion y se le agrego el cuajo (1:10,000
por cada 100 litros de leche), posteriormente se
le agit6 brevemente y se dej6 reposar entre 15 o

35 minutos. Transcurrido el tiempo se corté la
cuajada y nuevamente dejo reposar 10 minutos.
Como siguiente paso se desuer6 la mezcla y
se pas6 la cuajada a un proceso de salado con
un 1% de sal, adicionandose en esta etapa del
proceso las semillas de chia entera para proceder
posteriormente al moldeado, y prensado, para
después de 2 horas ser desmoldado y a refrigerar
a4°C.

En el disefio experimental fue un factorial con 4
niveles (control,0%,1%,y1.5% de semillas dechia),
y se realizaron 3 repeticiones por cada tratamiento
completamente al azar. Los resultados de
humedad y textura fueron analizados mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia de p<0.5 (Herndndez-Sampieriy col.,
2007). Para el nivel de agrado mediante el método
no paramétrico de Friedman y la comparacion de
medias por el método de Nemenyi. Las pruebas
estadisticas se llevaron a cabo con el programa
Statistic (Stat-Soft, 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas de textura son criterios de
gran importancia para analizar la evolucién de
la calidad de los quesos (Lebecque y col., 2001)
resultando afectadas por los pardmetros que
modifican las caracteristicas de la leche y los

quesos (Lawlor y col., 2001).

Los resultados de textura del queso tipo panela
adicionado con semillas de Chia entera no
muestran diferencia significativa, aunque se
observa una tendencia a disminuir la textura al
adicionarse la chia, lo cual esti relacionado con
la retenciéon de humedad, ya que en el queso
con chia se logra apreciar una ligera retencion
de humedad. Los valores de textura fluctuaron

desde 0.995 N en el queso comercial a un 0.62 N
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Figura 1. Promedio de los resultados de textura expresados en newtons (IN) en quesos con
v sin adiciém de chia.

en el que contiene 1.0% de chia (Figura 1). Segin
Alvarez y col. (2007), en el anélisis de perfil de
texturala dureza de los quesos frescos depende de
su constitucion (tamafio de las micelas de caseina
y la aS1 caseina) y composicién (contenido de
humedad y grasa). Esto sugiere que la tendencia
de disminuir la textura en quesos adicionados
de chia pudiese corresponder al cambio en el
porcentaje de humedad.

Nivel de agrado

Ahmed y col., (2012) revelaron que el uso de
especies tales como el clavo, comino negro y
pimiento negra dieron valores aceptables en el
nivel de agrado en quesos Mudaffa ademas de
que le proporcionaban una importante actividad
antioxidante. En este proyecto, el nivel de agrado
en quesos tipo panela con y sin adicién de chia,
no se observa diferencia significativa (p=0.5),

mostrando una mediana de 4.0 para todos los
tratamientos. Sin embargo, en la figura 2 se logra
apreciar una mejor distribucién de los datos
favorables de nivel de agrado del control y atn
mejores en el tratamiento con 1.5% de semillas de
chia (Figura 2).

Estos resultados sugieren que el uso de semillas
de chia en el queso fresco tipo panela, es
aceptable con el consumidor y que pudieran
mejorar las propiedades funcionales del mismo,
especialmente en lo referente a la capacidad
antioxidante, ademds de mejorar el nivel
nutricional con un aporte importante de acidos

omega.
Humedad

La pérdida de agua en los diferentes quesos
elaborados con y chia varfa desde 55.93% en el

Box & Whisker Plot
55
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Figura 2. Gratica con los resultados estadisticos del nivel de agrado de queso panela.
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queso comercial hasta un 58.78% en el queso
con 1.0% de chia, aunque no tienen diferencia
estadistica ((p=0.5) (Figura 3).

Ademas de las altas propiedades funcionales y
nutricionales de la chia, Vazquez-Ovando (2009),
menciona también altas proporciones de fibra
soluble e insoluble, con capacidad de retencién de
agua de 15.41 g/g, lo que sugiere el aumento en
el porcentaje de humedad en los quesos pudiera
estar relacionado con el contenido de fibra de la
chia.

Conclusiones

La textura, nivel de agrado y contenido de
humedad en los quesos tipo panela adicionados
con chia, no fueron afectados con la adicion de
éstas semillas, lo cual es un aspecto favorable para
la produccién de un nuevo producto alimenticio,
que ademas de sus propiedades nutricionales
naturales, se mejoran sus propiedades funcionales
como la capacidad antioxidante y contenido
de polifenoles, acidos grasos del tipo omega y
fibra. Se recomienda la continuacién del estudio
evaluando la capacidad antioxidante, contenido
de polifenoles, acidos grasos omega y fibra en el
queso.

1%CH 1A 1.5%CHIA

REFERENCIAS

Ahmed, M. B. y Mervat 1. F. 2012. Sensory
evaluation and antioxidant activity of new
Mudaffara cheese with spices under different
storage temperatures. ] Appl Sci Res. 8(7): 3143-
3150.

Alvarez, S., V. Rodriguez, M. E. Ruiz y. Fresno, M. 2007.
Correlaciones de textura y color instrumental con la

composicion quimica de quesos de cabra canarios.
Arch. Zootec. 56 (Sup. 1): 663-666.

AOAC, 2000. Official Methods of Analysis.
Association of Official Analytical Chemists
International, Washington, USA, 1018p.

Anzaldaa, M.A. 1994. La Evaluacién sensorial
de los alimentos en la teoria y en la préctica. Ed.

Acribia, Zaragoza, Espania.

Ayerza, R., y Coates, W. 2004. Composition of
chia (Salvia hispanica L.), grown in six tropical
and subtropical ecosystems of South America.
Tropical Sci, 44(3);131-135.

Bodoira, M. R., Penci, M. C.,, Ribotta, P. D. y
Martinez, M. L. 2017. Chia (Salvia hispanica
L.) oil stability: Study of the effect of natural
antioxidants. LWT - Food Sci Tech. 75:107-113

ALIMENTOS | 17



Fernandez 1., Ayerza R., Coates W., Vidueiros
S. M., Slobodianik N. y Pallaro A. _N. 2006.
Caracteristicas nutricionales de la chia. Revista
Comunicaciones breves 7(1):23-25.

R,
C. y Baptista-Lucio, P. 2006. Metodologia de la

investigacion. 4°. Edicion. McGraw Hill

Hernédndez-Sampieri, Fernandez-Collado,

Lawlor, J. B., Delahunty, C.M., Wilkinson, M.G
y Sheehan, J. 2001. Relationships between
the
composition and gross composition of ten cheese
varieties. Lait, 81: 487-507

sensory characteristics, neutral volatile

Lebecque, A., A., Laguet, M.F., Devaux y Dufour.
2001. Delineation of the texture of Salers cheese
by sensory analysis and physical methods. Lait,
81: 609-623.

Morales, L.J., Cassis, P.M.L. y Garcia, B.L.G. 2003.
Elaboracién de un queso tipo “Cotija” con base en
una mezcla de leche y garbanzo (Cicer arietinum
L.). Arch Latinoam Nutr. 53 (2); 202-207.

Norma Oficial Mexicana NOM-121-SS5A1-1994.
Bienes y servicios. quesos: frescos, madurados
y procesados y especificaciones sanitarias.
Secretaria de Salud. www.salud.gob.mx/

unidades/cdi/nom/121ssal4.html

Ramirez L. C. y Vélez R. J. F. 2012. Quesos
frescos: propiedades, métodos de determinacion
y factores que afectan su calidad. Temas selectos
de Ingenieria de Alimentos 6(2): 131-148.

Silveira C. M., Salas M. M. 2014. Review:
Chemical composition, functional properties and
technological applications of chia (Salvia hispanica

L) seeds in foods. Food technology, Campinas,
17(4): 259-268.

Statistica. 2007. Statistica. Release 7. Electronic
version. Stat-Soft Inc.

Texture Analyser de Stable Micro Systems. 2016.
Application studies. Texture Technologies.

Urango, M. L. A. 2012. Elaboraciéon de un

queso fresco semi-graso, adicionado con
fructooligosacaridos (FOS). Tesis de Maestria en
Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Universidad
Nacional de Colombia Sede Medellin, Facultad

de Ciencias Agrarias. Colombia.

Urdaneta, R., Borregales, C., Bullén J. y Cardenas,
A. 2004. Effect of milk homogenization in yield
and properties on soft ritening cheesse. Revista
Técnica de la Facultad de Ingenieria, Universidad
del Zulia. 27(2), 75-82.

Vazquez-Ovando Alfredo, Rosado-Rubio Gabriel,
Chel-Guerrero Luis, Betancur-Ancona David.
2009. Physicochemical properties of a fibrous
fraction from chia (Salvia hispanica L.). LWT -

Food Sci Tech 42:168-173

18 | ALIMENTOS



Ingeniero Quimico en Alimentos

ALIMENTOS | 19




QUIMICA FARMACEUTICAY CLINICA

(Biotecnologia, Toxicologia, Farmaceutica, Clinica)

"Espera mdl anse ¢ verds gue de wuelve freecosa hasta la basuna dejada atrds for ana civilizacion extinta”
Daac #osimon (1920-1992) escnitor eotadounidense.

20 | QUIMICA FARMACEUTICA Y CLINICA



Fundamentos del desarrollo de los anticuerpos como

medicamentos biotecnolégicos

*ISegovia-Mendoza, M., ¥2Ambrosio, ].

"Departamento de Biologia de la Reproduccion, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricion Salvador Zubiran, México, D.F.

*Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM, México, D.F.

