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Editorial

LA REGLA DELAS TRES ERRES

El 17 de mayo se establecid para concientizar a la poblacion internacional para tratar de reducir el volumen
de residuos generados y asi mismo poder minimizar nuestra huella de carbono. Oficialmente la Organizacion
de las Naciones Unidas para la educacion, la ciencia y la cultura (UNESCO) estableci6 el dia mundial del
reciclaje en el ano de 2005 no solo desde la vista del consumidor, sino de aquellos que extraen materia prima

y la transforman.

Para ello se ha fomentado el dia del reciclaje aplicando tres reglas. La primera de ellas es REDUCIR lo que
implica que en el momento en que realiza una compra se intente adquirir productos a granel para evitar
promover la generacion de mas envases, ademas en lugar de usar bolsas de plastico de un solo uso poder

usar bolsas de tela o bien de papel.

La segunda regla es REUTILIZAR, con este punto se trata de darle a las cosas que ya se terminaron de ocupar
y que se van a desechar a la basura otro uso, en este contexto las botellas, bolsas y cajas de cartén pueden

reutilizarse como maceteros, decoracion, construir otras cosas o para hacer manualidades.

La tercera regla es RECICLAR, ya que la mayoria de los materiales que se utilizan pueden reciclarse, unos
ejemplos muy importantes son que si reciclamos 1000 kg de papel se evita la tala de 17 arboles, ademas aunque
las botellas de vidrio tarden 5,000 afios en degradarse se pueden reciclar infinitamente, lo que no ocurre
con los envases plasticos. Para poder llevar a cabo un reciclaje mas eficiente se deben separar los residuos y

depositarlos en el contenedor correspondiente ya que esto ahorra energia, tiempo y recursos.

En el contenedor azul va el papel y el carton, en el contenedor amarillo los envases como botellas, bolsas,
latas, ayuda si se limpian los envases y se aplastan para reducir su volumen, en el contenedor verde claro va
el vidrio de igual forma limpiando los envases y quitando las tapas, en el contenedor verde oscuro van los

residuos de materia organica.

Pongamos todos, nuestro granito de arena y mejoremos como clasificamos y separamos los residuos para

ayudar en el proceso de reciclaje.

Los nifios y nifias del mundo

Vi
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RESUMEN

Los ttneles proteicos son vias de acceso para sustratos,
productos, cofactores, entre otras moléculas; a los sitios
activos que se encuentran en el ntcleo de proteinas
con estructuras tridimensionales altamente complejas,
principalmente las que tienen una funcion de catalisis.
La succinato deshidrogenasa o Complejo II de la cadena
respiratoria, es una enzima conocida por participar en
el ciclo del 4cido citrico y en la cadena de transporte
de electrones. Esta a su vez ha sido relacionada con un
gran numero de enfermedades que incluyen el cancer y
enfermedades neurodegenerativas, por lo que el empleo
de moléculas para su inhibicién ha adquirido relevancia
terapéutica. Y la comprensién de los mecanismos de
accion de sustancias como el 2-Tenoiltrifluoroacetona
(TTFA), un inhibidor conocido de la SDH, nos brinda
informacién acerca de la razén de sus efectos en la enzima
y estos pueden ser comparados con otras potenciales
drogas cuyos efectos no son conocidos por completo.
En este estudio, con el empleo del servidor Caver Web
fue posible llevar a cabo un analisis de la trayectoria de
este ligando a través de los ttineles proteicos de la SDH,
que en este caso fueron los ttineles 2 y 8 de la enzima, ya
que se demostro6 que estos conectan al grupo Hemo con
el sitio de quinona distante (Q,), y tener relacién con la
capacidad de esta sustancia de inhibir ala SDH. Ademas
de demostrarse que estos tineles no solo actiian de una
manera individual, sino que son capaces de unirse entre
si y conducir a los ligandos a otros sitios significativos
de las enzimas.

Palabras clave: Caver Web; succinato deshidrogenasa;
TTFA; PLIP.

ABSTRACT

Protein tunnels are access routes for substrates, products,
cofactors, among other molecules; to the active sites
found in the core of proteins with highly complex three-
dimensional structures, mainly those with a catalytic
function. Succinate dehydrogenase or Complex II of the
respiratory chain, isan enzyme known to participate in the
citric acid cycle and in the electron transport chain. This
has been related to a large number of diseases including
cancer and neurodegenerative diseases, so the use of
molecules for its inhibition has acquired therapeutic
relevance. And understanding the mechanisms of action
of substances such as 2-Thenoyltrifluoroacetone (TTFA),
a known inhibitor of SDH, gives us information about
the reason for its effects on the enzyme and these can
be compared with other potential drugs whose effects
are not fully known. In this study, using the Caver
Web server, it was possible to carry out an analysis of
the trajectory of this ligand through the SDH protein
tunnels, which in this case were tunnels 2 and 8 of the
enzyme, since it was shown that these could connect the
Heme group with the distant quinone site (Q,), and be
related to the ability of this substance to inhibit SDH. In
addition to demonstrating that these tunnels not only
act individually, but that they are capable of binding to
each other and leading the ligands to other significant
sites of the enzymes.

Keywords: Caver Web; succinate dehydrogenase; TTFA;
PLIP.
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INTRODUCCION

Las proteinas estdn conformadas por una o mas cadenas
peptidicas que forman estructuras tridimensionales
altamente complejas que contienen muchas hendiduras
internas, surcos, protuberancias y huecos. Aunque
dichos espacios representan una desventaja para la
estabilidad de la enzima, en diversas proteinas forman
subestructuras funcionalmente importantes, como
sitios activos, sitios de union, sitios alostéricos, tineles
y canales (Kingsley,L.]. y cols., 2015; Biedermannova,L.
y cols., 2012). Los taneles se encuentran principalmente
en proteinas globulares con funcién catalitica, es decir,
enzimas; y sirven como vias de acceso a los sitios
activos dentro de su nucleo para sustratos, productos,
cofactores, moléculas de agua y/o inhibidores. También
pueden conectar dos sitios activos distintos dentro de
una sola proteina.

Experimentalmente, se ha demostrado que estas
estructuras y sus propiedades pueden definir mualtiples
caracteristicas relevantes de las proteinas, como
la especificidad del sustrato, enantioselectividad,
estabilidad y actividad. Por tanto, la comprension de
las vias de transporte, sus propiedades y el impacto
en el paso de los ligandos es importante para descifrar
la funcién de la proteina, asi como para aplicaciones
précticas en los campos de la ingenieria de proteinas y
el disefio de farmacos (Byska, J. y cols., 2015; Stourac,
J. y cols., 2019).

La succinato deshidrogenasa (SDH), también conocida
como complejo II, es una enzima mitocondrial con
la propiedad de participar tanto en el ciclo del acido
citrico, donde oxida succinato a fumarato, como en la
cadena de transporte de electrones, donde reduce la
ubiquinona a ubiquinol. Este complejo se compone
de cuatro subunidades (SDHA-B-C-D), se encuentra
incrustado en la membrana mitocondrial interna y exhibe
un dominio orientado a la matriz mitocondrial y otro
integrado en la membrana, que se encargan de realizar
las dos reacciones quimicas que producen fumarato y
ubiquinol (Vavra, O. y cols., 2019; Moosavi, B. y cols.,
2020). Los electrones son transferidos del succinato a
la ubiquinona a través de los grupos prostéticos de la
SDH, la flavina-adenina dinucleétido (FAD"), los grupos
[2Fe-2S], [4Fe-4S] y [3Fe-4S] y el grupo hemo, que forman
parte integral del complejo (Hagerhall, C., 1997).

Su funcién es regulada a través de distintas vias
moleculares en diferentes especies. Ademas, esta enzima

ha evolucionado para tener funciones adicionales en
ciertos microorganismos y células del sistema inmune
con el fin de satisfacer las demandas de energia de
las células. Comprender sus mecanismos reguladores
y funciones especificas en la célula puede ser til en
medicina y agricultura de muchas maneras. En primer
lugar, el conocimiento de los mecanismos reguladores
en humanos puede informar estrategias para disefar
nuevas terapias contra enfermedades nocivas como el
cancer y enfermedades neurodegenerativas causadas por
un defecto en esta enzima. En segundo lugar, conocer
los mecanismos reguladores de bacterias y hongos,
asi como sus funciones especificas en determinados
patégenos puede proporcionar pistas para encontrar
nuevos agentes antimicrobianos y fungicidas. En tercer
lugar, comprender las funciones adicionales de SDH en
las células inmunitarias humanas durante la respuesta
inflamatoria puede inspirar el disefio de métodos
artificiales para mejorar dicha respuesta cuando sea
necesario (Dalla Pozza, E. y cols., 2020).

Por lo que potenciales inhibidores de la SDH tienen
una gran relevancia en la actualidad con propésitos
farmacolégicos para las patologias mencionadas
anteriormente. El 2-Tenoiltrifluoroacetona (TTFA) se
ha utilizado ampliamente en estudios que examinan
el papel de las mitocondrias en la produccién de
especies reactivas de oxigeno, en la funcion celular y
en la muerte celular; y ha demostrado actuar como un
potente inhibidor del complejo mitocondrial Il y de las
carboxilesterasas (Zhang J. G. y cols., 2002). Algunos
estudios sugieren que su mecanismo de accién se debe
a su unioén a los grupos de hierro-azufre de succinato-
ubiquinona reductasa (Ingledew, W. J. y cols., 1977),
también existe evidencia de que este es capaz de ocupar
los sitios de unién a ubiquinona (Sun, F. y cols., 2005).

Caver Web 1.0 es un servidor en linea para el analisis
de ttneles y canales proteicos que permite estudiar el
transporte de los ligandos a través de estos caminos. El
programa es facil de usar y solo requiere de la entrada
de una estructura cristalogréfica de la proteina del banco
de datos de proteinas (PDB, https:/ /www.rcsb.org/)
para la identificacion de un tanel y una lista de ligandos
para el analisis de la trayectoria. Utiliza el algoritmo
de acoplamiento de AutoDock Vina enriquecido para:
mantener un dtomo seleccionado de un ligando en un
disco especifico ubicado a lo largo del tanel o canal, es
decir, posicién de restriccién; y acoplar el ligando en la
vecindad del limite superior de una conformacién de
ligando anterior para mantener el movimiento continuo

REMDIS Vol. 2, No. 15. Junio 2022 ISSN: 2594-1445
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del ligando a lo largo del tanel, es decir, restriccién de
patrén (Vavra, O.y cols., 2019). Ademads, ayuda a mejorar
los resultados de proyeccion virtual mediante el andlisis
de la capacidad de los inhibidores potenciales para llegar
a sus posiciones vinculantes (Stourac, J. y cols., 2019).

Es por esto que la finalidad de este estudio, fue evaluar
la trayectoria del TTFA a través de los distintos ttneles
de la SDH y comprender mas acerca de su mecanismo
de accion y posibles efectos en la enzima.

MATERIALES Y METODOS

El estudio de la trayectoria del ligando
tenoiltrifluoroacetona o TFFA (PubChem ID: 5601) en los
taneles proteicos de la succinato deshidrogenasa (PDB
ID:17P0) fue llevado a cabo In silico utilizando el servidor
Caver Web 1.1 (https://loschmidt.chemi.muni.cz/
caverweb/). Para que el anélisis fuera desarrollado por
el programa, fue requerida la estructura cristalografica
de la proteina o el cédigo PDB, asi como la estructura
3D de la molécula estudiada en formato mol2.

En este caso, la enzima fue empleada como una unidad
completa o tetramérica, ya que esta tiene 4 subunidades
que la conforman. Y con esto Caver Web fue capaz de
proporcionar los diferentes puntos de partida para el
estudio, los cuales pueden ser una cavidad catalitica o
alostérica, un ligando o una secuencia en la enzima. En
este caso, fue seleccionada la cavidad correspondiente
a el sitio de unién a quinona distante, esto en base a la
unioén del ligando TFFA en la subunidad D.

Para el disefio de los ttineles, se utilizaron los parametros
de configuracién predeterminados por el servidor. Los
cuales fueron radio minimo = 0.9, distancia maxima
= 3, radio deseado = 5, umbral de agrupamiento
= 3.5, profundidad y radio del caparazén = 4y 3,
respectivamente.

Los perfiles energéticos de la trayectoria fueron
calculados en direccion in, empleando los ttineles que
fueran capaces de conectar al sitio Q, con el grupo
Hemo, en una modalidad de limite inferior y con un
delta de discretizacion = 0.3 A. Para después, calcular los
parametros de energia de activacion (Ea) y la diferencia
de energia entre el ligando unido en la superficie y en el
sitio activo (AEbs), en base a los valores de energia de
union del ligando con la superficie (Esurface) y con el
sitio activo (Ebound); y la energia maxima de transicién
(Emax).

Para determinar las interacciones debiles entre la
succinato deshidrogenasa y el TFFA se empleo el
servidor en linea de libre acceso (https://plip-tool.
biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index) (Adasme,
M. F. y cols., 2021).

RESULTADOS Y DISCUSION

El TFFA es un inhibidor de la respiracién en animales
y bacterias. En mamiferos, el TFFA se une en el sitio
de reduccion a quinona de la succinato ubiquinona
oxidoreductasa (Complejo II). Por tanto, previene la
union de la ubiquinona. En el caso de las bacterias,
el TFFA inhibe a la NADH fumarato reductasa,
ademads inhibe al fotosistema II en plantas y la NADH
ubiquinona oxidoreductasa de la bacteria Vibrio cholerae,
disminuyendo la produccién de la toxina del célera.
Este compuesto es también un quelante de metales que
incluyen el lantano, Zirconio y en neodimio.

Es importante mencionar que el TFFA presenta un
mecanismo de union bien caracterizado. En el cual se
une al bolsillo formado por la hélice 2L (C38-C52), la
hélice 25 (D77-D91) y la regién de ligadura [3Fe-4S]
(B214-B219 y B166-B175). El dtomo de oxigeno del
grupo tenoilo forma dos enlaces de hidrégeno con las
cadenas laterales de Trp-B173 y Tyr-D91, y otro d&tomo
de oxigeno del grupo trifluoroacetona interacttia con la
cadena lateral de Tyr-D91 a través de una molécula de
agua como mediador. El &tomo de sulfuro del grupo
tenoilo interacttia con el grupo hidroxilo de Ser-C42.
El ambiente hidrofébico formado por los residuos
Trp-C35, Met-C39, Ile-C43, Ile-C30, Pro-B169 y Trp-B172
es favorable para la unién de TTFA, especialmente para
los grupos fluoroformo y tiofeno.

También existe un sitio entre las subunidades C y
D, en donde esta molécula es capaz de unirse. Dos
moléculas de agua rodean al inhibidor y funcionan como
mediadoras en esta interaccion. El atomo de oxigeno del
grupo tenoilo interacttia con la cadena lateral de Tyr-D61
por medio de agua. La interaccién entre el atomo de
azufre del grupo tenoilo y la cadena lateral de Trp-D134
estd mediada por agua (Sun, F. y cols., 2005).

El programa Caver Web es una herramienta informatica
que permite conocer los posibles ttineles presentes en
proteinas globulares o complejos multiproteicos y los
enlista en rango de relevancia en base a sus caracteristicas
de radio de cuello de botella, longitud y curvatura.
En el caso del complejo II mitocondrial, los ttneles
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seleccionados para este estudio fueron el nimero 2y 8,
de los cuales se muestran sus caracteristicas en la Tabla
1. Existen diferencias claras entre estos dos ttneles, ya
que el tanel 8 es aproximadamente tres veces mas largo
y menos ancho que el tanel 2. Por tanto, el tanel dos
presenta la mayor relevancia farmacolégica de 0.88 en
contraste con el 0.54 del tunel 8.

Tabla 1. Principales propiedades de tuneles seleccionados para andlisis de
trayectoria

Tanel Radio de cuello | Longitud (A) | Curvatura Relevancia
de botella (A) farmacologica
2 3.0 11.9 12 0.88
8 1.8 37.5 14 0.54

Es importante mencionar que el programa Caver
Web no solo present6 ttuneles individuales, ya que
como se observa en la figura 1A, ambos taneles se
conectan y comunican al grupo Hemo con el sitio Q,
de la succinato deshidrogenasa. Ademads, esta red logra
ocupar toda la porcién intramembranal del complejo.
Este resultado In silico es muy interesante ya que el sitio
Q,, tradicionalmente se consideraba de poca importancia
fisiologica en el flujo de los electrones desde la FADH,
a la quinona. Por lo cual estos dos tuneles fueron
empleados para el andlisis de trayectoria del TFFA y
conocer sus potenciales energias de unién a lo largo de
lared (ttnel 2-8). En la figura 1B se observa que el TFFA
puede colocarse facilmente en la cavidad del tanel 2 con
una buena energia de unién y que esta no se ve afectada
por la disminucién del radio de botella del tanel 8. Por
tanto, es muy probable que el TFFA no solo se una a los
sitios de unién de quinona sino también puede ocupar
una region del bolsillo del grupo hemo e inhibir a la
enzima a diferentes niveles del flujo de electrones dentro
del complejo II mitocondrial.

Tinel 8

Tanel 2

v /
. \.‘j
/ ¥

Tanel2 b

'A
\4;’: 2
<

Tanel 8

Hemo

Figura 1. El panel A, muestra la visualizacién en esferas de los ttneles 2 (verde
brillante) y 8 (verde claro), y su ubicacion con respecto al grupo Hemo, clusters FeS
y cofactor FAD* de la SDH. En el panel B, se muestra la trayectoria del TFFA en la
enzima y la red de tuneles que participa en el transporte.

Al analizar los perfiles de trayectoria a través del ttnel
2 (figura 2A) se observa que la energia de unién en la
superficie fue de -4.3 Kcal/mol y que a una distancia de
5a7 A el TFFA se une més eficientemente (-5.2 Kcal/
mol) y al final del tanel 2 en el sitio activo marginal del
ligando esta energia de unién cambia a -4.7 Kcal/mol.

En el caso del tunel 8, la energia de unién en la superficie
fue de aproximadamente -5.0 Kcal/mol, este valor
posteriormente fue disminuyendo a una distancia entre
los5y 10 A hasta alcanzar un valor de -2.5 Kcal/mol. A
una distancia entre los 15y 20 A se observa un valle de
energia de unién de -5.7 Kcal/mol y posteriormente en
el sitio activo del ligando se alcanz6 un energia de union
de -4.8 kcal/ mol. Todos estos resultados nos indican que
el TFFA mantiene sus interacciones con la proteina a lo
largo de toda la red de tuneles.

N

Binding energy [Keal/mol]
Binding energy [Keal/mol]

oistance (4]

1 e 2

Figura 2. Perfiles energéticos de limite inferior de la trayectoria superficie-sitio
alosterico del ligando TFFA para los ttneles 2 (Panel 1) y 8 (Panel 2). Ademads, se
encuentran sefialados los valores empleados para los parametros Esurface (azul),
Ebound (rojo) y Emax (verde).

Ademas de los perfiles energéticos, Caver Web nos
permite calcular una serie de pardmetros termodindmicos
de la interaccién entre la enzima y el ligando. En la Tabla
2, se muestran los parametros calculados para ambos
taneles y como se puede observar, que la energia de
union fue un poco mayor para el ttinel 8 con respecto al
tanel 2. Sin embargo, la energia maxima fue menor para
el ttinel 8 que para el tanel 2. Es importante mencionar
que el valor de energia de superficie fue similar para
ambos tineles y que la energia de activacion fue negativa
para el tinel 2, pero el valor fue positivo para el tanel 8.
Por dltimo, la diferencia entre la energia de unién y la
energia de superficie fue mayor para el tinel 2 y muy
pequena para el ttinel 8.

Tabla 2. Resultados de perfiles de energia calculados para TFFA en tuneles

seleccionados
Parametros Tanel 2 Tanel 8
Energia de uni6n (Ebound) -4.3 -4.9
Energia maxima (Emax) -4.1 -3.4
Energia de superficie (Esurface) -4.9 -4.8
Energia de activacion (Ea) -0.8 14
Diferencial de energia (AEbs) -0.8 -0.1

Por altimo, se realiz6 un anélisis del tipo de interaccion
que se presenta en el sitio de unién al ligando en ambos
taneles y aprovechar la informacién del modelado
molecular que se obtiene del Caver Web. Para el sitio
de unién del ligando en el tinel 2, el programa Protein-
ligand interaction profiler (PLIP) nos report6 que el TFFA
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forma cuatro puentes de hidrogeno con los residuos
Trp134D, Thr199B, Met241B y Tyr245B. Mientras que
para el sitio de union del ligando del ttinel §, el programa
PLIP nos indica que el TFFA interacttia con los residuos
Arg46C, Prol69B e His216B mediante tres puentes de
hidrogeno. Es importante mencionar que los residuos
reportados anteriormente en general no coinciden con
los reportados previamente en el estudio cristalografico
de la proteina, pero nos dan un acercamiento muy
preciso de como el ligando se acomoda en el sitio de
unioén a través del andlisis de trayectoria.

CONCLUSION

Este estudio reporté por primera vez la existencia de
una red de ttineles que conectan al sitio Q, con el grupo
hemo de la succinato deshidrogenasa y que mediante
el uso de herramientas informaéticas fue posible conocer
como se internaliza el TFFA desde la superficie de la
cavidad hasta el sitio donde se une la quinona u otros
grupos prostéticos del complejo II mitocondrial.
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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue determinar
la composicion proximal y perfil quimico por UHPLC
del hongo Cordyceps militaris adquirido de Tlaxcala,
Meéxico, y se comparé con C. militaris adquirido de
China. Mediante un anélisis bromatolégico, se determiné
humedad, proteinas, grasas, cenizas, fibra, carbohidratos
totales y contenido energético. Como resultado para la
cepa mexicana y china respectivamente se obtuvo 70.54
gy 68.35 g de carbohidratos, 9.55 g 'y 14.12 g de fibra,
4.23 gy 3.86 g de proteina, 5.33 g y 2.85 g de lipidos,
8.58 g y 5.48 g de humedad, 1.77 g y 5.34 g de cenizas
y un contenido energético de 347.05 kcal y 314.49 kcal.
Finalmente, por medio de UHPLC se determinaron 6
micro metabolitos, de los cuales se identificaron a la
adenosina y cordicepina. El cultivo de C. militaris en
México en comparaciéon con el chino, conlleva a un
aumento del valor nutrimental de la cepa, ademaés de
una mayor produccién de cordicepina, el cual es un
metabolito con alto valor terapéutico. La composiciéon
proximal de ambas muestras se encuentra dentro de
los rangos normalmente reportados, en donde el factor
determinante para la variacién dentro de su composiciéon
seran los medios utilizados durante su cultivo, ya que,
en el caso particular de este hongo, suponen un coste
elevado.

Palabras clave: Cordyceps militaris, analisis bromatologico,
composicion proximal, contenido energético, perfil
quimico, UHPLC, cordicepina.

ABSTRACT

The aim of this research was to determine the proximate
composition and chemical profile by UHPLC of the
Cordyceps militaris mushroom acquired from Tlaxcala,
Mexico, and China. Moisture, protein, fat, ash, fiber, total
carbohydrates and energy content were determined by
bromatological analysis. The results for the Mexican and
Chinese strains were 70.54 g and 68.35 g of carbohydrates,
9.55 gand 14.12 g of fiber, 4.23 g and 3.86 g of protein, 5.33
gand 2.85 g of lipids, 8.58 g and 5.48 g of moisture, 1.77
g and 5.34 g of ash and an energy content of 347.05 kcal
and 314.49 kcal, respectively. Finally, 6 micro metabolites
were determined by UHPLC, of which adenosine
and cordycepin were identified. The cultivation of C.
militaris in Mexico, compared to the Chinese, leads
to an increase in the nutritional value of the strain, in
addition to a higher production of cordycepin, which is
a metabolite with high therapeutic value. The proximal
composition of both samples is within the normally
reported ranges, where the determining factor for the
variation in their composition will be the media used
during their cultivation, since, in the particular case of
this fungus, they involve a high cost.

Keywords: Cordyceps militaris, proximate analysis,
nutritional composition, energy content, chemical
profile, UHPLC, Cordycepin.
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INTRODUCCION

El género Cordyceps tienen alrededor de 750 especies
identificadas que se distribuyen en muchas regiones
del mundo, pero se encuentran principalmente en el
sur de Asia, Europa y América del Norte. Treinta y
cinco especies de Cordyceps han sido reportadas en
la literatura con propiedades medicinales o tiene un
informe sobre el aislamiento de compuestos bioactivos.
La diversidad fitoquimica de este género presenta mas
de 200 metabolitos que incluyen nucledsidos, esteroles,
péptidos ciclicos, flavonoides, dihidrobenzofuranos, bio
antracenos, policétidos, terpenos, alcaloides y fenoles
aislados de varias especies de Cordyceps (Olatunji et
al., 2018).

El hongo oruga medicinal Cordyceps militaris es
una especie entomopatégena que infecta y crece
parasitariamente en larvas o pupas de lepidépteros. Se
caracteriza por la produccion de estromas de color naranja
a rojo anaranjado que brotan del cadéver del huésped
muerto. C. militaris es uno de los hongos medicinales
mas importantes y conocidos; es capaz de estimular el
rendimiento energético, el sistema inmunitario, cuenta
con efectos cardioprotectores, capaz de estabilizar los
niveles de glucemia, ademds de actuar como promotor
del crecimiento. Este hongo es bastante codiciado por la
cordicepina, nucledsido con propiedades antitumorales,
antifingicas y antivirales, por lo que se utiliza como
terapia complementaria a pacientes que ya estdn
sometidos a quimioterapia (Ouyang et al., 2018).