Autores corresponsales: ‘jrah@unam.mx, fnonaco445@yahoo.com.mx

Resumen

En los dltimos afios, la terapia farmacolégica
hadadoungirovertiginosoenlorelacionadoal
desarrollodenuevosfarmacos;estadirigiendo
mucha de su atencion hacia el desarrollo y
empleo de medicamentos biotecnolégicos
(también conocidos como biofarmacos,
tarmacos biologicos o biofarmacéuticos).
La razén de ello se debe a que este tipo de
medicamentos se les puede disefiar con gran
poder terapéutico, una alta especificidad y
con efectos indeseables moderados. Por ello,
en México, se estima que en los afios por
venir habra una mayor variedad de este tipo
de medicamentos; siempre y cuando se les
apruebe por las instancias correspondientes.
Aunque la mayor parte de biofdrmacos se
emplean principalmente en el tratamiento
de enfermedades de tipo canceroso, es
inevitable que se irdn generando otros con
los que se puedan aliviar otras enfermedades
no cancerosas. Los anticuerpos monoclonales
(AcM) son los farmacos biolégicos que se

estan usando ampliamente. Por estas razones,

el objetivo de esta revision es proporcionar
los conocimientos basicos, la importancia en
la salud y las consideraciones regulatorias de
los AcM como biofarmacéuticos. Esta revision
también describe su estructura y composicion,
su rol biol6gico, las estrategias que se siguen
durante su disefio y las razones por las que
podrian desarrollarse otros anticuerpos para
la terapia.

Palabras clave: Inmunoglobulinas, Anticuerpos

monoclonales, Biofarmacos, Medicamento

Biotecnologico, Biomoléculas.
Abstract

In recent years, pharmacological therapy has
taken a dizzying turn in the development of
new drugs, directing much of its attention to
the development and use of biotechnology
drugs (also known as biopharmaceuticals,
biological or biopharmaceutical drugs). The
reason for this is because these types of
drugs can be designed with great therapeutic
power, high specificity and with moderate
undesirable effects. Therefore, in Mexico, it is
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estimated that in the years to come there will
be a greater variety of this type of compounds
approved by the appropriate authorities.
Although most

mainly used in the treatment of cancerous

biopharmaceuticals are
diseases, it is inevitable that others drugs
will be generated against to non-cancerous
diseases. Monoclonal antibodies (MAbs) are
biological drugs that are being widely used.
For these reasons, the aim of this review is
to provide the basic knowledge, the health
importance and regulatory considerations of
Mabs as biopharmaceuticals. This review also
describes their structure and composition,
their biological role, and the strategies that
are followed during their design and the
reasons under which other antibodies for

therapy could be developed.

Key words: Immunoglobulins, Monoclonal
antibodies, Biopharmaceuticals, Biotechnology,
Biomolecules.

Introduccion

Farmacos biolégicos

Los Dbiofarmacos son de naturaleza,

composicién y comportamiento totalmente
distinto a los farmacos convencionales, por
lo que muchas de las formas de valoracion
convencionales no pueden ser utilizadas para
evaluarlos. Entre las diferencias importantes

se encuentran:

1. Peso molecular. Su peso molecular, en
comparacién conlos farmacos convencionales,

pueden ser diferentes hasta en mil 6rdenes de

magnitud.

2. Complejidad. Son de mayor complejidad
que los farmacos basados en sustancias

quimicas tan grandes como las vitaminas.

3. Inestabilidad o reactividad. Debido a su
naturaleza proteica, la influencia del medio
en el que se encuentren puede provocar
cambios importantes en su constituciéon y

composicion.

4. Valoraciones especificas. La forma de
evaluarlos es totalmente distinta a la de
farmacos convencionales

los dado que

presentan una elevada actividad y dindmica
de Ila

presentan un comportamiento preclinico

farmacologicas; misma manera,
y clinico caracteristicos que requieren de

evaluaciones definidas.

Por las razones ya mencionadas, en México,
en diciembre del 2014, se dio a conocer de
manera oficial una reforma en materia de
medicamentos  biotecnolégicos  conocida
como la Norma Oficial Mexicana 257 (NOM
257). Bajo esta norma, se establecen las
nuevas reglas requeridas para la aprobacion
de de

tercera generacion [1]. La intencién de

medicamentos  biotecnolégicos
esta regulacion para este tipo de farmacos
tiene como base el que se definan mejor las
caracteristicas, propiedades y evaluaciones
de los biofarmacos. La idea es que el uso de
tales agentes farmacolégicos en el mercado
mexicano sea una forma de favorecer
el que se ofrezcan mejores tratamientos

medicamentosos que amplien y mejoren
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la calidad de vida de las personas. Con tal
regulaciéon, México ha entrado a la etapa del
desarrollo y aplicaciéon de biofarmacos bajo
una legislaciéon la cual busca que se lleve
a cabo una adecuada normatizaciéon de su
produccién y uso. Esta normatizacion tiene
un alcance internacional fuera de México, ya
que la COFEPRIS (la instancia mexicana que
lleva a cabo la regulacion de farmacos) se ha
reconocido con esa calidad. La normatizacion
tiene como base lo establecido en el articulo
222Bis de la Ley General de Salud de México,
en donde se establece que “se considera como
medicamento biotecnolégico a toda sustancia
que haya sido producida por biotecnologia
molecular, que tenga efecto terapéutico,
preventivo o rehabilitatorio, que se presente
en forma farmacéutica, que se identifique
como tal por su actividad farmacolégica y
propiedadesfisicas, quimicasy biol6gicas”. En
el articulomencionado, conlafinalidad de que
un medicamento biotecnolégico innovador
pueda ser registrado y comercializado, se
establecen varios aspectos que se tienen que
cubrir y que la COFEPRIS vigila y corrobora

que se lleven a cabo de manera precisa:

- La del

composicion y su férmula.

monografia biofarmaco, su

- El origen e historia del banco celular al cual

va dirigido.

- El gene, la construccion del sistema de
expresion, vector u hospedero para la

proteina de interés.

-La caracterizacion relevante del genotipo y

fenotipo.

- El resumen del proceso de fabricaciéon del

biofarmaco.

- Los métodos analiticos de tipo fisicos,
quimicos y biolégicos que se utilizan para su

analisis.

- El protocolo e informacién de la validaciéon

de la red o cadena de frio, etc.

Por lo que se observa ante estas disposiciones
en la NOM 257, las autoridades tienen
conocimiento y toman decisiones respecto al
desarrollo y uso de los farmacos biol6gicos
en las que ellos saben de sus caracteristicas
generales de disefio, de sintesis, de produccion
y de control de calidad de las proteinas

involucradas [1].

Aunque en Meéxico aan son pocos los
biofarmacos que se utilizan en las terapias
medicamentosas, varios aun estan en la fase
de aprobaciéon y por lo tanto a espera de
su uso; a nivel mundial hay una cantidad
creciente continua de nuevos medicamentos
biotecnolégicos como se puede apreciar
en lo establecido en el 2014, tanto en los
Estados Unidos de Norteamérica como en
Europa [2]. Entre este tipo de farmacos se
encuentran factores sanguineos, citocinas,
enzimas, vacunas recombinantes, productos

tromboliticos, hormonas,

de

morfogénicas de hueso, proteinas de fusion

anticoagulantes,

factores crecimiento, proteinas
y AcM. Sin embargo, por lo novedoso con

que incursionan en la terapia medicamentosa,
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aun cuando el crecimiento y produccién
de los biofdrmacos es casi exponencial,
varios de ellos tienen que ser retirados de
la comercializacién porque no producen los
efectos esperados o su costo de produccion
y aplicaciéon resultan muy elevados. Por
ello, otros nuevos surgen y lo cual va del
acompafnamiento con que se dan los nuevos

conocimientos cientificos.

Por lo anteriormente, como parte de la
presente revision y con la finalidad de ofrecer
un panorama completo de lo que se requiere
tener de conocimiento para comprender lo
que incluye la NOM 257, en lo referente a
los AcM (identificados genéricamente por
la terminacién -mab derivada del inglés
“monoclonal antibodies”), nos proponemos
presentar las bases de las caracteristicas
generales de las proteinas para su uso
terapéutico. Luego, se hara hincapié en el
estado del arte referido al tipo, uso, control,
producciéon industrial de estos agentes
terapéuticos, asi como se tocaran algunas de

las limitantes de su uso.
El ciclo de vida de las proteinas

A partir de la informacién genética ofrecida
por el DNA que se encuentra en el interior
del ntcleo celular, numerosas biomoléculas
Dicha

para

son codificadas como proteinas.

informacion genética es crucial
determinarla forma, el tamafio, la localizacién
y la funcién de estas biomoléculas. Por
estas causas, mediante la aplicaciéon de

herramientas de ingenieria molecular y el

empleo de sistemas celulares que permiten
la expresion y produccién de proteinas con
caracteristicas particulares, es posible llevar
a cabo la manipulacion experimental del
material genético con lo que es posible la
produccién de proteinas definidas, en las
cantidades necesarias y con funciones que se
precisan de ellas [3]. Por ello, las mejoras en
las biomoléculas aumentan su funcion, o bien,
su potencial terapéutico como en el caso de

los anticuerpos.

A nivel de DNA se encuentra codificada la
informaciéon que da origen a la produccion
de

compuesto de bases puricas y pirimidinicas

las proteinas; el material genético
se estructura de cierta forma que al ser leido
es interpretado y, luego, la informacion
generada en forma de mensajeros de RNA
viaja desde el nucleo celular hacia el citosol
celular hasta los ribosomas; ahi, una vez que
la informacién se interpreta, se transforma y
ello determina cuales serdn los aminoacidos
que vendran a constituir los péptidos con
los que se formaran las futuras proteinas.
Después, cuando ya han sido formados los
péptidos, estos se asocian entre ellos dentro
de otros compartimientos celulares (como el
aparato de Golgi o el reticulo endoplasmico)
y, con ello, se lleva a cabo la formacién de las
proteinas. Cuando las proteinas ya han sido
formadas, salen de las células y comienzan
a llevar a cabo las funciones para las cuales
fueron preparadas. Sin embargo, aun cuando
las proteinas ya estén formadas, ain no han
madurado totalmente y podrian sufrir una

subsecuente modificacion que definird su
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funcién, su constitucion, su localizacién o
su destino, asi como su destrucciéon por los
mecanismos intracelulares que se presenten.
Este proceso de maduracién, en los que las
proteinas nacientes o ya formadas sufren
cambios o alteraciones que son determinantes
para su funcién final se les conoce como
eventos que producen modificaciones
postraduccionales de las proteinas. Estos
eventos generan que las proteinas puedan
seguir sufriendo cambios que alteran sus
caracteristicas originales, por lo que pueden
convertirse en un blanco farmacolégico, o
inmunolégico, o bien, adquirir otras funciones
distintas a las originalmente definidas para
ellas. Estos cambios podrian ser generados
o inducidos por influencia del medio o del
manejo que se realice de estas biomoléculas
y que

nuevas como agregacion, desnaturalizacion,

podrian inducir modificaciones
fragmentacién, desaminacién y oxidacion;
las cuales son modificaciones que podrian
conferir nuevas caracteristicas a las proteinas
y que podrian alterar las caracteristicas con

las que inicialmente se produjeron como es el

caso de los anticuerpos [4].

Entre las influencias que inducen cambios en
las proteinas se encuentran las condiciones
ambientales a las que se les sometan o,
bien, al manejo que de ellas se haga. Por lo
consiguiente, paraqueunaproteinaproducida
mantenga sus caracteristicas definidas (y se
requiere que se mantenga asi siempre) debera
ser conservada a temperaturas entre 2y 8 °C,
preservada en una solucion amortiguadora
definida parasus propiedadesy,enmuchosde
los casos, libre de otras proteinas o sustancias
que induzcan su degradacion y lo cual lleva

al fenémeno conocido de protedlisis.
Las inmunoglobulinas

Los seres humanos llevan a cabo la sintesis de
multiples proteinas con las que se les permita
cubrir sus diferentes necesidades; como
en el caso de la respuesta inmunitaria, en
donde las inmunoglobulinas (Ig’s) juegan un
papel relevante en el control de infecciones
producidas por agentes patégenos. Como su

nombre lo indica, las Ig’s reciben este nombre

Tabla 1. Tipos de Ig’s [6]

Tipo de Ig's Estructura Cruza ' Fll]lCiOflllEIS Cnrtciantracién
placenta inmunolégicas sérica (%)
Respuesta secundaria,
IeG monomeérica Si neutralizacion de 75-80
toxinas y virus
IeM pentamérica No Respuesta primaria 5-10
IgA monomerea No Respuesta en mucosas 10-15
vy dimérica
IgD monomerica no homeostasis <0.5-1
IeE monomerica no alergias <0.01-0.05
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porque a estas proteinas se les encuentra en el
suero sanguineo, que ha sido sometido a un
fraccionamiento electroforético, en la fraccién
correspondiente a las globinas. Dado que
estas proteinas estan asociadas con el papel
protector de poder neutralizante frente a
organismos patdgenos, se les ha designado
como anticuerpos (Ac’s). Sin embargo, en
un contexto mas amplio, se considera que
los Ac’s son aquellas moléculas proteicas
con importantes efectos biolégicos en contra
de los antigenos (Ag) de los patdgenos a los
que han reconocido especificamente y por
ello, tienen poder de neutralizacién de los
mismos. La interaccién con los antigenos, su
concentraciéon, el tipo de microorganismo
contra el que acttan, asi como por las
caracteristicas moleculares de los Ac’s; éstas
biomoléculas se clasifican en diferentes tipos

y funciones como se muestra en la Tabla 1 [5].

Estas también son conocidas

como anticuerpos y, como un acuerdo

proteinas

convencional, se consideran sinénimos; sin
embargo, desde el punto de vista estricto de
la respuesta inmune, es en los anticuerpos
en donde se lleva a cabo la verdadera

funcién de neutralizaciéon de los antigenos.

Los anticuerpos y su producciéon a nivel

celular

Los anticuerpos son producidos por untipode
células de la respuesta inmunitaria conocidos
como linfocitos B (LB). Estas son células que
se generan, maduran y se afinan en la médula
6sea; de ahi, cuando maduran, viajan todo el

organismo a través de la irrigaciéon sanguinea

(o de la irrigacion linfatica) y de ahi alcanzan
los ganglios linfaticos en donde interacttan
con los antigenos. Durante el proceso de
maduracion, el DNA de los linfocitos sufren
cambios en donde los genes responsables
para generar los anticuerpos se recombinan
varias veces y gracias a este fenémeno, los
anticuerpos desarrollan la capacidad de
interactuar con muy alta especificidad con
los antigenos. Tal es la capacidad de generar
el ntimero necesario de anticuerpos para
reconocer a todos los antigenos con los cuales
se enfrenten, que la especificidad permite
discernir que LB podrian reconocer antigenos
propios y con ello evitar una autoinmunidad
con la destruccién o supresion de la actividad
de los linfocitos. El niimero de anticuerpos
que se puede generar en contra de los
antigenos extrafios es tan alto, que podrian
generarse anticuerpos para antigenos hacia
los que los humanos nunca podrian tener
acceso. La capacidad de la respuesta inmune
de generar anticuerpos con alta especificidad
hacia sus antigenos, asi como de interactuar
bien con ellos, es conocido como la respuesta

inmune humoral [6].

Varios fueronlos sucesos de granimpactoenla
medicina a través delainmunologia, enfocada
principalmente al campo del conocimiento
de los anticuerpos, y los cuales fueron: 1.
Cuando se establecié que las tnicas células
que sintetizaban los anticuerpos eran los LB.
2. Cuando se determiné cual era la forma en
que los anticuerpos eran disefiados a partir
del material nucleico delas células sanguineas

precursoras de los LB. 3. La dindmica
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ingenieril nuclear que favorecia la generacion
de la diversidad de los anticuerpos frente a
todos los diferentes tipos de antigenos a los
que se enfrentaran las células. 4. Se determiné
que la producciéon de los anticuerpos era
dependiente de una seleccion clonal, esto es,
a partir de un solo linfocito B se produce un
solo tipo de anticuerpos (lo cual se conoce
como monoclonalidad) y, por lo consiguiente,
como en un individuo se producen muchos
anticuerpos ante una infecciéon, se denominé
que la respuesta inmune humoral que se
presenta es de tipo policlonal. 5. El desarrollo
de los AcM de origen murino mediante la
obtenciéon de hibridomas que involucraban
la fusiéon de LB y células de mieloma murino.
Este

explicado a continuacién por la importancia

altimo suceso serda ampliamente

que reviste para los fines de esta revision.

Como se ha indicado, uno de los mayores
sucesos de la medicina fue el logro de la
produccién de los AcM mediante el empleo
de sistemas ajenos al organismo. La forma
en que los AcM son disefiados y sintetizados
permite que se produzcan los necesarios
con la capacidad de reconocer porciones
tan especificas y tnicas de los antigenos,
las cuales también son denominadas como
epitopos o determinantes antigénicos. La
importancia fundamental de la diferencia
de los anticuerpos producidos de forma
natural en la respuesta inmune humoral de
los individuos que sufran una infeccién, es
que mientras los anticuerpos asi generados
son de naturaleza policlonales porque en

un solo antigeno tienen la capacidad de

reconocer varios epitopos y la forma natural
de la produccién de los mismos es a través
de una respuesta inmune humoral de tipo
policlonal [7]. Luego entonces, debido a que
ya se cuenta con un conocimiento de la forma
en que se puede disenar, sintetizar, producir,
generar anticuerpos que reconozcan muy
especificamente a sus blancos y, ademas,
existen sistemas celulares que favorecen
de forma eficiente todas estas condiciones;
en la actualidad ya es posible producir los
anticuerpos bajo estrategias de biotecnologia.
Con estas estrategias ya se pueden cubrir
varias de las necesidades que se tengan de
desarrollo de anticuerpos y, mediante ello, ya
se pueden emplear los anticuerpos generados
no sélo para controlar procesos infecciosos,
sino también de otros aspectos no infecciosos
como la diseminacién de procesos cancerosos
mediante neutralizacion de su antigenos. Esta
capacidad de generar anticuerpos a demanda
para necesidades de terapia ha dado un giro
vertiginoso para su empleo en la terapéutica
medicamentosa y por ello, actualmente
cuando se usa para estos fines, se les considera
como biofarmacos, farmacos biol6égicos o

bien, medicamentos biotecnolégicos.
Estructura molecular de los Ac

En lo que se refiere a su estructura molecular,
todas las Ig’s son glicoproteinas con una
estructura caracteristica: tienen una forma
semejante a una “Y” y son heterodimeros
constituidos por dos cadenas pesadas y por
dos ligeras como se muestra en la figura
1. Estas cadenas tienen sus extremos amino

y carboxilo terminal y, en la mayoria de las
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variantes de Ig’s, las cadenas estian unidas
por enlaces disulfuro. Tanto las cadenas
pesadas como las ligeras estan constituidas
por dos regiones; la region constante (6 Fc del
inglés “Fragment constant”) donde radica
la actividad biolégica de las Ig’s y la region
variable que interacttia con los determinantes
antigénicos (60 Fab del inglés “Fragment
of antigen binding”). El concurso de los
extremos amino terminal de ambas cadenas
genera el sitio de reconocimiento especifico
hacia los epitopos de los antigenos (también
conocido como dominio CDR del inglés
“Complementary-Determining Region”),
sitios los cuales se localizan en la region
variable de ambas cadenas. Como ya se indic6,
los enlaces disulfuro intracadena favorecen el
que la estructura conformacional de las Ig’s y
ello brinda el que cuando interaccionen con

los antigenos y se conviertan en anticuerpos,

Dominio CDR
O\

Region Fab —
(reconocimiento antigénico)

\

Regidn Fc
(actividad bioldgica)

lo hagan mediante el reconocimiento de los
mismos en la porcién superior de la “Y”;
dado que son dos sitios de reconocimiento
(cada uno reconoce a un epitopo de un
mismo antigeno), ello implica que un Ac
reconoce a los antigenos de forma bivalente.
La estructura conformacional de los Ac los
hace tan versétiles que al mismo tiempo
cuando estan interactuando con los antigenos,
pueden estar interactuando con sus regiones
Fc con receptores especificos de anticuerpos
presentes en otro tipo celular como las células
naturales asesinas. O bien, si tales Ac no
se unen a dichos receptores, pueden estar
interactuando con otras moléculas séricas
que participan en la respuesta humoral (tales
como componentes del complemento) y ello
favorecer activacion celular o induccién a
respuestas de tipo inflamatorio. Este tipo

de respuestas se amplifican cuando los

+— Cadena pesada (H)

<«— Cadena ligera (L)

Carbohidrato
— 3
[ ] Partevariable
| Parte constante

- Enlaces disulfuro

O sitios de glicosilacion

Fig. 1. Esquematizacién de un anticuerpo. En rosa palido se observan las cadenas pesadas (H), mientras que en
rosa mexicano se muestran las cadenas ligeras (L). La regién azul agua indica el sitio de reconocimiento del
antigeno (Dominio CDR) que estan localizados en la regién amino terminal de las cadenas. Los puentes
disulfuro estdn esquematizados en color verde y en azul grisaceo los sitios de glicosilacién que contienen a los
carbohidratos caracteristicos de los diferentes tipos de Ig's.
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anticuerpos forman complejos o se unen
entre ellos, como en el caso de las IgM, que
permiten aumentar la interacciéon con mds

epitopos de los antigenos (Fig. 1) [7, 8].