C. militaris tiene un tipo de cultivo bastante complejo,
ya que, al ser un hongo pardsito, requiere el
acondicionamiento especifico del hospedero para crecer
de manera adecuada, la produccién de esporocarpos
de C. militaris in vitro, conlleva a una produccién de
cordicepina y adenosina menor en comparacién a sus
homologos recolectados de manera silvestre, por lo
que la adquisicion de cuerpos fructiferos de manera
comercial es bastante costosa. Los cuerpos fructiferos de
C. miltaris pueden ser adquiridos de libre venta en forma
seca completa, polvo, capsulas y extracto. Sin embargo,
el crecimiento lento y la especificidad del hospedero son
dos aspectos que limitan la produccién en masa, por
lo que en los dltimos afios se ha preferido aislar cepas
vivas y cultivarlas en biorreactores para lograr satisfacer
las necesidades de consumo y reducir la presién sobre
los recursos naturales. Actualmente se ha desarrollado
el cultivo de micelio de C. militaris utilizando medios
artificiales en los que se han informado varios métodos

para la producciéon de cordicepina, como el cultivo en
superficie (Masuda et al., 2007) y el cultivo sumergido
(Mao et al., 2005; Liu et al., 2015).

C. militaris presenta amplia distribucion en México y
se ha recolectado sobre larvas y pupas de lepidépteros
nocturnos de las familias Geometridae, Noctuidae y
Sphingidae en diferentes tipos de bosques como: bosque
mesofilo de Montana, bosques de Pinus-Quercus, bosque
tropical subcaducifolio, bosque tropical perennifolio,
bosques de Abies Mill, Tsuga Carriére y Picea Link con
vegetacion decidua (Rubio-Bustos et al., 1999)

En México sé6lo se ha extraido cordicepina del cultivo
in vitro en medio liquido de una especie silvestre
de Cordyceps sp, lo cual indica que especies de
entomopatogenos silvestres de México tienen potencial
de ser cultivadas en laboratorio para optimizar la
produccién de biomasa, cordicepina y otros metabolitos
(Lopez, 2017). Por su amplio espectro terapéutico y su
constitucion altamente nutritiva, C. militaris podria ser
un buen candidato como alimento funcional. Por tanto,
es indispensable implementar técnicas de cultivo in vitro,
realizar estudios bromatol6gicos y metabolémicos para
iniciar el aprovechamiento sustentable como alimento
funcional de las especies silvestres del género Cordyceps.

El contenido nutricional de los hongos varia de acuerdo
con la especie, su etapa de desarrollo, asi como de la
region en la que crecen, época del afio y tipo de suelo.
Por ello, el objetivo del presente estudio fue determinar
la composicion proximal y el perfil quimico por UHPLC
del hongo C. militaris cultivado en México, y realizar su
comparacién con aquel cultivado en China.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de la muestra para el analisis bromatol6gico

La muestra de Cordyceps militaris fue adquirida de
manera comercial, por un distribuidor ubicado en
Tlaxcala, México, mientras que la muestra China fue
adquirido mediante internet. Una vez que fue recibido se
verifico su estado, el cual se encontré en estado seco con
una apariencia similar a hojuelas de maiz y tonalidad
amarillo naranja. Una vez que se verific6 su apariencia,
se tomaron fotos y posteriormente las muestras de hongo
fueron pulverizadas en una licuadora convencional para
los pasos posteriores.
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Humedad

Se pesaron 1.5 gramos de hongo previamente
pulverizado, y se colocaron en crisoles a peso constante.
Posteriormente se llevaron a un horno de convecciéon
natural 65 litros-thermo scientific-51028112-OGS60
durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se registré
el peso perdido para poder determinar la humedad
presente en la muestra donde a el peso del crisol a peso
constante con la muestra seca (P) se le rest6 el peso del
crisol sin muestra (P1), sobre los gramos empleados
para la determinacion, donde todo se multiplica por 100
(AOAC Official Method 930.04, 1997).

(P—P1)

Humedad = ————
g de muestra

Proteina

Se pesaron 0.5 g de hongo pulverizado, y se realiz6
el proceso Kjeldahl para determinacion de proteinas,
empleando digestor Kjeldahl de marca LABCONCO
clave LABCO05011 y destilador Kjeldahl MODEL
65000. El volumen de reactivos se ajusté empleando
una cantidad cuatro veces inferior a la establecida por
el método de la AOAC. Para el calculo se emplea la
siguiente formula: (Proteina AOAC Official Method
978.04, 1997).

(gastoenmL * N HCl * 0.014 = 100)
g de muestra

%N =
Grasa

Determinacion de grasa (AOAC, 985.15, 1990).

La determinacién del contenido lipidico en el hongo,
se realizé por el método de Goldfish. Brevemente,
se pesaron 2 g que previamente fueron desecadas.
Se colocaron en un dedal de celulosa, y enseguida se
afiadieron 50 mL de éter de petréleo al vaso Goldfish
llevado a peso constante durante 24 h en una estufa a
100°C; Se coloc6 en el aparato de extraccion de grasas
tipo Goldfish marca CRAFI® junto con el dedal que
contiene la muestra, la cual se dej6 a reflujo por espacio
de 1 hora 15 minutos aproximadamente. Se retiré el vaso
y se registré el peso ganado en dicho vaso.

(Peso ganado en vaso goldfish - peso de vaso goldfish)
X

100
gramos de muestra

Grasa

De acuerdo con el método de la (AOAC., 923.03, 1990).

Cenizas

En un crisol a masa constante, se puso 1.5 g de muestra
previamente desecados; se coloco el crisol con muestra
en una parrilla y se quemo lentamente el material hasta
que ya no desprendié humos, evitando que se proyectara
fuera del crisol.

Se llevo el crisol a una mufla y se efectu6 la calcinaciéon
completa (550 - 600°C x 60 minutos segtin el método
del A.O.A.C.) Se dejo enfriar en la mufla, se transfiri6 al
desecador para su completo enfriamiento y se determiné
la masa del crisol con cenizas. Se realiza el calculo con
la siguiente férmula:

(P—-p)
M

P = Masa del crisol con las cenizas en gramos. p =
Masa de crisol vacio en gramos.

Cenizas = x 100

M = Masa de la muestra en gramos.
Fibra

Se realiz6 la determinacién de este método en base
a la Norma Oficial Mexicana NOM-F-90-5-1978
Determinacion de Fibra Cruda en Alimentos. Este
método se basa en la digestion acida y alcalina de la
muestra obteniéndose un residuo de fibra cruda y
sales que con calcinacién posterior se determina la
fibra cruda. Para la determinacion de fibra, se emple6
el equipo para fibra Cruda marca CRAFI®, también
llamado Multiunidades de Extraccion. El objetivo en este
equipo es producir un sistema de digestion simulada, en
donde las muestras sometidas a dicha digestion al final
de la prueba contienen partes no digestibles tales como
celulosa y otros materiales.

(Ps—Pc) —2
M

Ps = masa en gramos del residuo seco M = masa de la
muestra en gramos.

Fibra cruda = x100

Pc = masa en gramos de las cenizas.
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Carbohidratos

El contenido total de carbohidratos se calcul6 sustrayendo
a cien los contenidos de ceniza, grasa, fibra, humedad y
proteina, expresados como g/100 g.

Por dltimo, la energia proporcionada por 100 g de hongo
seco se calcul6 de la siguiente manera:

inergia (kcal/100 g) = Carbohidratos X 4 + Grasa X 9 + Proteina X 4

Los carbohidratos y proteinas aportan 4 kcal /g, mientras
que la grasa aporta 9 kcal/g.

Preparacion de los extractos de Cordyceps militaris 'y
estandar de cordicepina

Se procesaron 7 gramos del esporocarpo de C. militaris,
se suspendi6 en 35 mL de etanol (TEDIA UN1170)
grado HPLC, el extracto paso por bafio ultrasénico a
42 KHZ (BRANSONIC 3510R-MTH) por 2 horas, las
muestras fueron filtradas y centrifugadas 3500 rpm por
5 minutos a temperatura ambiente, y concentrado en
rotavapor (BUCHI R-210) hasta obtener un volumen
final de 6 mL. El estdandar de Cordicepina fue adquirido
de Merck (C3394-25MG) y preparado a 62.5 pg/mL en
etanol HPLC.

Analisis por UHPLC

Para el andlisis por UHPLC (Thermo DIONEX-uHPLC
UltiMate 3000), los extractos acuosos de C. militaris fueron
diluidos 1:2000 en etanol grado HPLC respectivamente,
y fueron pasados por un filtro para jeringa con un
poro de 0.22 um (MS PTFE Syringe Filter) antes de ser
inyectados. El ensayo por cromatografia de liquidos de
ultra alta resolucion, se llevd a cabo en una columna
Hypersil GOLD™ aQ C18 (100 mm x 2.1 mm tamafio de
particula 1.9 p) a una temperatura de 30°C, se cargaron 3
uL de cada muestra por auto muestreador a 10°C en un
loop de 100 pL. El gradiente de elucion fue programado
de la siguiente manera: minuto 0 - 2 (B) 65%, minuto 2 -
30 (B) 90%, minuto 30 - 70 (B) 90%. El tiempo total de la
corrida fue de 70 minutos a un flujo de 0.1 mL/min, se
utilizo el detector de fluorescencia (DIONEX UltiMate
3000) a 45°C, con una longitud de onda de excitacién
de 270nm y emisién de 334 nm y electroquimico a un
potencial de 800 mV a 27°C (DIONEX UltiMate 3000).

RESULTADOS

Como se observa en la figura 1, la muestra china tiene
un tono naranja en comparacion a la mexicana con una
tonalidad amarillo, ademas, el C. militaris chino tiene
un tamafio mayor y una forma alargada, en contraste la
muestra mexicana es mas pequefia, y estos datos sugieren
que las condiciones de cultivo, cosecha y origen fueron
distintas para ambas muestras. Por tanto, es necesario
determinar la cantidad de nutrientes y metabolitos para
determinar su potencial uso terapéutico.
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Figura 1. Captura fotogréafica del hongo Cordyceps militaris, donde el panel A
corresponde a la muestra mexicana, mientras que en el panel B se muestra a su
homélogo de origen chino.

En el andlisis bromatolégico se encontraron diferencias
significativas en algunos parametros importantes de
la composicion proximal entre el C. militaris de origen
mexicano y el chino, los cuales se muestran en la Tabla 1.

El contenido de humedad en el C. militaris mexicano
fue 1.5 veces mayor que el chino. Basandose en el
peso seco, ambas muestras de hongos presentaron un
contenido bajo en proteina total en un rango de 3.86 g
a 4.23 g, ligeramente mas alta que el contenido en el
cordyceps chino, pero sin diferencias significativas. Es
interesante mencionar que el contenido lipidico en el
hongo mexicano fue aproximadamente dos veces mayor
que el hongo chino. Mientras que en el contenido de
cenizas, la muestra china posee una cantidad tres veces
mayor de minerales que la muestra mexicana.

Para el C. militaris mexicano, el contenido de fibra
correspondi6 a 9.55 g, mientras que en el chino presento
un contenido mayor, siendo de 14.12 g. Ademas,
ambos muestras de C. militaris tienen un contenido en
carbohidratos semejante (70.54 y 68.35 g). Finalmente
para los valores de contenido energético, el Cordyceps
militaris mexicano presenta un aporte de (347.05
kcal/100g) el cual es 10% mayor que el que se adquirié
de China (314.49 kcal /100 g).

Los carbohidratos se calcularon por diferencia restando
a 100 los valores obtenidos de los demas parametros.
*P =<0.001
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Tabla 1. Composicién nutricional del hongo Cordyceps militaris.

Parametro g/100 8 fle Con.iyceps g/10(_) 8 de. Cord.yceps
militaris (mexicano) militaris (chino)

Humedad (g / 100 g) 8.58 £0.04 5.48 +0.02*

Cenizas (g / 100 g) 1.77 £0.09 5.34 +£0.13*

Grasa (g / 100 g) 533+0.1 2.85 £ 0.08*

Proteinas (g / 100 g) 4.23+0.05 3.86 + 0.05*

Fibra (g / 100 g) 955 +0.15 1412 +0.4*

Carbohidratos totales (por
diferencia) (g / 100 g) 70.54 68.35
Contenido energético (Kcal / 347.05 314.49*

100 g)

Los carbohidratos se calcularon por diferencia restando a 100 los valores obtenidos
de los demads parametros. *P = <0.001

Ademas de evaluar el contenido de macronutrientes,
se realizé un andlisis fitoquimico mediante UHPLC
a los extractos hidroalcohdlicos del hongo. Existen
diversos métodos para separar y detectar los
principales componentes en las diferentes especies de
Cordyceps sp. Por tanto, se realiz6 y validé un método
empleando una columna Hypersil GOLD™ aQ C18
como fase estacionaria y un gradiente de eluciéon de
dos componentes (Agua con 0.1% de acido férmico y
Acetonitrilo) con un detector de fluorescencia con una
longitud de excitacién de 270 nm y de emisién de 334
nm. Bajo estas condiciones experimentales se lograron
separar todos los componentes de las muestras y los datos
demostraron que en C. militaris, existen 6 compuestos

itake #206 [manually i dl

180000 , 2150

de mayor abundancia, los cuales corresponden a los
micronutrientes presentes en el hongo, la adenosina
presento un tiempo de retencién (tR) de 2.5 min y la
cordicepina presento un tR de 53.0 min (Figura 2).