Es importante el destacar que en lo que se
ha descrito de las funcionalidades de los Ac,
se ha referido a que estos se encuentran en
forma soluble en el suero sanguineo porque
ya han sido liberados desde los LB que se
han diferenciado a plasmocitos. Sin embargo,
durante el proceso de maduracién de los LB,
las moléculas de Ig se encuentran ancladas
a estas células y por estas caracteristicas
adquieren la capacidad de fungir como
receptores de antigenos con lo que son
excelentes sistemas de transmision de sefiales
alinterior delos LB, con lo que estos se activan
y son inducidos a expandirse y dividirse

clonalmente [5].
Mecanismo de accion de los anticuerpos

Los Ac’s tienen su principal forma de acciéon
luego de que interaccionan con los Ag y por
estas causas, si los Ag son adecuadamente
reconocidos podrian sufrir alguna alteracion
estructural de sus moléculas con lo que
perderian alguna actividad biolégica, o bien,
simplemente podrian ser neutralizados y se
dafiaria su capacidad de interaccionar con
algtin sitio blanco y dejar de producir algin
efecto por ello. Por ejemplo; si el antigeno
fuera un receptor especifico que encuentra
localizado en la superficie de las células
blanco, la interaccién de los Ac’s con estos
receptores podria ser un proceso mediante el

cual se interfiriera con procesos asociacion de

tales receptores de tal suerte que se impida
su dimerizacién, internalizacién o posterior
activacion. Los Ac’s en este caso reconocerian
a los antigenos mediante su regién Fab.
Mientras que, si los anticuerpos reaccionan en
fase soluble con los antigenos, la formacion
de complejos antigeno-anticuerpo puede
alcanzar sitios en los que los Ac’s interactten
con las células que los contienen a través de
sus regiones Fc y, de esa manera, el complejo
es removido de la circulacién y destruido en

el interior de la célula.

Se ha demostrado que sobre la superficie de
células fagociticas (tales como macréfagos,
neutrofilos y células dendriticas) los Ac’s
puedenser enlazados porsuregion Fc, se unen
aunreceptor que los reconoce por esta porciéon
y ello favorece la activacion de tales células
con lo que se llevan diversas acciones como
la destrucciéon de los complejos, secrecion
de mediadores que pueden favorecer la
inducciéon a la inflamacién o bien, hasta
la posible activacion de otras poblaciones
celulares que pueden secretar sustancias
con poder destructivo tales como induccion
de muerte celular, apoptosis o fagocitosis.
También los Ac’s tienen el poder de activar
otros sistemas de amplificaciéon de respuesta
humoral como la induccién a la activacion
de la cascada del complemento sérico con lo
que se activan tanto la inflamacién como la
destruccién celular mediante la formacién de
poros en la superficie de las células blanco y
con ello inducir su muerte celular [9]. Estas
acciones de los anticuerpos los presentan

como moléculas poderosas que no soélo
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tiene importancia para neutralizar objetivos,
también tiene importancia por el grado de
amplificacion de respuesta que pueden
potenciar e inducir. Si se suma a su poder de
accion como lo que se ha descrito, la capacidad
de estas moléculas de ser combinadas con
otras moléculas como agentes radioactivos
o venenos; los anticuerpos se convierten en
armas poderosas que pueden ser dirigidas
eficientemente hacia un blanco definido. Por
estas causas, en algin momento se acufo el
término de “balas mégicas” por el uso que
se podria dar de los Ac’s y que estd muy
relacionado con su poder como agentes

terapéuticos.
Disefio y generaciéon de AcM

La forma mas simple para la produccién
de los Ac’s es mediante la inmunizaciéon
repetida de animales, generalmente ratones o
conejos, con el antigeno de interés y posterior
recuperaciéon del suero hiperinmune que
contiene los anticuerpos  policlonales.
Desafortunadamente, para fines terapéuticos
en el hombre, este tipo de Ac no pueden
ser empleados por los dafios severos que se
generarian, ya que al emplear este tipo de
Ac producidos en especies distintas inducen
graves reacciones alérgicas [10]. Sumado a
ello, la forma de inmunizacién no permite
generar anticuerpos que tengan la fineza
del reconocimiento que se espera hacia los
antigenos contra los que se desean preparar.
Por ello, cuando se dio el desarrollo de
anticuerpos monoclonales en ratén en el afio
de 1975 por Kohler y Milstein, se abri6 la

puerta para disefiar y generar los anticuerpos

con las necesidades requeridas: el éxito
estuvo basado en el logro de la fusién de
células de mieloma murino con LB obtenidos
de bazos de ratones inmunizados y la
obtenciéon de hibridomas. Estos hibridomas
que se producen mantienen las caracteristicas
de inmortalidad de las células tumorales y la
capacidad de los LB para producir AcM de
forma continua y con una misma calidad (Fig.
2) [11]. Sin embargo, aunque esta estrategia se
continua empleando para prevenir el rechazo
de transplante renal mediante el empleo
del AcM murino anti-CD3 (muromomab
CD3 6 OKT-3), se ha tenido que buscar la
manera de producir otros AcM que no sean
reconocidos como extrafios y se monte una
respuesta inmune por parte de los individuos
tratados y con ello generen una reacciéon
inmunogénica que provoca que los Ac’s de
origen murino sean radpidamente eliminados.
Por estas causas se han fortalecido los
esfuerzos para favorecer la calidad de los
AcM producidos con lo que se ha buscado
reducir su inmunogenicidad y mejorar su
uso terapéutico. Esto ha repercutido de forma
importante en el mercado farmacéutico y se
transformoé en un éxito comercial creciente [4,
12].

Gracias a los avances en el campo de
la biologia molecular (especialmente lo
relacionado con la ingenieria genética del
DNA recombinante), durante el periodo
de 1980-1990, no solo se logré definir en
qué cromosomas del genoma humano se
encontraba codificada la informacién genética

precisa para generar las Ig's; también se logré
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definir que las cadenas que conforman a estas
Ig’s estan codificadas por segmentos génicos
que requieren procesamientos definidos
para favorecer la formacién del material
genético mediante el que se generan tales
cadenas. Luego, con el conocimiento de la
ingenieria genética, se hizo factible llevar
a cabo la clonacion de los genes completos
que codifican para las regiones variables y
constantes de las Ig’s para lo cual ya se llevé
a cabo el empleo de vectores como virus, asi
como de bacterias y del mejoramiento en el
conocimiento del manejo de cultivo in vitro de
diferentes tipos de células. De esta manera; la
produccién de AcM se ha convertido en una
estrategia de gran reproducibilidad que ha
impactado en el menor empleo de animales

de experimentacién, producciéon a gran

escala en menores tiempos y mejoramiento
en la calidad de los Ac producidos. Una de
las técnicas novedosas de ingenieria genética
es la amplificaciéon de los segmentos génicos
que codifican para las cadenas pesadas y
ligeras de las Ig’s mediante amplificacion
génica (PCR)-transcripciéon inversa; las
células B clasificadas como células activadas
mediante su identificaciéon por fluorescencia,
son posteriormente distribuidas en placas,
luego lisadas y seguido a ello, se realiza la
transcripcion inversa del acido ribonucleico
mensajero de una sola célula para amplificar
la informacién génica de las cadenas tanto
pesadas como ligeras por separado. Luego,
los segmentos génicos obtenidos son clonados
en vectores de expresion con diferentes

marcos de lectura con las regiones constantes

Técnica de fusion celular o hibridoma
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Fig. 2. Técnicas de obtencién de AcM. La figura esquematiza las principales técnicas para la obtencién de AcM.
A) Técnica de fusién celular o hibridoma. Esta técnica se basa principalmente en la inmunizacion de animales
con el antigeno de interés, extraccién de las células B del bazo de los animales y la fusién con células de
mieloma para su inmortalizacién para posteriormente obtener AcM.
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apropiadas y ambas cadenas se inducen a que
se coexpresen con lo que se logra reconstituir
la molécula de Ig con actividad de Ac porque
tiene la capacidad de reconocer a su Ag para
el que fue disenado. Finalmente, los AcM
resultantes se analizan determinando la
secuencia, la especificidad hacia antigeno y
actividad biologica (Fig. 2) [2, 5, 13].

No solo ha sido un suceso el generar Ac’s
de la forma descrita, con el advenimiento
de otras nuevas tecnologias, se ha logrado
reducir la inmunogenicidad e incrementar
la vida media de algunos anticuerpos en
el suero de humanos. Esto se ha logrado

mediante la producciéon de Ac’s quiméricos;

este tipo de Ac’s se generan por la fusién de
dominios variables de las Ig’s murinas, en las
cuales radica la actividad biolégica de esta
proteinas, con los correspondientes dominios
constantes de Ig’s humanas. Luego, los Ac’s
asi generados ya son Ac’s humanizados
porque de esta forma no son rechazados

durante su utilizaciéon en terapia en humanos

(Fig. 2).

Para el proceso de humanizacion de
anticuerpos también se hace uso de la técnica
de visualizacién o biblioteca de bacteriéfagos,
conocidos como fagos (virus que infectan
bacterias). Mediante esta técnica, un gene que

codifica una proteina de interés es insertado

B) Técnicas de biologia molecular (DNA recombinante)
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Fig. 2. Técnicas de obtencion de AcM. La figura esquematiza las principales técnicas para la obtencion de AcM.
Técnicas de biologia molecular. Para la obtencién de AcM por estas técnicas es necesario identificar los genes
de interés de las inmunoglobulinas (Ig's) blanco, posteriormente se genera el DNA complementario (cDINA), el

cual servird como plantilla para generar muchos fragmentos de los genes de interés (amplificacién por PCR).

Una vez obtenidos los fragmentos, se transfectan en un organismo (virus, bacteria o célula) el cual servird como

vector para la produccién de AcM.
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en un gene de la cubierta del fago y de tal
manera que el fago terminard expresando
y “mostrando” la proteina en su exterior
mientras retiene el gene de interés en su
interior. Por ello, diversas bibliotecas de
péptidos (provenientes de genes de interés)
pueden ser expresadas en la superficie de
tagos, (Fig.2). Con esta técnica se desarroll6
el primer AcM completamente humano
(conocido como adalimumab), el cual tuvo su
aprobacion para uso en humanos en el afio
2002, y esta dirigido contra el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y por lo consiguiente
es utilizado en procesos autoinmunes e
inflamatorios severos. Por las caracteristicas
de presentacion de los Ac’s asi generados,
la estrategia se emplea para determinar las
interacciones de afinidad de ligando-proteina
y clonacién de anticuerpos con lo que ofrece
ventajas para mejorar la rapidez de obtenciéon
de AcM con alta afinidad. Usando la misma

estrategia de visualizacién por fagos, se ha

C) Técnica de visualizacién de fago

Genes del anticuerpo
@

Fragmento de anticuerpo
indentificacion de genes de interés

implementado otra estrategia innovadora
que busca mejorar la calidad de los Ac’s para
uso terapéutico, ella se basa en que en lugar
de presentar las moléculas enteras de los AcM
se genere la presentacion, pero de fragmentos
de los Ac’s. En esta estrategia se busca que
los fragmentos presentados mantengan la
capacidad de neutralizar a los Ag y por ello
se les ha definido como minianticuerpos o
nanoanticuerpos. Estos fragmentos pueden
estar conformados por solo un dominio
del anticuerpo, ya que no requieren el
ensamblaje de las dos cadenas de las Ig’s, y
entre éstos se encuentran; los fragmentos
Fab, fragmentos Fv (del inglés “Fragment
variable”), fragmentos scFV (delinglés “single
chain fragment variable”), dianticuerpos,
anticuerpos biespecificos o bivalentes, los
cuales no sélo pueden tener utilidad para la
terapia, sino también pueden ser empleados
en aspectos de diagndstico. Estos fragmentos

al ser expresados en la superficie del fago, no

Proteinas expresadas por el fago

Identificacion y purificacion de diversas proteinas expresadas por el fago

s |
Yoy

Busqueda de actividad bioldgica

Fig. 2. Técnicas de obtencién de AcM. La figura esquematiza las principales técnicas para la obtencién de AcM.
C) Técnica de visualizaciéon de fago. En esta técnica se identifica el o los fragmentos de interés del anticuerpo v
los genes que lo o los codifican, en seguida los genes son insertados a la maquinaria transcripcional del fago,
posteriormente, en la cubierta del fago seran expresadas multiples proteinas de los fragmentos de interés de los

AcM.
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comprometen la afinidad de los anticuerpos

hacia su determinante antigénico.

Los mayores sucesos por el empleo de los
fragmentos de las Ig’s indicados es que
cuando selesemplease observa que presentan
una rapida circulaciéon sanguinea, buena
penetracion en tejidos, baja inmunogenicidad,
baja retencioén en rifiones y 6rganos no blanco,
asi como mejor infiltraciéon en tumores. Su
construcciéon es mds simple, representan
costos menores en su produccion y se les
puede producir a gran escala. Su peso
molecular estd localizado entre los 15 a 55
KDa, mientras que las moléculas completas de
los Ac’s pesan alrededor de los 150 KDa (Fig.

3) [2, 14]. Adicionalmente, los fragmentos

de anticuerpos pueden ser intracuerpos
porque se les puede introducir en las células
blanco para reconocer una Ag especifico y
generalmente son fragmentos Fv de las Ig’s
tipo G que reconocen a un antigeno especifico.
Gracias a esta capacidad de ser introducido
al interior de las células, los intracuerpos se
unen directamente a blancos intracelulares
y con ello pueden bloquear la funcién de
proteinas citosdlicas y nucleares, asi como, la

secrecion de proteinas.

Produccion industrial de los AcM como

agentes terapéuticos

Como se visualiza, las diferentes
caracteristicas de producciéon y disefio de

los AcM han revolucionado la nocién y la

Tipos de anticuerpos monoclonales
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Fig. 3. A) Tipos de AcM. La figura muestra los diferentes tipos de AcM y el porcentaje de parte humana o
murina que contienen, asi como el sufijo que se les atribuye en su nombre dependiente de esta composicién. B)
Fragmentos de AcM. La figura muestra los diferentes fragmentos de AcM que derivan de la estructura del

anticuerpo monoclonal convencional.
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visién de la terapéutica medicamentosa con
tarmacos biolégicos. Ello ha impactado de
forma importante el aspecto econémico de la
industria farmacéutica porque el empleo de
este tipo de biofarmacos ha dejado ganancias
reportadas que van de 11 billones de doélares
en el ano 2004 a 26 billones de doélares
en el afio 2010 en paises como Estados
Unidos [15]. Ello sigue creciendo de forma
exponencial aun cuando en la actualidad
son s6lo un nimero reducido de anticuerpos
terapéuticos aprobados para su uso en terapia

medicamentosa [4].

Principalmente se les ha enfocado para

el tratamiento de diferentes patologias

relacionadas con enfermedades autoinmunes,
infertilidad,

poca atencioén se ha puesto en enfermedades

inflamacién, cancer, aunque

de tipo infeccioso [16-18].

No s6lo se han empleado a los AcM para
fines medicamentosos, también, en el &mbito
de investigacion y diagnoéstico su uso ha
sido fundamental para generar medios de
diagnodstico simples y muy eficientes que
permiten avances médicos y la identificacion

de moléculas de diferentes tipos [19-21].

Consideraciones de caracter regulatorio para

los productos biolégicos

Dada la necesidad de usar los Ac’s como
farmacos biolégicos y dado que tienen
que darse las condiciones para aprobar su
uso, ello ha generado la necesidad de tener
aspectos de caracter regulatorio a los que se

tienen que apegar dichos biofarmacos. Entre

las necesidades que tienen que cubrir para
su aprobacién terapéutica, los biofarmacos
deben tener una medicién de su estabilidad
biolégicay, sobre todo, delainmunogenicidad
que presenten por ser proteinas. Esto es, debe
tenerse un conocimiento exacto del tipo de
respuesta inmune que podria desencadenar
su administracion en el organismo, que
se cuente con informacién que indique
su sistema de expresion de origen, las
modificaciones  post-traduccionales  que
pueden derivar debido a su naturaleza
proteica, las impurezas y contaminantes que
puedan contener, la genética del paciente y
su administracion, asi como, la formacién de
agregados o precipitados. También existen
guias de carécter regulatorio para el uso de
anticuerpos en la fabricaciéon o purificaciéon
de un farmaco [22-24]. En el caso de México (a
través de la Norma Oficial Mexicana o NOM
257 actualizada a finales del afio 2014), se
tiene la preocupacion que de los biofarmacos
se tenga la mejor informacién que permita
su adecuado manejo y uso terapéutico. Es
de tenerse en cuenta que una regulacién
y conocimientos como los que se indican
permitiran controlar de forma eficiente el uso
de los Ac’s, sobre todo cuando se les utilice
como agentes de liberaciéon de sustancias con
poder citotdxico para que estas mantengan su

actividad y seguridad [25].
Pruebas de inmunogenicidad

Como ya se indic6, uno de las mayores
preocupaciones en el uso de los Ac’s como
biofdrmacos es la inmunogenidad que ellos

puedan tener. Esto se debe a que la generacion
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de respuestas secundarias o inmunes hacia
este tipo de medicamentos biotecnolégicos
puede alterar su funcion, eficacia y seguridad
clinica. Por ello, es necesario que se les someta

a pruebas especificas durante su desarrollo y

que se encuentran reguladas a nivel oficial.

Como en el caso de todos los productos
farmacéuticos, su regulaciéon la realizan
instituciones gubernamentales como la
Administraciénde Alimentosy Medicamentos
(Food and Drug Administration o FDA) de los
Estados Unidos de Norteamérica, la Agencia
de

Medicines Agency o EMA) de Europa y la

Europea Medicamentos (European

Comision Federal para la Proteccion contra

Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) de México.

Estas agencias proporcionan requisitos y
guias por escrito para ayudar y regular a los
fabricantes durante el desarrollo, eficacia
clinica y estudios farmacodindmicos y
farmacocinéticos de los medicamentos y que
en cuando se satisfagan todos los requisitos
que se solicitan, los biofdrmacos podran ser
aprobados para su comercializacion y uso

terapéutico. [26].

de

inmunogenicidad son realizadas en modelos

Generalmente, las pruebas

animales a pesar de que los efectos observados

pudieran no ser los esperados en humanos.