Al comparar el cociente cordicepina/adenosina entre
ambas muestras se logré observar que la muestra
mexicana present6 un valor C/ A de 3.7 en comparacion
con la muestra chica cuyo valor C/A fue 2.1. Estos
resultados sugieren que el hongo mexicano posee de dos
a tres veces mas cordicepina. Ademads, ambas muestras
mostraron un nivel semejante del pico 3. Sin embargo,
esta misma muestra no cuenta con 3 de los componentes
(pico 2, 4 y 5) detectados en el hongo chino, los cuales
no fueron identificados en este estudio, pero se sugiere
pueden ser otros nucledsidos, dihidrobenzofuranos y
bioxantracenos (Tabla 2).

Tabla 2. Area relativa de los principales componentes del extracto etanélico de C.
militaris.

Compuesto Tiempo de Area relativa C. Area relativa C.
retenci6n militaris mexicano | militaris chino (%)
(min) (%)
Pico 1 (Adenosina) 2.45-251 19.51 26.27
Pico 2 (desconocido) 2.74 No detectado 2.69
Pico 3 (desconocido) | 16.65 -17.66 7.87 5.01
Pico 4 (desconocido) | 25.4 - 26.63 No detectado 3.98
Pico 5 (desconocido) 28.67 No detectado 4.79
Pico 6 (Cordicepina) | 52.57 - 54.12 72.62 57.26

Emission_1 270 nm /334 nm
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Figura 2. Cromatograma de fluorescencia representativo. A) extracto de C. militaris
cultivado en México; B) extracto de C. militaris cultivado en China.
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DISCUSION

De acuerdo con Sakakibara et al (2010) la especie
Cordyceps militaris ha sido utilizada por su actividad
farmacolégica anticancerigena, antiinflamatoria,
inmuno-potencializadora y reguladora. Ademas, se le
ha reconocido la capacidad de producir componentes
con actividad biolégica como adenosina, cordicepina
y exopolisacaridos, ergosterol y manitol y péptidos
como cordimina con actividad antifingica. Respecto a
enzimas, se conocen aquellas con actividad fibrinolitica.

En base a Nguyen et al (2006) el contenido proteico
de C. militaris presenta una cantidad abundante de
aminoéacidos esenciales como metionina y lisina. Por otro
lado, se han detectado en el hongo otras proteinas como
albamina y globulina, con las que se tratan personas que
tengan hepatitis B y colesterol alto, por lo que previene
la aterogénesis.

Hay diversos componentes que suelen emplearse para
cultivar C. militaris, donde la funcién es proveer una alta
cantidad de fuente de carbono, asi como de nitrégeno, lo
cual no solo permite aumentar el contenido nutrimental
del hongo una vez que se ha recolectado, sino también
ayuda aaumentar la produccion de cordicepina. Respecto
a las principales fuentes de carbono se emplean glucosa,
galactosa, sacarosa, lactosa, manosa, celulosa, fructosa
y carboximetilcelulosa, los cuales se adicionan a medios
experimentales de extracto de levadura y peptona. En
cuanto a las fuentes de nitrégeno, se utilizan levadura,
soya, triptona, extracto de malta, hidrolizado de caseina,
peptona proteica, Bacto™ peptona y suero de leche.

Kim et al (2019) realizaron un estudio donde investigaron
los efectos del componente medio en la produccién de
cordicepina utilizando diversas fuentes de carbono y
nitrégeno. Se encontré que la glucosa y el hidrolizado de
caseina (CH) fueron los mas efectivos como fuentes de
carbono y nitrégeno en la produccién de cordicepina (2.3
veces mas en comparacion al resto de los componentes
empleados) con una produccién maxima de cordicepina
de aproximadamente 445 mg/L. Este antecedente nos
indica que posiblemente la calidad de la fuente de
carbono y nitrégeno utilizada en la muestra mexicana
para su cultivo fue de mejor calidad que su contraparte
china (Tabla 2).

Chan et al (2015) realizaron un andlisis proximal a la
especie Cordyceps militaris donde cultivaron y obtuvieron
una cepa CBS-132098 de C. militaris. Ellos cultivaron al

hongo Cordyceps militaris en un medio con componentes
como glucosa, peptona, extracto de levadura, KH,PO,
y MgSO,. Segtin dicho estudio, el valor energético del
cuerpo fructifero de C. militaris cepa CBS-132098 es de
401 kcal/100 g, superior al del micelio de C. militaris
(336 kcal /100 g).

En la tabla 3, se realizé un analisis comparativo del
analisis proximal de este estudio con aquel realizado
por Chan et al., 2015. Es interesante mencionar que los
niveles de proteina de este trabajo fueron solo un10% de
aquellos reportados por la referencia y que el contenido
de grasa y cenizas fueron semejantes al micelio de la
CBS-132098.

Tabla 3. Composicion nutricional de la referencia vs este estudio.

i‘:ﬁz;zs Cordyceps  Cordyceps  Cordyceps  Cordyceps
(cuerpo militaris militaris militaris militaris
Parametro fructifero) (micelio) (cuerpo (cuerpo (cuerpo
(CBS- (CBS- fructifero)  fructifero  fructifero
132008) 132098) (GK-101)  mexicano) chino)
Humedad (%) 5.7+0.77 131+1.1 315 858+0.04 5.48+0.02%
Cenizas (%)  51+0.06  57+022 5.63 177+0.09 534+0.13*
Grasa (%) 8.8+0.12 22+013 34.51 533+01 2.85+0.08*
Proteinas (%) 59.8+3.63 39.5+14 17.77 423+0.05 3.86+0.05%
Carbohidratos o9 1, 081 306+281 8% 70.54 68.35
totales (%)
Contenido
energético 401+1.8 336 +12 401 347.05 314.49*
(Kcal / 100 g)
*P =<0.001

Es posible observar que los valores obtenidos a partir de
los cuerpos fructiferos del Cordyceps CBS-132098 son
aproximados a los obtenidos con las cepas mexicana y
china, presentando solamente una amplia variacién en
el contenido proteico, que puede deberse a la técnica o
factor de conversién empleados para su determinacién,
asi como las condiciones y medios de crecimiento
utilizados, como las fuentes de nitrégeno que pudiesen
haberse empleado (levadura, soya, triptona, extracto
de malta, etc.).

Por otro lado, Huang et al (2006) informaron en su
estudio los contenidos de carbohidratos, cenizas brutas,
fibra, grasas y proteinas en el cuerpo fructifero de C.
militaris (GK-101). Segtn la literatura, la discrepancia en
la composicion proximal del cuerpo fructifero se debe
principalmente a las diferencias en las cepas utilizadas,
el origen ecolégico y las condiciones de cultivo. Ellos
trabajaron con un cultivo puro de C. militaris (GK-
101) donde, para la produccién del hongo el cultivo
se inoculé en un matraz que contenia 1,5 L de medio
liquido y se incub6 a 25°C y 100 rpm. El medio liquido
(1 L) estaba compuesto por 20 g de sacarosa, 10 g de
extracto de levadura, 1 g de (NH,),SO,, 0,1 g de KH,PO,
y 1 gde MgSO, a pH 6,0. Tras 14 dias de incubacion, los
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hongos se cosecharon y se lavaron cinco veces con agua
desionizada y se liofilizaron.

Dado que los Cordyceps son muy dificiles de recolectar
debido a su pequefio tamafio y a su restringida area de
crecimiento, la produccién en masa de estos hongos se ha
establecido mediante el cultivo artificial. Lee ef al (2015)
cultivaron C. militaris seco en un medio floral compuesto
por gluten, proteina de soja, levadura de cerveza y
licor de maiz (el método de cultivo y la composiciéon
del medio fueron patentados en Corea (Lee, 2006). Los
autores informaron que los cuerpos fructiferos de C.
militaris utilizados en su estudio contenian alrededor
de 2.3 veces mas cordicepina (1,6 mg/g de MS) que C.
militaris cultivado tradicionalmente en pupas de fauna
(0,7 mg/g de MS). Contenia 8,6% de humedad, 76,2%
de carbohidratos totales, 12,2% de fibra bruta, 1,0% de
extracto de éter, 3,2% de ceniza bruta, y 7,4% de extracto
libre de nitr6geno.

Mediante analisis UHPLC se pudieron determinar
6 picos, de los cuales los més abundantes fueron la
adenosina y cordicepina, los demdas metabolitos no
pudieron ser identificados, pero acorde a lo reportado
por Ronming Yu 2007, lo mds probable es que se trate
de distintos nucleésidos. Es importante mencionar que
el cociente C/A reportado en este estudio estuvo en
el rango de 2.1 a 3.7 y estos valores fueron inferiores a
los reportados por un estudio realizado con muestras
de Tailandia (Eiamthaworn et al., 2022). Es importante
mencionar que nuestro método fue capaz de identificar
adenosina y cordicepina en las muestras de C. militaris
y que tanto el perfil cromatografico como las cantidades
encontradas de 1.5 mg/g y 3.8 mg/g, respectivamente
estan acordes a lo reportado previamente en la literatura
(Yu, et al., 2006).

El cultivo de C. militaris mexicano, conlleva a que las
condiciones son las ideales para una mayor producciéon
de cordicepina comparado a la cepa China, lo que lo hace
terapéuticamente de mayor interés y valor. Sin embargo,
se requiere de mas estudios biomédicos para caracterizar
sus efectos en células aisladas y modelos animales.

CONCLUSION

El perfil quimico obtenido por UHPLC del hongo
medicinal C. militaris adquirido de dos regiones
completamente distintas (México y China), present6
una mayor concentraciéon de cordicepina para la muestra
mexicana con respecto a la china, mientras que la

cantidad de adenosina en la muestra china fue mayor que
la mexicana. Adicionalmente, la muestra china presenté
tres componentes (pico 2,4 y 5) que la muestra mexicana
no tiene. En el caso de la composicién proximal, los
pardmetros que tuvieron diferencia con respecto a las
referencias fueron cenizas, proteinas y carbohidratos
presentando mayor cantidad en la muestra china que
la mexicana. En comparacién entre la muestra china y
mexicana los parametros que més se destacaron fueron
humedad, cenizas y grasas.
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RESUMEN

La carne con su valor nutricional derivado de sus
proteinas, que es procesada para su venta al pablico,
es un alimento que puede ser afectado por algunos
factores en la proliferacién de microorganismos,
que podemos categorizarlos en pardmetros
intrinsecos y parametros extrinsecos, ademas de
otras condiciones que pueden estar involucradas
a lo largo del proceso. La Escherichia coli es una de
las bacterias que se encuentran principalmente
en el ganado bovino, dentro de la clasificaciéon
encontramos seis tipos de acuerdo en su funcién
de mecanismos de patogenicidad y factores de
virulencia. Las enfermedades transmitidas por
alimentos son causadas por el consumo de agua
o comida contaminada, la cual puede ocurrir de
forma endégena, o bien ocurrir en algtin punto
del procesamiento y transformacion. Al ser un
problema de salud ptublica a nivel mundial que
afecta a cualquier persona de cualquier edad y que
genera graves enfermedades gastrointestinales,
implica una preocupacion en la industria alimentaria
que deriva de la prevalencia de E.coli, la cual es
comun identificarla en la carne bovina. Es por eso
que es importante conocer, controlar y asegurar
los diferentes procesos que estan involucrados en
la manipulacion y conservacion de los alimentos
aplicando el control de calidad en la industria
carnica.

Palabras Clave: E. coli, Carne bovina, Control de
calidad.

ABSTRACT

Meat with its nutritional value derived from its
proteins that is processed for sale to the public
is a food that can be affected by some factors
in the proliferation of microorganisms where
we can categorize them in intrinsic parameters
and extrinsic parameters, in addition to other
conditions that may be involved throughout the
process. Escherichia coli is one of the bacteria that
are mainly found in cattle, within the classification
we find six types of agreement in their function of
pathogenicity mechanisms and virulence factors.
Foodborne illnesses are caused by the consumption
of contaminated food or water, which can occur
endogenously, or occur at some point in processing
and transformation. Being a global public health
problem that affects anyone of any age and that
generates serious gastrointestinal diseases, it
implies a concern in the food industry that derives
from the prevalence of E.coli, which is commonly
identified in beef . That is why it is important to
control and ensure the different processes that are
involved in the handling and preservation of food.