La valoraciéon de la inmunogenicidad, de
las reacciones cruzadas y de la toxicidad
de los productos biol6gicos resulta ser vital
en este tipo de modelos. Sin embargo, la
inmunogenicidad de los productos biol6gicos
no solo debe ser evaluada en modelos

animales sino también deben llevarse a

cabo estudios clinicos en pacientes. En los
estudios, se sugiere la toma de muestras
sanguineas antes y durante el estudio
clinico para la detecciéon de los posibles
niveles de anticuerpos detectados. Con ello
se determinar cudl es la respuesta inmune
humoral detectada al inicio del tratamiento,
asi como se determinan la variaciéon de
los niveles de anticuerpos generados tras
de

biofarmacos. En los estudios debe tenerse

las administraciones repetidas los
especial cuidado en que la administraciéon de
los Ac’s pueda neutralizar alguna proteina
enddégena que produzca como resultado un
efecto toxico indeseable. Por lo cual, una
limitacion sobre la interpretacion de los
resultados cuando se presenta este tipo de
efectos puede ser la susceptibilidad o alguna
condiciéon patolégica que tenga el paciente,
lo cual puede enmascarar el andlisis de los
mismos. Ademads, al momento de analizar
la concentraciéon de anticuerpos pudieran
interferir algunas proteinas que puedan ser
estructurales o funcionalmente relacionadas
al anticuerpo de interés, lo cual generaria
falsos positivos. Como complemento a las
pruebas de inmunogenicidad, las pruebas
de la capacidad de neutralizaciéon de los
productos biolégicos también son requisitos

de rutina solicitados por la FDA.

Como se aprecia en la Tabla 1, hay varios
tipos de Ig’s; sin embargo, las instancias
regulatorias restringen el tipo de Ac’s y por
ello, la mayoria son del tipo IgG. Los de tipo
IgE son los menos recomendables ya que

pueden ser causantes de reacciones alérgicas,
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particularmente en pacientes susceptibles.
Otra limitante para los Ac’s es que sus
caracteristicas les generan una vida media

corta.

Dentro de los aspectos regulatorios, tanto
la FDA como la EMA recomiendan que se
lleve a cabo una coleccién de muestras de
los estudios de pacientes en fases clinicas.
Esto permitiria que se pudieran utilizar las
muestras para efectuar andlisis retrospectivos,
sobre todo si los estudios pertinentes no
se realizaron de inmediato. Por lo cual, la
planificaciéon de almacén de las muestras y los
consentimientos informados son importantes

aspectos a considerar.

Otros aspectos que se consideran en el uso de
los biofdrmacos son lanaturaleza del biol6gico

usado para tratamiento, la poblacién a la

cual se aplicard, la enfermedad a tratar, el
esquema o régimen de tratamiento, asi como,
la o administracién previa o concomitante
de algin inmunosupresor o algin tipo de
terapia basada en anticuerpos [26]. Asi mismo,
las agencias gubernamentales como la FDA
y la EMA (cada una por su cuenta) solicitan
pruebas adicionales a las ya descritas, tales
como las que se enlistan en la Tabla 2 y en la
Tabla 3 y que dependiendo de la agencia se
vuelven importantes para los sitios en los que

se desean utilizar dichos biofarmacos.

Demanera general, tanto guias europeas como
norteamericanas de caracter regulatorio para
los AcM tienen semejantes consideraciones
para regular el uso y la seguridad de estas
moléculas en humanos. En lo que respecta

a estas consideraciones en México se han

Tabla 2. Guias sugeridas de caricter regulatorio para AcM considerados por la Administracion de
alimentos y medicamentos de Estados Unidos (FDA)

Caracterizacion, manufactura v pruebas de AcM para su uso humano
[24, 27, 28]

Sistema de expresién o

fabricacion atc,

Lineas celulares, animales, bacterias, plantas, virus,

Purificacion

Especificidad, integridad estructural, potencia o
unién al antigeno, pureza, contaminantes propios
del sistema de expresién

Especificidad

Pruebas de unidmn, estudios en animales

Toxicidad

Pruebas
agregados

de inmunogenicidad, neutralizacion,

Pruebas de reactividad cruzada, vida media, la cual
puede afectarse por la glicosilacién, proteasas,
antigenos circulantes o la respuesta inmune del
paciente, dosis de administracién, eliminacién,
solicitudes de licencia biologica, comercializacion

Fespuesta inmune secundaria, mniveles de
anticuerpos circulantes en el suero del paciente,
reacciones de hipersensibilidad, alergia o anafilaxis,

modificaciones quimicas

Estudios preclinicos

Inmunogenicidad
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Tabla 3. Guias sugeridas de caricter regulatorio para AcM considerados por la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA)

Desarrollo, produccion caracterizacién y especificaciones para AcM [29, 30]

Desarrollo Afinidad, reacciones cruzadas, isotipo, haplotipo
Tecnologia recombinante, virus, bacterias,
anitnales o células y eliminacién de cualquier
residuo o contaminante debido a el método de
obtencién

Estructura primaria, composicién de sus cadenas
ligeras, variaciones de aminodcidos en el carboxilo
o amino terminal, relacion de puentes disulfuro,
patrén de carbohidratos o sitios de glicosilacién
Ensayos de unién al antigeno, unién a otros
antigenos o proteinas, caracterizacién de la
estructura y composicion del epitopo (azfticares,
proteinas)

Mecanismo de accidn, efectos citotéxicos, unidén o
activacion del complemento

Niveles de anticuerpos o fragmentos
anticuerpos circulantes en suero de pacientes
Peso molecular, perfiles  electroforéticos,
cromatograficos v de espectroscopia, multimeros,
agregados, residuos de DNA, endotoxinas,
contaminantes pro-inflamatorios

Método de obtencion, fabricacidn o
sistema de expresion

Caracterizacion fisicoquimica

Propiedades inmunolégicas

Actividad biolégica

Inmunogenicidad de

Pureza y contaminantes

i Propiedades de wunién al antigeno vy de

Fotencia neutralizacién
Cantidad obtenida en un lote, pH, esterilidad,
Condiciones generales solubilidad, sistema de administracién, patologia a

tratar, comercializacion, modificaciones quimicas

establecido algunas leyes para farmacos
(Ley
General de Salud: articulo 222 (7 de mayo de
1997), Reglamento de Insumos para la Salud:
articulos87y167 (4defebrerode1998), Adicién
a la Ley General de Salud: articulo 222 Bis (11
de junio del 2009), Reforma a la Ley General

biotecnolégicos y biocomparables

de Salud (marco general para medicamentos
biotecnolégicos y biocomparables; 19 de
octubre del 2011), Reglamento de moléculas
nuevas y la Norma de Emergencia NOM-EM-
001-SSA1-2012) (febrero del 2012)), las cuales

se enfocan en aspectos como ensu monografia,

la caracterizacion del biofarmaco, el proceso
de fabricacion y métodos para su analisis
[31]. Actualmente, y con las modificaciones
realizadas a finales del afio 2014, el proceso
regulatorio de estas moléculas es regulado
principalmente por la COFEPRIS, un 6rgano
descentralizado de la Secretaria de Salud
que administra en México el sistema de
aprobacion de medicamentos. Con estas leyes
de aprobacion de fdrmacos biotecnolégicos
o biosimilares, las autoridades consideran
que México es un pais atractivo para la

inversion y uso de este tipo de medicamentos
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biolégicos, asi mismo, que la poblaciéon
podria beneficiarse en diferentes patologias
a través de ofrecer amplias alternativas de

tratamientos terapéuticos avanzados [32].
El ahora y el porvenir de los AcM

Actualmente, el usodelos AcM tiene diferentes
fines, es asi que se utilizan en procedimientos
sofisticados como el diagnostico en
combinacién con radioisétopos donde es
factible visualizar el tamafio y localizacion
de un tumor e incluso administrar farmacos
a células cancerosas confinadas en un area
especifica. Estos farmacos son conocidos
como  anticuerpos-farmaco
Adicionalmente, las modificaciones quimicas
como la adicion del polietilenglicol en la
porcion Fc de las Ig’s permiten reducir la
inmunogenicidad de los AcM vy evitar su
réapida eliminacién, asi mismo, evitan el cruce
de la placenta, ofreciendo una alternativa
para pacientes embarazadas. En los tltimos
afios, nuevas estrategias de funcionamiento
de los AcM estan siendo explotadas como lo
son, la modulaciéon o interaccién con otras
células del sistema inmune (sitio de chequeo
inmunolégico), algunas modificaciones
postraduccionales que permiten alterar la
especificidad de los AcM, sus funciones
[33]. Existen
desde hace algunos afios Ac’s con actividad
del

inglés “Antibodies-Enymes”) los cuales se

efectoras o su vida media

enzimética (denominados abzymes
distinguen porque su mecanismo de accion
es una interaccion de tipo enzima-sustrato, en
donde el anticuerpo con funcién de enzima

cataliza un cambio quimico del sustrato con

conjugados.

el cual interactda. A diferencia de los AcM
convencionales donde el anticuerpo reconoce
0 interactiia con su blanco molecular o

antigeno sin modificar su estructura [34].

En esta revision nos hemos propuesto llevar
a cabo una visualizacion actual, asi como
futura, de la aplicacién de los AcM. Es claro
que este tipo de medicina ya se convierte en
una terapéutica personalizada, que busca
el bloquear o inhibir a un blanco molecular
especifico. En este sentido, la revision plantea
que la medicina personalizada pudiera ser
basada en una especie de “escaneos celulares”
desde el nacimiento y en diferentes etapas del
desarrollo humano, basado enla comparacion
de Ila

variabilidad genética y proteémica celular,

homeostasis, susceptibilidad o
apoyado en técnicas como el analisis de los
polimorfismos de un nucleétido (SNPs) y

técnicas de proteémica.