Keywords: E. coli, Bovine meat, Quality control.
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INTRODUCCION

La carne y sus productos derivados son vulnerables
a alteraciones provocadas por actividad microbiana,
factores quimicos y fisicos que ocurren durante cada
una de las operaciones, por ejemplo, faenamiento,
procesamiento, almacenamiento o envié, afectando
la calidad de la carne, siendo la contaminacién por
Escherichia coli (E. Coli) uno de los principales problemas
que pueden causar graves dafios a la salud a través del
consumo de carne cruda o mal cocida. Identificando
las causas que pueden favorecer la prevalencia de E.
coli, se podrd tener un panorama general al describir
los factores de la posible contaminacion de la carne con
este microorganismo. La E. coli productora de toxina
Shiga, guarda relacién con el serotipo O157H:7 pues
es el més facil de distinguir bioquimicamente de otras
cepas, es una bacteria que se encuentra normalmente en
el intestino del ser humano y de los animales de sangre
caliente, su presencia en los alimentos es indicador
de contaminacion fecal, es causante de infecciones
importantes en el hombre, por ello la importancia en
la deteccién de contaminacién por coliformes (NOM-
009-Z00-1994, NOM-194-55A1-2004).

El departamento de Agricultura de los EE. UU
investigaron un brote de infecciéon por E.coli O103
productora de toxina Shiga entre el 1 de marzoy el 1 de
mayo del 2019, diez estados reportaron un total de 209
casos por esta cepa vinculados a la carne molida de res.
El 51% de las personas afectadas eran mujeres. De 191
personas con informacién disponible, 29 que representa
el 15% fueron hospitalizadas. Se notificaron dos casos
de sindrome urémico hemolitico y no se notificaron
muertes. En México de acuerdo a la Direccién General
de Epidemiologia a través del Boletin Epidemiol6gico
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica Sistema
Unico de Informacion, hasta la semana 46 del 2020,
los casos por entidad federativa de enfermedades
infecciosas y parasitarias del aparato digestivo fueron
en total 1,181,569 en hombres y 1,355,354 en mujeres. En
el estado de Durango durante esa semana se registraron
508 casos y en total acumulado es de 16,975 en hombres
y 20,182 en mujeres.

A través de este estudio de cardcter documental,
mediante el analisis y obtencién de informacion de
donde se define, se caracteriza y se describe el valor
nutricional de la carne; se pretende mostrar, reconocer
e informar, sobre la prevalencia de E.coli en la carne de
bovino y el impacto a la salud por su consumo, describir

las pruebas y métodos de anélisis normalizados para
su identificacion, asi como identificar los principales
factores que favorecen la contaminacién de esta carne
y analizar la importancia de las buenas précticas en los
procesos y procedimientos de la industria cérnica.

La Carne y su composicion

Es la estructura muscular estriada esquelética,
acompafiada o no de tejido conectivo, hueso y
grasa, ademas de fibras nerviosas, vasos linfaticos y
sanguineos; proveniente de los animales para abasto,
que no ha sido sometida a ningtin proceso que modifique
de modo irreversible sus caracteristicas sensoriales y
fisicoquimicas; se incluyen las refrigeradas o congeladas
(NOM-194-SSA1-2004). El Codex Alimentarius define la
carne como “todas las partes de un animal que han sido
dictaminadas como inocuas y aptas para el consumo
humano o se destinan para este fin” (FAO, 2015).

Desde el punto de vista nutricional, la importancia de
la carne deriva de sus proteinas de alta calidad, que
contienen todos los aminoéacidos esenciales, asi como de
sus minerales y vitaminas de elevada biodisponibilidad.
Rica en vitamina B12 y hierro, los cuales no estan
facilmente disponibles en las dietas vegetarianas
(FAO, 2015). En la Tabla 1, se muestra la composicién
nutricional de diferentes tipos de carne y otros alimentos,
(NOM-194-SSA1-2004).

Tabla 1. Composicién nutricional de las carnes y otras fuentes de alimento por 100 g **

Producto Agua | Proteina | Grasas | Cenizas KJ*
Carne de vacuno (magra) 75.0 223 1.8 1.2 485
Canal de vacuno 54.7 16.5 28.0 0.8 1351
Carne de cerdo (magra) 75.1 22.8 1.2 1.0 469
Canal de cerdo 411 11.2 47.0 0.6 1975
Carne de ternera (magra) 764 213 0.8 1.2 410
Carne de pollo 75.0 228 0.9 12 439
Carne de venado (ciervo) 75.7 214 1.3 1.2 431
Grasa de vaca| 4.0 15 94.0 0.1 3573
(subcutanea)
Grasa de cerdo(tocino | 7.7 29 88.7 0.7 3397
dorsal)
Leche (pasteurizada) 87.6 3.2 35 264
Huevos (cocidos) 74.6 121 11.2 661
Pan (centeno) 38.5 6.4 1.0 1000
Patatas (cocidas) 78.0 1.9 0.1 301
** Tecnologfa de procesamiento de carne para pequefios y medianos productores (FAO, 2007)
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Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo deentre 1,1 -1,5x2 - 6 pm
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Aparecen
aislados o en parejas, no forman esporas y pueden
ser moviles gracias a flagelos peritricos. Son aerobios
y anaerobios facultativos por lo que disponen de
metabolismo respiratorio y fermentativo. Son oxidasa-
negativo y forman 4cidos y gas a partir de la mayor
parte de los hidratos de carbono fermentables (EFSA
BIOHAZ Panel, 2011).

Son mesofilos tipicos, crecen a temperaturas entre 7°C
y 50°C, alcanzando su crecimiento 6éptimo a 37°C, con
valores de pH préximos a la neutralidad y un valor
minimo de actividad de agua de 0.95. Para realizar el
serotipado de las diferentes cepas, se ha utilizado la
estructura antigénica formada por el antigeno somético
o antigeno O, el antigeno flagelar o antigeno H y el
antigeno capsular o antigeno K. El antigeno somaético
se caracteriza por ser un lipopolisacarido presente en
la membrana exterior de la bacteria. Si utilizamos el
sistema propuesto por Kauffman, se conocen alrededor
de 180 antigenos somaéticos (O1 a O185) (EFSA, 2011).

El flagelo de E. coli est4 formado por varias subunidades
de una tnica proteina, denominada flagelina, que esta
codificada por el gen fliC. Se conocen 56 antigenos
flagelares (H1 a H56) (EFSA BIOHAZ Panel, 2011).

El antigeno capsular radica en el polisacarido acido
capsular (CPS), clasificindose este en dos grupos,
I y II. Hoy en dia, en funcién de sus mecanismos de
patogenicidad y factores de virulencia, las distintas
cepas de E. coli se clasifican en seis grupos: E. coli
enteropatogénicos (EPEC), E. coli enterotoxigénicos
(ETEC), E. coli enteroinvasivos (EIEC), E. coli
enteroagregativos (EAEC), E. coli con adherencia difusa
(DAEC) y E. coli enterohemorragicos, verotoxigénicos
o productores de toxinas Shiga (EHEC/VTEC/STEC)
(Rodriguez-Angeles, 2002; Garrity y col., 2006).

E. coli productora de toxina Shiga, produce toxinas
conocidas asi, por su semejanza conlas toxinas producidas
por Shigella dysenteriae; puede crecer a temperaturas que
oscilan entre 7 °C y 50 °C, con una temperatura éptima
de 37 °C, se destruye cociendo los alimentos hasta que
todas las partes alcancen una temperatura de 70 °C o
mas. Algunas pueden proliferar en alimentos acidos,
hasta a un pH de 4.4, y en alimentos con una actividad
de agua (aw) minima de 0.95. Es la mas importante por

su impacto en la salud publica, pero hay también otros
serotipos frecuentemente implicados en brotes y casos
esporadicos (OMS, 2018).

Se han descrito dos tipos: la toxina Shiga 1 (Stx1) o
verotoxina 1 (VT1) y la toxina Shiga 2 (Stx2) o verotoxina
2 (VT2); la capacidad de detecciéon de las toxinas Stx
activas mediante el test de toxicidad en células Vero
explica ambas denominaciones (Stx/VT). Stx 1 se divide
a su vez en tres subtipos y Stx2 en siete subtipos. (Feng
y col., 2011; Zhang y col. 2015).

Las cepas STEC presentan factores de virulencia
adicionales. La intimina, proteina de la membrana
externa, es responsable de la adhesién de las bacterias
al epitelio intestinal. Se encuentra codificada en el gen eae
que forma parte de la isla de patogenicidad cromosémica
denominada Locus for Enterocyte Effacement (LEE). El gen
eae estd presente en las cepas de algunos de los serotipos
mas virulentos: O157:H7, O26:H11, O103:H2 (Louie y
col., 1994; Rodriguez—Angeles, 2002).

Otrofactor devirulenciaimportante esla enterohemolisina
codificada por el gen ehxA y situado en el plasmido
EHEC, la presencia del LEE y el plasmido EHEC son
marcadores de las cepas clasicas enterohemorrégicas,
de los principales serotipos implicados en el 80% de los
casos de colitis hemorragica (CH) y sindrome hemolitico
urémico (SHU) en Europa y Estados Unidos (Wu y col.,
2008; MoraYy col., 2009). El grupo de cepas EHEC/VTEC/
STEC, son capaces de producir toxinas, codificadas por
bacteri6fagos, muy similares a la producida por Shigella
dysenteriae tipo 1 (Bugarel y col., 2010).

STEC 0157

El primer aislamiento de E. coli O157:H7 fue en 1975
a partir de una muestra de heces de un paciente con
diarrea sanguinolenta, registrando el primer brote en
1982 por el consumo de hamburguesas. A pesar de que
las cepas STEC no-O157 provocan mds casos esporadicos
y brotes que STEC 0157, es més dificil realizar el estudio
epidemioldgico y encontrar los alimentos implicados
debido a que E. coli O157:H7 es mas patdgena que la
mayoria de las cepas no-O157. Esto conlleva que los
brotes de E. coli O157:H7 sean reconocidos e investigados
mas rapidamente (Kaspar y col., 2009).

Aproximadamente el 52% de los brotes alimentarios
producidos por E. coli O157:H7 se relacionan con
productos de origen bovino. Los productos implicados
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con mayor frecuencia son hamburguesas y carne picada
poco cocinada (Alexandre y col., 2001; Di Pillo, 2018).

Segtin Rodriguez-Angeles, 2002; el serotipo de las cepas
E. coli O157:H7 no fermenta el D-sorbitol ni la ramnosa
y no produce [-glucuronidasa; se puede encontrar en
bovinos, cabras, borregos y con menos frecuencia en
cerdos y pollos; su principal reservorio en el intestino
del ganado bovino. (Mora y col., 2007).

La prevalencia de E. coli O157:H7 en carne de ovino es
muy baja, en torno a un 2%, aunque Chapman (2000),
concluy6 que su aislamiento era mayor en productos
carnicos de ovino que en productos carnicos de vacuno.

Respecto a las especies cinegéticas, ademas de haber
actuado como vectores en brotes de origen alimentario
dispersando E. coli O157:H7 en zonas de cultivos, la
bacteria se ha aislado de cecina y solomillo de ciervo
(Jay y col., 2007).

Transmision de E. coli O157: H7

Se transmite al hombre por el consumo de alimentos
contaminados, como carne picada cruda o poco cocida
y leche cruda. La contaminacion fecal del agua y de
otros alimentos, asi como la contaminacién cruzada
durante la preparacién de estos (con carne de vacuno
y otros productos cdrnicos, superficies y utensilios de
cocina contaminados), también es causa de infecciones.
Ejemplos de alimentos implicados en brotes de E.
coli O157: H7 son las hamburguesas poco cocidas, el salami
curado, la sidra fresca no pasteurizada, el yogur y el queso
elaborado con leche cruda. Encuestas epidemioldgicas en
Estados Unidos han demostrado que se presentan mas de
200,000 casos por afio de intoxicaciones por E. coli O157: H7,
resultando minimo en 200 muertes (Juska y col. 2003;
Bekele y col., 2014; Di Pillo, 2018; OMS, 2018).

Sintomas de la enfermedad causada por E. coli productora
de toxina Shiga

Destacan los calambres abdominales y la diarrea, que
puede progresar en algunos casos a diarrea sanguinolenta
(colitis hemorréagica). También puede haber fiebre y
vomitos. El periodo de incubacion varia entre tres y
ocho dias, con una mediana de tres a cuatro dias. La
mayoria de los pacientes se recuperan en el término de
diez dias, pero en un pequefio porcentaje de los casos
(especialmente nifios pequefios y ancianos) la infeccién
puede conducir a una enfermedad potencialmente
mortal, como el SHU (Noris y Remuzzi, 2009). La

mayoria de brotes y casos de SHU se han relacionado con
el serotipo E. coli O157:H7; por ello, podemos encontrar
a estos patogenos clasificados en dos categorias: STEC
0157 y STEC no-O157 (Kaspar y col., 2009; Bekele y col.,
2014; Zhang y col. 2015).

El Sindrome Hemolitico Urémico (SHU) se caracteriza
por una insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y
trombocitopenia (deficiencia de plaquetas). Se estima
que hasta un 10% de los pacientes con infeccion por E.
coli productora de toxina Shiga pueden desarrollar SHU, con
una tasa de letalidad de 3%-5%, siendo la causa mas comun
de insuficiencia renal aguda en los nifios de corta edad. Con
cualquier sintoma se debe buscar atencion médica. Los
antibidticos no deben formar parte del tratamiento de
los pacientes con enfermedad por E. coli productora de
toxina Shiga, y posiblemente aumentan el riesgo de SHU
posteriormente (OMS, 2018).

STEC no-0O157

Desde que se produjo el primer brote en Japon en 1984
por una cepa de E. coli O145:H, los serogrupos no-O157
mas relacionados con casos de enfermedad en humanos
son el 023, 045, 0103, 0111, O121 y 0145 (Kannali y
col., 1985).

Estos serogrupos se han denominado como el big six
por el Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
(Brooks y col., 2005).

Se han aislado diferentes cepas de STEC no-O157 en carne
y derivados carnicos de todas las especies domésticas
de, leche de vaca y oveja, queso de oveja, carne de caza
ciervo, jabali, muflén y carne picada de ternera (Martin
y Beutin, 2011).

DETERIORO MICROBIANO DE LAS CARNES
ROJAS FRESCAS

El deterioro de alimentos y bebidas en general, es el
resultado de la actividad microbiana de una variedad
de microorganismos. La flora microbiana que coloniza
un alimento o bebida en particular depende en gran
medida de las caracteristicas del producto y de la forma
en que se procesa y es almacenado. Los pardmetros
que afectan la proliferacién de microorganismos en los
alimentos pueden ser categorizados en cuatro grupos:
(i) parametros intrinsecos; (ii) pardmetros extrinsecos;
(iii) modos de procesamiento y conservacion; y (iv)
parametros implicitos (Jay y col., 2005).
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El deterioro de los alimentos puede considerarse
como cualquier cambio que haga que un producto
sea inaceptable para el consumo humano. La mayoria
de los estudios cientificos acerca del deterioro de la
carne, tratan sobre la carne de bovino, infiriendo que el
comportamiento en las carnes de cerdo, borrego, cordero
o ternera, tienen un comportamiento similar. La carne es
tal vez el mas perecedero de todos los alimentos, debido
ala gran cantidad de compuestos quimicos que contiene
en abundancia de todos los nutrientes necesarios para
el crecimiento de bacterias, levaduras y mohos, como
son: agua, proteinas, tejidos miofibrilar, sarcoplasmatico
y mitocondrial, grasas, sustancias no proteicas
solubles, nitrogenados como creatina y aminoacidos;
carbohidratos como &cido lactico, glucégeno, glucosa-
6-fosfato, glicogeno y glucosa; compuestos inorgénicos
como fésforo soluble, potasio, sodio, magnesio, calcio
y zinc; ademas de trazas de metales y vitaminas (Jay y
col., 2007; Polpakdee y Angkititrakul, 2015).

Durante el trozado de las canales, a las porciones grandes
se les recorta el exceso de grasa y tejidos (trimming) que,
comunmente, se utiliza en la elaboracién de carne molida
cruda y una amplia variedad de productos listos para
comer. A lo largo de la cadena alimentaria, este proceso
de recorte y posterior molienda distribuye patégenos
en toda la carne. La matriz alimentaria de riesgo en
este perfil es el “trimming” y la carne molida bovina.
Las carnes frescas rojas y la mayoria de los productos
carnicos cuentan con ambientes relativamente acidos
(pH 5.4-5.8, en carne bovina) y con una disponibilidad
de agua entre 0.98 - 0.99, condiciones favorables para la
multiplicacion de todas las especies microbianas (Bekele
y col. 2014; Di Pillo, 2018).

Parametros intrinsecos

Son las propiedades fisicas, quimicas y estructurales
inherentes al alimento. Los mdas importantes son la
actividad del agua, acidez, potencial redox, nutrientes
disponibles y sustancias antimicrobianas naturales. Los
microorganismos necesitan de “agua disponible” para
crecer, conocida con el término “actividad de agua” (aw)
y varia de 0 a 1.0. Esta es el agua que no esté ligada a
otras moléculas del alimento. La menor aw en la cual
una bacteria patégena crece es 0.85. Los mejores valores
de actividad de agua para el crecimiento bacteriano
estan entre 0.97 y 0.99, de modo que los alimentos con
aw dentro de este rango seran potencialmente mas
peligrosos y los diferentes tipos de carne pueden alcanzar
valores superiores a 0.95. La adicion de sal, aztcar u

otras substancias causan reduccion de la aw. Este valor
también puede ser disminuido por la evaporacion del
agua (deshidrataciéon) o por la congelaciéon (Condori,
2014).

La acidez de los alimentos es medida por una escala
que varia de 0 (muy 4acido) a 14.0 (muy alcalino o
basico) siendo el 7.0 el pH neutro. La mayoria de los
microorganismos crecen mejor préximos a la neutralidad
y por ello la totalidad de los alimentos considerados
potencialmente peligrosos tienen un pH entre 4.6 y
7.0. Apoyandose en este concepto los alimentos fueron
divididos en dos categorias: poco acidos (pH 4.6-7.0)
y acidos (pH < 4.6). Los microorganismos aerobios
necesitan valores de pH positivo para su crecimiento. En
este grupo se incluyen casi todos los mohos, levaduras
oxidativas y muchas bacterias, principalmente aquellas
que deterioran los alimentos (Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter, Flavobacterium, etc.) y algunas bacterias
aerobias patogenas (como la del Bacillus cereus). De
la misma manera, los microorganismos anaerobios
necesitan valores de pH mas pequefnos. En este grupo
se encuentran algunas bacterias patoégenas (Clostridium
botulinum) y de deterioro. Algunas bacterias aerobias
crecen mejor en condiciones un poco reducidas y se
denominan microaerofilas, como los Lactobacilos y
Streptococcus (Condori, 2014).

Parametros extrinsecos

Son factores del entorno en el que se almacena un
alimento. La temperatura es el factor ambiental que mas
afecta el crecimiento de los microorganismos. A pesar
de que ellos crecen bien en un intervalo de -8° a +90°C
(17.6 a 194°F), la temperatura 6ptima para casi todos
los microorganismos patégenos es de 35°C (95°F). La
temperatura afecta el curso de la fase latente, velocidad
de crecimiento, exigencias nutricionales, composicién
quimica y enzimatica de las células. Los efectos
letales de la congelacién y refrigeraciéon dependen del
microorganismo en cuestion y de las condiciones de
tiempo y temperatura de almacenamiento. Alterando los
gases de la atmdsfera es posible retrasar la multiplicacién
microbiana en los alimentos sin disminuir la humedad
relativa. El almacenamiento de los alimentos en
atmosferas gaseosas (como las de CO2) en cantidades
previamente establecidas se denomina “atmdsferas
controladas”. La concentracién de CO2 no debe exceder
del 10%. Se han usado atmésferas de gas carbénico para
aumentar el tiempo de almacenamiento de carnes. Las
bacterias Gram-negativas son més sensibles al CO2 que
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las Gram-positivas. Las atmosferas con CO2 y O2 juntos
han sido mas eficaces que aquellas con gas carbénico
solo (Condori, 2014).

Bacterias relacionadas con la contaminacion de la carne

Identificar al organismo que ha producido una infeccién
o intoxicacion alimentaria o generado el deterioro del
alimento, es una tarea laboriosa y compleja (Mossel y
col., 2003). Segtn Dsani y col., 2020, en un estudio se
demostré que, E. coli, fue detectada en un 48% (98/205)
del total de todas las muestras. La proporcion de carne
contaminada con E. coli, en un matadero municipal fue
del 79% (50/63), la porcion contaminada en sacrificio
informal fue del 53% (42/79/ y del 9.5% (6/63) en un
rastro particular. En la Tabla 2, se presentan las bacterias
que se encuentran habitualmente en los alimentos.
Se estudian por métodos que combinan técnicas de
resurrecciéon o pre- enriquecimiento, aislamiento en
medios de cultivos comunes o selectivos, e identificacion
a través de pruebas bioquimicas. Estos andlisis permiten,
determinar el género bacteriano involucrado y algunas
especies. Sin embargo, ciertos organismos muy préoximos
filogenéticamente precisan de técnicas complejas de
biologia molecular, para poder distinguir uno y otro
(Jay y col., 2005). En la Tabla 3, se muestran los valores
minimos de algunas variables para el desarrollo de
algunas bacterias.

En general, las bacterias de interés alimentario se
pueden cultivar con facilidad y su morfologia y/o
movilidad se determina por la simple observacién de
una preparacion en fresco, con el microscopio 6ptico a
1,000 aumentos. Las diferentes técnicas de tincién (Gram,
endosporos, flagelos) brindan mayor informacién
sobre el microorganismo en estudio. Los parametros
fisiologicos usados comtnmente en la identificaciéon
del agente bacteriano son la tolerancia al oxigeno y la
temperatura, la formacién de pigmentos, la produccién
de catalasa y oxidasa, la accién sobre la glucosa por via
oxidativa o fermentativa y otra actividad enzimatica.
(Mossel y col., 2003).

Bacterias gram-negativas

Los bacilos Gram-negativos, catalasa-positivos, son los
agentes mas importantes en el deterioro de los alimentos
y al mismo tiempo los patégenos mas relevante de origen
entérico transmitidos por alimentos (Jay y col., 2005).

Bacilos oxidasa-negativos fermentadores. Dentro de las

enterobacterias se destaca el género Salmonella. La Gnica
especie llamada Salmonella entérica tiene seis subespecies
y diversos serotipos, por ejemplo S. enterica serovar
Typhimurium; S. entérica serovar Enteritidis; S. enterica
serovar Gallinarum biovar pullorum, que se resumen
como S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Gallinarum y

S. Pullorum (Downes e Ito, 2001).

Tabla 2. Bacterias frecuentemente halladas en los alimentos. (Jay y col., 2005)

Alimentos

Microorganismos

Carnes rojas y
aves

Aci b -, Aert Alcalig Campylobacter, Corynebacterium,
Enterobacteriaceae, Flavobacterium, Kocuria, Listeria, Micrococcus, Moraxella,
Pseudomonas, Psychrobacter, Shewanella, Vagococcus.

Carnes

Acinetobacter, Bacillus, Brochothrix, Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus,
7

hortalizas

procesadas Pseud, Proteus, Staphyl us, Wei

Huevos y Acinetob ., Aer Alcalig E bacter, Escherichia, Flavobacterium,

subproductos Micrococcus, Pseud Proteus, Sal lla, Serratia, Staphylococcu
Pescados y A Moraxella, Pseud Proteus, Psychrobacter, Shewanella, Vibrio.
mariscos
Leche Alcaligenes, Bacillus, Clostridium, Flavobacterium, Lactobacillus, Micrococcus,
Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus.
Frutas y Bacillus, Corynebacterium, Clostridium, Paenibacillus, Pantoea, Pectobacterium,

Pseudomonas, Streptomyces.

Zumos de frutas y

Acetobacter, Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcu.

hortalizas

Cereales y harinas | Bacillus

Tabla 3. Valores minimos de pH, temperatura y actividad de agua para el crecimiento de
algunas bacterias. (Doyle, 1997)

Bacterias pH minimo ayminima T, °C minimo
Aeromonas 6,0 0,97 -0,5
Bacillus 44-49 0,91 - 0,95 7
Clostridium 4,6-5,0 0,94 -0,97 3,3-10
Escherichia 4,4 0,95 7-8
Lactobacilus 30-34 0,93 2-6
Listeria 44 0,92 -0,4
Psdeudomonas 5,0 0,97 0-4
Plesiomonas 4,0 0,96 8
Salmonella 3.8 0,94 5,2
Shigella 49-5,0 0,96 61-79
Staphylococcus 4,0 0,86 7
Vibrio 4,8-5,0 0,94 - 0,96 5-10
Yersinia 4,2 0,96 -1,3

Algunos serotipos de Escherichia coli son patégenos,
por ejemplo E. coli O157:H7. Yersinia enterocolitica
provoca una fiebre entérica y las especies de Shigella
son responsables de la disenteria bacilar. Bacilos oxidasa-
negativos no fermentadores. Los bacilos aerébicos, no
aciduricos pues no crecen por debajo de pH 4,5, por
ejemplo, Acinetobacter, forman parte de las bacterias
que causan la alteracién de los alimentos proteicos
frescos, almacenados en frio, como carne, pescado y
ovoderivados. Los bacilos acidtricos oxidantes de los
géneros Acetobacter y Gluconobacter, tienen un rol muy
importante en la alteracion de bebidas alcohélicas y de
frutas pues oxidan el etanol (Mossel y col., 2003).
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Bacilos oxidasa-positivos no fermentadores. En este grupo se
encuentran Alcaligenes (moévil), también Psychrobacter y
Flavobacterium (inmoviles) que participan en el deterioro
de carnes bajo refrigeracion y algunos vegetales. Este
altimo género se caracteriza por la produccién de
pigmentos amarillos a rojos. Shewanella putrefaciens
crece anaerdbicamente en presencia de Fe++ y causa el
enverdecimiento de las carnes envasadas al vacio (Jay
y col., 2005).