Asi mismo, se abre la posibilidad de llevar
a cabo la extraccion de células madre de
los pacientes para generar un banco de
células y que posteriormente, estas se usen
para producir posibles transfecciones con
genes de anticuerpos y que luego, cuando
se presentase alguna enfermedad, ellas
fueran inocularlas al individuo. Una vez que
las células se encontraran en los pacientes,
podrian volverse sistemas de produccién de
Ac’s en contra de células mutadas o, bien,
contra proteinas citosélicas, de membrana o

secretadas.
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Conclusion

Situando el papel de México en el tema de
produccién y andlisis de AcM, el presente
articulo cuestiona que las leyes para el uso
de los anticuerpos monoclonales o de otros
biofarmacos en humanos tendrian que tener
consideraciones mas estrictas, empezando
por el simple hecho de que los estudios de
fases clinicas son realizados en poblaciones
con diferencias o predisposiciones génicas
importantes, asi como, en personas fenotipica
e incluso geograficamente diferentes, sin
perder de vista las bases de fabricacion,
inmunogenicidad, actividad, eficacia
clinica, entre otras, las cuales forman parte
de los aspectos regulatorios europeos y

norteamericanos.
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Resumen

El tratamiento con antibidticos es una de las
terapias mas importantes utilizadas para luchar
contra las enfermedades infecciosas y ha mejorado
enormemente los aspectos sanitarios de la vida
humana desde su introduccién, sin embargo,
debido al su uso indiscriminado, se ha generado
una resistencia de los microorganismos patégenos
a dichos agentes bactericidas. Esta problematica
ha generado la necesidad de biisqueda de nuevas
propuestas de productos bioactivos, por lo
anterior el objetivo de este trabajo fue determinar
la actividad antibacteriana in vitro de los extractos
hexanico, cloroférmico y etanélico del propdleo de
la Comarca Lagunera ante cepas de P. aeruginosa
y S. aureus. Se elaboraron los extractos por
maceracion con solventes organicos y se utilizé
la técnica de microdiluciones en microplaca de
96 pozos para el bioensayo y la determinacién
de la concentracion minima inhibitoria. Como
resultado se obtuvo que todos los extractos
tuvieron actividad antibacteriana especialmente
los extractos cloroférmico y etanoélico ante las cepas

de Staphylococcus aureus. Se propone la realizaciéon

de estudios biodirigidos para lograr la validaciéon
de estos productos en el area de la terapéutica

farmacéutica.

Palabras clave: sustancias bioactivas, resistencia
bacteriana, productos de la colmena.

Abstract

Antibiotic treatment is one of the most important
therapies used to combat infectious diseases and
has greatly improved the health aspects of human
life since its introduction, however due to the
indiscriminate use, has generated a resistance of
pathogens microorganisms. This problem has
generated the need to search for new proposals
of bioactive products, above the goal of this work
was to determine the antibacterial activity in vitro
of hexane, ethanolic and chloroform extracts of
propolis from Laguna Region to P. aeruginosa
and S. aureus strains. Extracts were prepared by
maceration with organic solvents and technique of
96-well microplate microdilution for bioassay and
determining the minimum inhibitory concentration

was implemented. As a result it was found that all

MICROBIOLOGIA | 45



extracts display antibacterial activity, especially

chloroform and ethanol extracts against strains
of Staphylococcus aureus. Biodirigids studies to
achieve the validation of these products in the

area of pharmaceutical therapy is proposed.

Keywords:  Bioactive substances, bacterial

resistance, hive products.
Introduccion

La resistencia a los antibi6ticos es un problema
grave para todos los pacientes que se encuentran
en los hospitales, ya que las infecciones causadas
por bacterias resistentes estan asociadas
con la elevacion de las tasas de mortalidad,
morbilidad y estancias hospitalarias prolongadas.
Frecuentemente las bacterias se vuelven mas
resistentes ya que los medicamentos se utilizan por
largos periodos de tiempo y de forma incorrecta
(Cabrera et. al., 2011; Benavides-Plascencia et. al.,

2005; Picazo et. al., 2002).

Las estadisticas recientes muestran que

Pseudomonas  aeruginosa  (P. aeruginosa) se
encuentra entre los cinco principales agentes
infecciosos en los hospitales (Lyczak et.al., 2002),
especialmente en los departamentos de cuidados
intensivos, es responsable de casi el 10% de las
infecciones adquiridas en hospitales, tales como;
infecciones del tracto respiratorio, urinario,
oidos, piel y tejidos blandos. P. aeruginosa es una
bacteria Gram-negativa no fermentativa, este
patégeno oportunista causa infecciones graves en
pacientes inmunosuprimidos, especialmente en
personas con Fibrosis Quistica (FQ), ya que son
mas susceptibles a este patégeno (Griffin et.al.,

2012; Bodey et.al., 1983).

De igual manera, este patégeno es conocido como
el més frecuente colonizador de dispositivos

médicos (por ejemplo, catéteres,) que causan

la infeccion cruzada en los hospitales y clinicas
(Shruthi et. al., 2012; Cai et.al.,2011; Lyczak et.al.,
2002).

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram
positiva, comensal y patégena de granimportancia
clinica, ya que es responsable de una amplia gama
de infecciones que incluyen desde infecciones
leves de piel y tejidos blandos hasta otras graves
como la neumontia, la endocarditis y el choque
toxico (Escobar et.al., 2014). Desafortunadamente,
este patogeno ha ido desarrollando resistencia a
los antimicrobianos de un modo muy eficiente
(Perrazi et.al. 2010).

En la actualidad para la medicina S. aureus es
uno de los microorganismos que se aisla con
mayor frecuencia en las infecciones hospitalarias
y comunitarias, ademas es uno de los patégenos
nosocomiales de mayor importancia, causante
de una gran variedad de enfermedades en
humanos y animales, como infecciones simples
sin complicaciones tales foliculitis,
hasta

endocarditis, septicemias, meningitis, neumonias

como
forunculitis, infecciones severas como

o bacteriemias (Cervantes et.al., 2014).

El propéleo, es una sustancia que se ha utilizado
hace varios miles de afios en todo el mundo, como
un remedio natural (Ghisalbert et. al., 1979; Kasai
et. al. 2011; Sorimachi et.al. 2011; Sulaiman et.al.,
2012), es un compuesto resinoso fuertemente
adhesivo, es producido por las abejas Apis mellifera
(A. mellifera), al cual se le han atribuido multiples
propiedades farmacolégicas como, por ejemplo,
actividades antibacteriana, antiviral, antifangica,
antiinflamatoria, anticancerosa, antioxidante,
entre otras (Dota et. al., 2011; Silva et.al., 2011) y es
considerado el responsable de la baja incidencia

de bacterias y hongos dentro de la colmena.

La aparicion de cepas bacterianas resistentes
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a los antibidticos presenta importantes retos
terapéuticos. Existen opciones terapéuticas de
antimicrobianos para estas bacterias, sin embargo,
debido a su uso generalizado y frecuente en la
altima década, aunado a la automedicacion y uso
indiscriminado en la ganaderia ha propiciado el

desarrollo de cepas altamente resistentes.

Es de esperarse que los diferentes extractos de
propdleo tengan un efecto inhibitorio en las
cepas bacterianas probadas, lo cual constituye
una potencial fuente de compuestos bioactivos
que pudieran aprovecharse como alternativas
de control antibacteriano. Por todo lo antes
mencionado el propésito de este trabajo fue la
determinacion de la actividad antibacteriana in
vitro de los extractos hexanico, cloroférmico y
etanodlico del propéleo de la Comarca Lagunera

ante cepas de P. aeruginosa'y S. aureus.
Materiales y métodos

Recoleccion del material vegetal y elaboracion de los
extractos

El propodleo fue proporcionado por el Dr. José
Luis Reyes Carrillo de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro - Unidad Laguna, fue
colectado en el mes de noviembre del 2015
en colmenas situadas en parcelas ejidales del
municipio de Torreén Coahuila, México. Se
prepararon extractos mediante maceracién con
solventes, atendiendo a la afinidad quimica de
los principios activos presentes en el propoéleo, se
utilizaron solventes o polar, de mediana polaridad
y polar: hexano, cloroformo y etanol (Gil-Chavez,
2013). Se pesaron 30 g de propdleo, se molieron
en mortero y se colocaron en frascos de vidrio
de boca ancha color 4&mbar. Posteriormente, se
adicionaron 100 ml de cada solvente, hexano,
cloroformo y etanol, se dejaron en reposo por 72

h con agitaciéon ocasional. Una vez transcurrido

el tiempo, se filtraron a través de papel filtro

Whatman No. 4. Una vez filtrado se llevaron al
rotavapor (Buchi) para eliminar todo el solvente

y obtener el extracto completamente seco.

Preparacion de las diluciones para las pruebas de

actividad antibacteriana

Las soluciones actividad

antibacteriana  se

stock para la

prepararon  disolviendo
aproximadamente 1 mg de las muestras a evaluar
con dimetilsulféxido (DMSO) hasta alcanzar una
concentraciéon de 20,000 mg/mL. Las soluciones
de trabajo para la actividad antibacteriana se
prepararontomando unaalicuota delas soluciones
stock y diluyéndolas con medio Mueller-Hinton

(MH).
Estandarizacion del inoculo bacteriano

Las cepas son de origen clinico y fueron obtenidas
de la Clinica Infecto Diagno Mol (IDM) y del
Hospital Centro Médico de la Mujer en Torreén
Coahuila. Se tomaron de 2 a 5 colonias de la placa
de Mueller Hinton de cada género bacteriano
estudiado, se suspendieron en tubos con 3 ml de
solucion salina estéril, y se ajust6 la turbidez al
nivel 0.5 de la escala de Mac Farland (Mediante
espectrofotémetro a una densidad 6ptica de 560
nm), lo cual es equivalente a 1.5 X10°* UFC/mL.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI)

La actividad antibacteriana de los extractos fué
determinada por el método de microdilucién. El
bioensayo se realizé en microplacas estériles de
96 pocillos (12 mm x 8 mm). Se adicionaron 200
pL de caldo de medio de cultivo Mueller-Hinton

a cada pocillo.

En la fila A en las columnas 1, 2 y 3 se afiadieron
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100 pL de la solucién de trabajo del extracto
etanodlico de propoleo, en las columnas 4, 5, y 6
se afiadieron 100 pL del extracto cloroférmico de
propéleo; en las columnas 7, 8 y 9 se afiadieron
100 pL del extracto hexdnico de propdleo, se
homogenizaron utilizando una pipeta multicanal,
de la mezcla anterior se transfirieron 100 pL a la
fila B pararealizar una dilucién 1:2, se continuaron
las diluciones hasta la fila G y se desecharon
los ultimos 100 pL a un frasco con cloruro de
benzalconio al 10 %. Posteriormente, 100 pL de
la suspensién bacteriana (10°) se adicionaron a
los pozos hasta la fila G. Las concentraciones se

evaluaron en el rango de 500 hasta 7.81 mg/mL.