Pseudomonas presenta flagelos polares. Varias especies
de este género son psicrotolerantes y, por lo tanto,
tienen un efecto importante en el deterioro de alimentos
conservados a temperaturas de refrigeracion como
huevos frescos, carne, pescado y leche. Sin embargo,
Pseudomonas aeruginosa es un organismo mesofilo
patégeno que a veces se puede encontrar en los alimentos,
el suelo y el agua. Algunas especies de Pseudomonas y
Burkholderia deterioran vegetales (Doyle y col., 1997).

Bacilos oxidasa-positivos fermentadores. En este grupo se
incluyen los géneros Vibrio, Aeromonas, Photobacterium
y Plesiomonas. Las especies de Aeromonas suelen ser
psicrotolerantes y heterofermentadoras, estdn asociadas
con la alteracion de alimentos proteicos frescos cuando
el desarrollo de los organismos aerobios obligados esta
limitado, por ejemplo, en los productos envasados al
vacio (Jay y col., 2005).

Bacterias gram-positivas

Bacilos catalasa-negativos, no esporulados, inmdviles.
Las especies de Lactobacillus pueden ser anaerobias
facultativos o microaeréfilas. Se las divide en
homofermentativas si degradan glucosa produciendo
s6lo acido lactico, y hetero-fermentativas si forman una
mezcla de 4cido lactico, CO2, etanol y/o acetato. El
acido lactico disminuye el pH del medio e inhibe el
desarrollo de otras bacterias, favoreciendo adaptabilidad
a diferentes habitats. Son frecuentes en la leche fresca,
ovoproductos, canales de mamiferos y de aves antes
de su almacenamiento. Carnobacterium se encuentra en
pescados, canales de aves y carnes rojas envasadas al
vacio (Jay y col., 2005).

Bacilos catalasa-negativos, esporulados. El género anaerdbico
Clostridium altera alimentos sometidos a calentamiento.
Los clostridios productores de acido butirico crecen a
bajas temperaturas y ocasionan deterioro en quesos.

Clostridium botulinum sintetiza una toxina letal en
alimentos con pH > 4.5 y es esta toxina la causa directa

de la enfermedad conocida como botulismo. Otra especie
patogena es Clostridium perfringens que produce enteritis
cuando se encuentra en un nimero elevado en el
alimento. Bacilos catalasa-positivos, esporulados. El género
Bacillus es un agente de alteracion de alimentos que
han sido sometidos a calentamiento. Bacillus coagulans
y Geobacillus stearothermophilus alteran los productos
enlatados acidificando el contenido (ICMSEF. 1998).

Bacillus cereus causa enteritis o gastroenteritis cuando se
encuentran en un nimero elevado en el alimento. Bacilos
catalasa-positivos, no esporulados. Brochothrix thermosphacta
se encuentra con frecuencia en la superficie de la carne
fresca. Corynebacterium diphteriae y Listeria monocytogenes
pueden ser transmitidos por los alimentos. Este tiltimo es
uno de los pocos patégenos psicrotroficos. Cocos catalasa-
negativos. En este grupo se encuentran Enterococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus 'y Aerococcus. Los
Enterococcus son de interés en higiene de alimentos como
organismos marcadores. Son relativamente termodricos
y pueden sobrevivir en la leche pasteurizada (Mossel y
col., 2003).

Cocos catalasa-positivos Dentro de este grupo se
encuentran los géneros Staphylococcus y Micrococcus. Una
diferencia entre estos dos géneros es que los estafilococos
no crecen a temperaturas inferiores a 7°C y por lo tanto
no causarian problemas en alimentos adecuadamente
refrigerados. Numerosas cepas de Staphylococcus aureus
producen una potente enterotoxina (Mossel y col., 2003).

Bacterias tolerantes

Algunos microorganismos han desarrollado una fuerte
resistencia a factores abiéticos, son capaces no solo
de sobrevivir sino de multiplicarse en condiciones de
presion osmoética elevada, temperatura alta o baja, o
valores de pH y presion de oxigeno extremos. Varias
bacterias patégenas halladas en los alimentos, como
Salmonella, Shigella, E. coli enterovirulento, Campylobacter,
Bacillus cereus, Clostridium perfringens y Staphylococcus
aureus, son termotréficas porque tienen temperaturas
criticas (minima-6ptima-méaxima) varios grados mas
elevados si se las compara con los otros organismos
mesoéfilos (Downes e Ito, 2001; Mossel y col., 2003).
La Tabla 4, presenta las pruebas corrientes para la
identificacion de las bacterias.
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METODOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

El analisis de los alimentos para determinar la existencia,
tipo y nimero de microorganismos es basico para la
microbiologia. Sin embargo, ninguno de los métodos
utilizados habitualmente permite determinar el ntimero
exacto. Son cuatro los métodos bésicos utilizados para
investigar el namero “total” de microorganismos:
Recuento en placa (SPC) para la determinaciéon del
namero de células viables. Método del niimero mas
probable (NMP) de gérmenes como célculo estadistico
del ntmero de células viables. Técnicas de reduccion
de colorantes para el calculo del nimero de células
viables con capacidad reductora. Recuento microscépico
directo (DMC) tanto para células viables como para las
no viables.

Tabla 4. Pruebas corrientes para la identificacién de las bacterias (Madigan y col., 2004).

PRUEBA PRINCIPIO USO MAS COMUN
Catalasa Descompone el H;O» Bacillus (+); Clostridium, Streptococcus,
Micrococcus y Staphylococcus (=)
Citrato (tinica fuente de C) Alcalinizacién del Kilebsiella, Enterobacter y Salmonella (+);
medio Escherichia y Edwardsiella (=)
Coagulasa Coagulacion del plasma | Staphylococcus aureus (+),S. epidermidis
sanguineo -)
Descarboxilasas de lisina, Liberacién de CO, y Diferenciacion de bacterias entéricas
ornitina o arginina amina

Desaminacién de fenil-
alanina

Producci6n de acido
fenil-piravico

Identificacion de Proteus y Providencia

Fermentacion de aztcares y

polialcoholes

Produccién de acido
y/o gas

Diferenciacion de bacterias entéricas

P - galactosidasa

Hidrolisis de o
nitrofenil- B-galactosido
dando nitrofenol
amarillo

Citrobacter y Arizona (+); Salmonella (=)

Hidrolisis de almidén

La solucién I2 - I- da

azul con almidén

Identificacién de
Pseudomonas,

Serratia,
Flavobacterium,

Clostridium

Licuaci6n del gel de Identificacién de Serratia,

o . gelatina al 12% Pseudomonas, Flavobacterium,
Hidrolisis de gelatina Clostridium

Indol

Conversion del

triptofano en indol

Klebsiella, Enterobacter y Salmonella (-);
Escherichia y Edwarsiella (+)

Oxidacién-fermentacién

Produccion de acido

Aerobiosis: Micrococcus, Pseudomonas
Anaerobiosis:  bacterias  entéricas,
Staphylococcus

Oxidasa

Citrocromo c oxida
aceptor artificial de
electrones

Moraxella, Aeromonas y Pseudomonas
(+); Acinetobacter y bacterias entéricas

)

Produccién de H2S (negro
con Fe+++)

Reduccién de tiosulfato
o descomposicién de
aminoacidos azufrados

Identificaciéon de Salmonella, Arizona,
Edwarsiella, Proteus

Reduccién de nitrato

Aceptor de electrones
alternativo reducido a
NO2- o0 N2

Bacterias entéricas (comtinmente +)

Rojo de metilo

PH < 4,3 por
fermentacion acida
mixta

Escherichia  (+,
Enterobacter (-)

rojo) Kiebsiella 'y

Ureasa

Descomposicion de urea
en 2 NH3 + CO2

Klebsiella y Proteus (+); Escherichia y
Providencia (-)

Voges-Proskauer

Formacion de acetoina
por fermentaci6n de
glucosa

Enterobacter y Klebsiella (+); Escherichia
(-) Identificacién de Bacillus

El recuento en placa es el método mas utilizado para la
determinacion del nimero de células viables o unidades
formadoras de colonias (u.f.c.) en un alimento. Cada
vez es mas frecuente recurrir a la determinacién de
microorganismos indicadores para determinar la
inocuidad de un alimento (Cano, 2006).

Métodos normalizados para cuantificacion de
enterobacterias

El recuento total de enterobacterias se utiliza como
indicador de contaminacion fecal, y como uno de los
indicadores de Buenas Précticas de Fabricaciéon. Se
utiliza como indicador de la calidad microbiolégica de
alimentos procesados, y recuentos elevados sefialan una
elaboracién inadecuada o una contaminacién posterior, o
ambas cosas a la vez; siempre implica un riesgo higiénico-
sanitario. ISO 7402. Directiva general para el recuento, sin
revivificacion, de las Enterobacteriaceae. Técnica del NMP
y método por recuento de colonias. Esta directiva expone
dos métodos para el recuento de enterobacterias. El
primero de ellos se recomienda utilizar en muestras que
se sospecha que presentan contaminacion baja (1 - 100
por mililitro o gramo de muestra). NF V 08-054. Método
de rutina para la enumeracién de Enterobacteriaceae
mediante el recuento de colonias. Este método se basa
en la siembra en profundidad con el medio agar biliado
cristal violeta glucosa, en una placa de Petri, con una
cantidad determinada de la muestra a examinar, si el
producto es liquido o una cantidad determinada de la
suspensiéon madre en el caso de los otros productos.
Incubacién de las placas a 30° C durante 24 horas +/-
2 horas. Calculo del nimero de Enterobacteriaceae por
mililitro o por gramo de muestra, a partir del namero
de colonias caracteristicas confirmadas obtenidas en las
placas de Petri (Cano, 2006).

Métodos normalizados para cuantificacion de coliformes
totales

En conjunto los coliformes estan representados
por cuatro géneros de la familia Enterobacteriaceae:
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, y Klebsiella. Todos son
fermentadores de la lactosa en 48 horas. Se encuentran
en el intestino del hombre y de los animales, en el suelo,
las plantas, etc. No son muy buenos como indicadores,
pero se utilizan como indicadores de contaminacién
fecal y son buenos indicadores de un proceso o de un
estado sanitario poco satisfactorio.
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A pesar de todo lo anterior, tienen un valor acreditado
como indicadores de inocuidad, por ejemplo, en el
sistema APPCC. Crecen en presencia de sales biliares, que
inhiben el crecimiento de las bacterias Gram negativas.
Capaces de fermentar la lactosa con produccion de gas,
caracteristica suficiente para hacer determinaciones
presuntivas. Su facilidad de cultivo y de diferenciaciéon
los hace casi ideales como indicadores. SO 4831.

La Norma Oficial Mexicana NOM-112-S55A1-1994
establece el método microbiolégico para estimar
el namero de coliformes presentes en productos
alimenticios, por medio del célculo del nimero més
probable (NMP) después de la incubacion a 35 °C de la
muestra diluida en un medio liquido. Este procedimiento
suele aplicarse muestras destinadas a evaluar la eficiencia
de practicas sanitarias en la industria alimentaria.

Las muestras deben prepararse y diluirse, siempre que
sea posible, de acuerdo a la NOM-110-55A1-1994.

La Norma Oficial Mexicana NOM-113-SSA1-1994
establece el método microbiol6gico para determinar el
ntmero de microorganismos coliformes totales presentes
en productos alimenticios por medio de la técnica
de cuenta en placa. El método permite determinar el
nimero de microorganismos coliformes presentes en
una muestra, utilizando un medio selectivo (agar rojo
violeta bilis) en el que se desarrollan bacterias a 35°C
en aproximadamente 24 h, dando como resultado la
produccion de gas y dcidos organicos, los cuales viran el
indicador de pH y precipitan las sales biliares. Método
para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa. Placas
con colonias no caracteristicas. Si en las placas no hay
colonias caracteristicas, reportar el resultado como:
menos de un coliforme por 1/d por gramo, en donde d
es el factor de dilucién. Informar: UFC/g o mL en placa
de agar rojo violeta bilis, incubados a 35°C durante 24
+2h

Métodos rapidos

Se define como “método rdpido” a cualquier método
destinado a la deteccion, el recuento, la caracterizacion
y la subtipificacion de microorganismos (patégenos y
del deterioro) mediante el cual se obtienen resultados
de manera sencilla, fiable y en menor tiempo que con los
métodos convencionales. En las tiltimas cuatro décadas
hubo numerosos avances en el desarrollo de métodos
rapidos y desde hace 15 afios este campo cobré gran
importancia eninvestigacion y enla industria alimentaria.