En atencién a los controles, en las columnas 1-3
de la fila H se agregaron 100ul de caldo MH
con 100ul del in6éculo bacteriano adicionado con
100pl de dimetilsulféxido (DMSQO), para tener un
control positivo, mientras que en las columnas 4 a
la 6 de la misma fila H solo se agregaron 100ul de
caldo MH como control negativo para deteccion
de contaminacién.

Enlas columnas7-9 dela fila H se agregaron 100uL
de caldo MH con levofloxacino (500 mg), ademas
de 100 uL del in6culo de S. aureus, mientras que en
las columnas 10y 12 delafila Hse agregaron 100uL
de P. aeruginosa con 100 pL de ciprofloxacino (500
mg), estos constituyeron los controles negativos.
Posteriormente, las microplacas se taparon y se
incubaron a 35 + 2°C por 24 h. Al término de la

incubacion, el crecimiento bacteriano se evalud
visualmente para determinar el crecimiento o

inhibicién de la bacteria (Figura 1).
Resultados y discusion

En

antimicrobiana de los extractos de propodleo ante

este estudio se evalu6 la actividad
cepas de Pseudomonas aeruginosa'y Staphylococcus

aureus buscando la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) de cada uno de los extractos
evaluados mediante el método de microdilucion
en placa de 96 pozos. La Tabla I muestra las CMI
de los extractos de propdleo, a este respecto,
Probst (2011), reporté actividad antimicrobiana
del extracto etandlico de propodleo en cepas
de Staphylococcus aureus y E. coli con CMI de
1.86 y 20.12 mg/uL respectivamente, lo cual es
coincidente con Al-Waili (2012), también reporté
inhibicién de cepas de S. aureus, E. coli y Candida
albicans en cultivos individuales y en policultivos
con extracto de propdéleo de Arabia Saudita
y de Egipto, todo lo anterior es coincidente
con lo encontrado en éste estudio, se remarca
en especial el hecho de poder aplicar estos
resultados en el area terapéutica para el control
de cepas bacterianas resistentes, mediante la
implementacion a futuro de estudios biodirigidos
en la farmacéutica médica. También es evidente
que el contenido y purificacién de componentes
quimicos se hace necesario para el conocimiento

pleno de los principios activos y su utilizacion
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Figura 1. Microplaca de 96 pocillos que muestra la disposicion del bicensayo
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Tabla I

Concentraciones Minimas Inhibitorias (mg/ul) de los extractos etanélico,

cloroférmico v hexanico de propélec ante cepas de Staphylococcus aureus v Pseudomonas

aeruginesd.
Extractos de propéleo
Cepa bacteriana Hexanico Cloroférmico Etanélico
Pseudomonas 500 250 250
aeruginosa
Staphylococcus 550 120 60
Aureus

en la terapéutica especialmente en el area de 3. Picazo]], Betriu C, Rodriguez Al, Azahares

antimicrobianos.
Conclusiones

Los resultados en este estudio contribuyen de
manera importante en la investigaciéon de los
efectos terapéuticos delos metabolitos secundarios
de las plantas, ademas de demostrar la actividad
antibacteriana del propdleo que con tecnologia
avanzada y estudios biodirigidos, se puede
llegar a la formulacién de nuevos antibiéticos y
asi contribuir a la resolucién de la problemética

mundial de la resistencia bacteriana.
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2. Parasito cucariota de importancia en veterinaria 1. Sc transmite a traves de heces de gato infectadas con
5. Requicre de mas de una especic para cumplir su ciclo quistos
biologico 3. Mecanismo de agresion parasitaria de tipo mecanico
T. Segun la OMS se clasifica como enfermedad ropical 4, Alaca a su victima v s¢ alimenta de clla luego de
persistente inmovilizarla o matarla
11. Parasito comensal de ka cavidad oral 6. Servivo que durante una parte o la totalidad de su vida
12. Implica solo ¢l hallazgo de alimentos. Ninguno sufre sc ﬂ"{'j“ ylo alimenta a expensas .dGW:-" ser ‘fi‘-'l'{
dados 8. Considerado ¢l padre de la parasitologa, describio a
13. Hospedero que alberga la forma adulta o la ctapa do Sarcoptes scabei
reproduccion sexuada del parasito 9. Describio y clasifico un grupo de gusanos (helmintos)
14. Mecanismos de defensa del hospedero intestinales on ol aAdo de 384-322 ac
15. Parasitos que se desarollan en otro parasito, por 10. Actuan como vectores activos de agentes infecciosos

gjemplo los hongos de los gencros Sphacnta y
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2. Substancia que da forma, color, sabor y consistencia al 1. Mezcla de principios activos y su excipiente
medicamento 3. Estudia plantas medicinales y las drogas que derivan de
7. 5i produce o aumenta ¢l efecto clla
8. Uno de los procesos en la interaccion de farmacos conel 4, Estudia la dosificacion de farmacos
hombre y animales 5. Tejido principal por ¢l cual ocurre la excrecion
10. Proceso por el que llega a circulacion sanguinea 6. Principio activo
11. Cantidad de farmaco requerida para un efecto 8. Tiempo medio de permanencia del farmaco en el
12. 5¢ daI]JIl:lsu peso mlulmutar,, pH, carga l:l]I:Ctl‘im, organtsmo. siglas
“’1“1?‘ idad ¥ F“P“"“hd de union a proteinas 9. Capacidad de union del farmaco al receptor
13. Cantidad minima para lograr ¢l efecto 12. Cantidad minima para lograr la mucrte de la mitad de la

poblacion



Problema bioquimico

Estructura de Proteinas
Ernick Sierra Campos y Monica Andrea Valdez Solana
Facultad de Ciencias Quimicas GP, Unmiversidad Juarez
del Estado de Durango. Email: encksier@gmail.com;
valdezandyval(@gmail .com

La mioglobina y las subunidades de la hemoglobina
son aproximadamente del mismo tamafio, y la
estructura de una subunidad de la hemoglobina es muy
similar a la estructura de la mioglobina. Dados estos
hechos, explique por qué la hemoglobina tiene una
relacion de aminoacidos no polares/polares mas
elevada que la mioglobina.

Envia tu respuesta a las direcciones de correo
electronico que aparecen en la parte superior y la
respuesta correcta aparecera en el siguiente volumen de
la revista. No olvides anotar tus datos completos y

anexar los calculos completos de tu respuesta.




LY
<y , O
Universidad Juarez del Estado de Durango

Faculta?ﬁPCiencias Quimicas Gomez Palacio
> através de la >
Division de Estudios de Posgrado e Investigacion

Convoca

A todas las personas interesadas de México, egresadas de las carreras de QFB, 10A, Medicina,
Biologia, Ingenieria Quimica, entre otras dreas afines; que tengan conocimientos en el drea de
quimica, biologla y estadistica, destreza en el manejo de instrumental de laboratorio, habilidades
orales y escritas, asi como conocimientos del idioma inglés y habilidades en el uso de herramientas
informaticas, que ademas tengan capacidad emprendedeora asl como, interés en la investigacién, ser
creativos, disciplinados y con vision holistica, para participar en el proceso de admisidn a:

La Maestria en Ciencias
Quimicas

Padrén Nacional
de Posgrados

¥ Desarrollo e innovacidn de los alimentos de Calidad CONACYT
¥ Bases Bioquimicas y moleculares de la salud Ambiental

Lineas de Investigacion:

Opciones terminales:
¥" Ciencia y Tecnologia de los alimentos
¥ Ciencias Bioguimicas

Fechas importantes.

® & ® & @&

Requisitos para ficha.

Fecha limite para entrega de solicitudes: 25 de abril
Curso propedéutico el 24 de abril al 30 de junio
Evaluacion Psicométrica:

¥ entrevista: 27-31 de marzo

v Examen: 4 de abril
Examen de conocimientos: 5 de junio

* Copia de acta de nacimiento con
formato nuevo

* Copia del certificado de licenciatura
o constancia de estudios con
calificaciones y promedio

EXANI Iil el 10 de junio » 2 fotografias tamafic credencial
Presentacion proyecto o trabajo de tesis: 21 de junio :;,:{p

Entrevista con Mucleo académico badsico: 22 de junio
Fublicacion de resultados el 7 de julio

Inscripciones nuevo ingreso; 24-28 de julio

Platica de induccién: 04 de agosto 2017

Inicio de clases el 7 de agosto 2017

* Credencial de elector IFE o INE

* Recibo de pago de ficha (incluye;
pago de derecho a EXANI I y curso
propedéutico)

Mayores informes:
Dra. Ruth Elizabeth Alanis Bafiu

Tel: (871) 7158810
Pag. Web: www.fcggp.ujed.m

i




AR A ve| o | 81| ee sl oz 6c |91 [g2 ve |7 |oz] 9%z |z sels [21] ve |71 oz |
o d[ L] ofd L] 9fd[L] o d L] Old L] 9ld L] old L] ofd[L]  9fdfL]  Oofd L]
s R D S0LI03408 A O o T

TVADHINI NOIODVINYOH

A

[BUOZLIOH BIoUBIBY0D)
HYINIHHND VdYIN

SOLNHAIWITY NA OJININO OYHINAONI

%
N

- oIMICq
Copamod?

0
"anz0?




REMDIS (fcqgp.ujed.mx)

ISSN:

Publicacién Semestral de Investigacion Cientifica en
Ciencias Alimentarias y de Salud.

Facultad de Ciencias Quimicas Gomez Palacio
Universidad Juarez del Estado de Durango

www.ujed.mx

Articulo 123 S/N Col. Filadelfia, Gémez Palacio,
Durango, México CP 35010

Telefono (871) 715 8810 FAX (871) 715 2964
e-mail: editorremdis@gmail.com