Los métodos rapidos se basan en técnicas fisico-quimicas
(peliculas de medios de cultivos deshidratados generales
o selectivos, sistemas para determinar el nimero mas
probable, medios cromogénicos y fluorogénicos),
bioquimicas (galerias miniaturizadas y automatizadas),
inmunolégicas (precipitacién, aglutinacion,
inmunofluorescencia, citometria, radioinmunoensayo,
enzimoinmunoensayo, inmunocromatografia,
nefelometria, inmunomicroscopia) y moleculares
(hibridacién, PCR de punto final, PCR en tiempo real,
ribotipificacién, microarrays, biochips (Leotta, 2009).
Para hacer frente a las presiones regulatorias, la industria
alimentaria debe utilizar métodos oficiales de referencia,
como agencias regulatorias internacionales (USDA/
FSIS, 2008), los recomendados por la ISO (International
Standards Organization) y AOAC (International
Association of Official Analytical Chemists), entre otras
(Feldsine y col., 2002).

BUENAS PRACTICAS EN LA INDUSTRIA DE LA
CARNE

La higiene de la carne es una ciencia demandante y tiene
que tratar con diferentes clases de riesgos. Los quimicos
peligrosos a nivel de la produccién primaria incluyen:
residuos de medicamentos veterinarios y de pesticidas,
contaminantes ambientales e industriales, y promotores
de crecimiento prohibidos. Por muchos afios, la inspeccién
de la carne se enfoc6 hacia formas de contaminacion
microbioldgica que causa lesiones macroscopicas. Esto
incluye, por ejemplo, tuberculosis, antrax, salmonelosis
en cerdos y parasitos como Cysticercos. El tipo y
prevalencia de estos patégenos cambia radicalmente
con las practicas de produccién, procesamiento y
manejo de los alimentos en los diferentes paises.
Nuevas zoonosis como Escherichia coli O157:H7 y los
agentes infecciosos de las encefalopatias espongiformes
transmisibles/bovina (BSE/TSE, sus siglas en inglés)
contindan emergiendo. Revisiones recientes identifican
que los portadores sanos de patégenos peligrosos son
los causantes principales de la mayoria de los riesgos
de origen carnico a la salud humana, por ejemplo,
Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni, E. coli,
Clostridium perfringens, Yersinia enterocolitica y Listeria
monocytogenes. Conocimientos recientes revelan que
la dosis infecciosa media para los diferentes patégenos
de origen carnico puede variar desde algunas células,
por ejemplo, E. coli O157:H7, hasta muchos millones
de células, por ejemplo, varias especies de Salmonella
spp. Para las diferentes serovariantes de Salmonella,
el Comité Cientifico de la Comisiéon Europea sobre
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Medidas Veterinarias relacionadas a la Salud Puablica
estima que la dosis para enfermedades infecciosas varia
desde 10" a 10" unidades formadoras de colonias (u.f.c.).
Esto tiene implicaciones obvias para la implementaciéon
de medidas de inocuidad alimentaria por la industria
(FAO, 2007).

Programas de higiene en la carne

La mayoria de las actividades de produccién,
procesamiento, almacenamiento, distribucién y
venta requerirdn programas hechos a la medida que
documenten todos los requisitos de higiene. La industria
tiene la responsabilidad primordial de documentar
e implementar tales programas, con supervision y
verificacion por parte de la autoridad regulatoria
gubernamental con tal jurisdicciéon (desde ahora
referida como la “autoridad competente”). Tres bloques
formadores pueden ser usados en el desarrollo practico
de un programa especifico de higiene de la carne: Buenas
précticas de higiene (GHP del inglés Good hygienic
practice); El Sistema de Andlisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control (HACCP); Evaluacion de riesgo
(FAO. 2007).

Buenas Practicas de Higiene (GHP)

Las GHP usualmente consisten en una descripcién
cualitativa de todas las practicas sobre las condiciones
y medidas necesarias para asegurar la inocuidad y la
idoneidad de los alimentos. Muchas costumbres se basan
en experiencia empirica y en la practica, y cubren tanto el
proceso como el ambiente de produccién de los alimentos.
Deberia decirse que las GHP son el tinico componente
del programa de higiene de la carne que trata los asuntos
de inocuidad no ligados al alimento. Los requerimientos
regulatorios de las GHP son generalmente normativos
y describen los requerimientos de proceso mas que los
resultados. Se pueden incluir algunas especificaciones
cuantitativas, por ejemplo, niveles de cloro en agua
potable, conteo de placas aerébicas para superficies de
trabajo, y rangos de defectos de contaminacién visible en
canales frias. En la mayoria de los casos, la efectividad de
los componentes de GHP de un programa de higiene de
la carne no podran ser validados en términos de lograr un
nivel particular en la proteccién al consumidor, es decir,
no son basados en el riesgo. El Cédigo internacional
de practicas recomendado: principios generales de
higiene de los alimentos del Codex (FAO/OMS, 1999)
proporciona una plataforma de GHP para desarrollar
programas individuales de higiene.

Evaluacion del riesgo

Un programa de higiene basado en el riesgo requiere
entender el nivel de proteccién al consumidor que se
puede lograr con ciertas medidas. Esto comprende
el conocimiento del nivel de control de peligros que
se alcanza en una etapa particular en la cadena de
produccién del alimento relativo al nivel esperado de
proteccién. Para alimentos en comercio internacional,
esto se llama “nivel apropiado de protecciéon” (sus siglas
en inglés ALOP). Establecer este enlace es tarea de las
instituciones de gobierno y cientificas mas que de la
industria. Si un segmento de la cadena de produccién
de los alimentos ha recibido una evaluacién de riesgo, la
implementacion de un programa de higiene de la carne
basado en el riesgo puede implicar el establecimiento
de limites regulatorios para el control de peligros. En
otros casos, el modelo de evaluacién de riesgo puede
ser usado para determinar las medidas de higiene con
el impacto mas significativo en reducir tal riesgo, y
pueden especificarse en reglas independiente de los
limites regulatorios, por ejemplo, obligacion de lavar
los animales antes del sacrificio (FAO, 2007).

Higiene Personal

La finalidad de cualquier organismo es sobrevivir y
proliferar, asegurando la supervivencia de la especie.
Esto se aplica tanto en microorganismos que causan
las enfermedades como en animales y seres humanos.
Cuando un organismo patégeno entra al cuerpo y
produce enfermedad, se multiplica haciendo copias de él
mismo para diseminarse en las excreciones del huésped
enfermo. Estos organismos son bastante resistentes, y
pueden sobrevivir los procedimientos normales de
lavado para plantear un riesgo en los alimentos. Algunos
organismos también permanecen en el cuerpo, aunque la
persona haya sanado, por lo que estardn presentes en las
heces. Es recomendable que se investiguen las muestras
fecales sobre las causas de la gastroenteritis antes de
que la persona regrese a manejar alimentos, o deberia
haber un periodo de tal vez tres semanas después de
la recuperacién durante el cual la persona no deberia
manejar alimentos. La vestimenta personal puede
portar microorganismos que hayan sido recogidos de
una amplia variedad de fuentes al entorno donde se
procesan los alimentos. Para proteger los alimentos de la
vestimenta personal, se deberian usar monos (overalls)
protectores. Se deberian usar botas impermeables
limpias, y se deberian limpiar antes de comenzar o
retomar el trabajo después de un reposo, y al final de
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la sesién de trabajo. El uso de joyeria, relojes y otros
objetos desprendibles deben ser evitados. La suciedad
y organismos tales como S. aureus se pueden acumular
en o alrededor de tales objetos, y también poner en
riesgo de contaminacién con objetos extrafios si caen
dentro de los alimentos. De manera similar, cosméticos,
pestafias y ufias postizas y perfumes fuertes, no deberian
permitirse por el riesgo de contaminacién y de saborizar
los alimentos. Todas las partes del cuerpo portan
numerosos microorganismos, incluyendo el S. aureus.
La atencion especial a la higiene personal minimizara
el riesgo de contaminacién. Se deberia tener cuidado de
no tocar los oidos, nariz, boca, ojos y cabello mientras se
trabaja con elementos. Estas partes del cuerpo pueden
portar un nimero mayor de organismos que pueden
ser transmitidos a los alimentos. También el masticar,
comer, escupir y fumar deberia ser desalentado, ya que
estas actividades involucran tocarse la boca, y la saliva
puede diseminarse en el ambiente (FAO, 2007).

Sistema de control para operaciones del proceso: el
Sistema de Analisis de Peligros y de Puntos Criticos de
Control (HACCP)

Los principios generales de higiene conocidos como
Buenas Précticas de Higiene (GHP) o Buenas Précticas de
Manufactura (GMP) son la base sobre la que se construye
el sistema HACCP, que es un sistema de control de
alimentos maés sofisticado que las GHP, que “identifica,
evaltia y controla los peligros para la seguridad de los
alimentos” (FAO/OMS, 1999).. Por lo que las GHP son
un requisito y no existe implementacion efectiva de
plan HACCP sin GHP existentes y efectivas. Aunque
algunos riesgos de nivel bajo para la salud publica se
pueden controlar a través de los principios de las GHP,
las GHP solas son insuficientes para manejar riesgos de
mas alto nivel que requieren medidas adicionales, mas
especificamente dirigidas y provistas por un HACCP
(FAO, 2007).

Los limites criticos (CLs) en un CCP pueden ser
designados como “limites regulatorios” por la autoridad
competente. Un peligro es un agente biolégico, quimico
o fisico que esté presente en, o la condicién de, alimentos
que pueden causar efectos dafinos a la salud humana.
Los peligros biol6gicos son las preocupaciones més
grandes de los mataderos, e incluyen microorganismos
patégenos (bacterias, hongos, virus), toxinas microbianas
y/o metabolitos téxicos, parasitos y priones. Los
peligros quimicos incluyen los residuos (pesticidas,
bifeniles policlorinados [PCBs], metales pesados,

micotocinas) medicamentos veterinarios, promotores
de crecimiento, quimicos de limpieza y desinfeccion,
solventes/lubricantes y cebos. Los limites criticos
pueden diferir en su naturaleza y de la forma de ser
medidos. El monitoreo deberia incluir los parametros
establecidos como los métodos utilizados (por ejemplo,
los planes de muestreo y las revisiones de registros
de temperaturas son significativos), la frecuencia,
la asignaciéon de responsabilidades relacionadas y el
registro. Aunque regular, el monitoreo no es siempre
una actividad continua. Idealmente, el monitoreo de
los CCP deberia proveer un aviso temprano del peligro
de perder el control, antes de que los limites criticos
sean excedidos. Para ser efectivo, el plan de HACCP
necesita seguirse en términos tanto de operaciones como
de operadores, resultando en un control efectivo de los
peligros identificados. La documentacién deberia de
proveer informacién general, detalles del mismo plan
HACCP y registros de acciones. Toda la documentacién
debe ser actualizada, completa e informativa, pero ser
tan simple como sea posible y accesible (FAO, 2007).

ENFERMEDADES
ALIMENTOS (ETA)

TRANSMITIDAS POR

Se consider6 como ETA aquella enfermedad que afect6
a dos 0 mas personas que ingirieron algtin alimento o
bebida supuestamente contaminada. Las ETA de origen
microbiano y parasitario, son las causadas por el consumo
de agua o comida contaminada por microorganismos
patégenos, parésitos o sus toxinas. Aunque se pueden
contraer una serie de enfermedades infecciosas diferentes
a partir de los alimentos bajo ciertas circunstancias, hay
aquellas que se contraen exclusiva o predominantemente
del consumo de productos alimenticios. Dos ejemplos
de los primeros son la colitis hemorragica y la listeriosis
y de los segundos son el botulismo y la intoxicacién
alimentaria estafilocdcica. El dntrax y la brucelosis son dos
enfermedades que en décadas pasadas se han contraido
al comer animales enfermos, pero, con la prevalencia de
estas enfermedades tan baja, rara vez se contraen a través
de la ruta transmitida por los alimentos. Los patégenos
reconocidos transmitidos por los alimentos incluyen
parésitos, protozoos, hongos, bacterias, virus y priones.
A continuacién, se presenta una visién general de estos
organismos en relacién con sus hébitats generales, su
entrada en los alimentos y los mecanismos generales de
patogénesis, y como difieren de las especies / cepas no
patdgenas estrechamente relacionadas (Jay y col., 2005).
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La Norma Oficial-194-SSA1-2004 es el anico instrumento
para verificar la inocuidad de la carne bovina en México,
y se limita a inspeccionar E. coli como microorganismo
indicador de contaminacién fecal, con un limite
permisible de 1000 UFC/g de carne refrigerada y 5000
UFC/g de carne molida, ademas especifica la ausencia
de Salmonella en 25 g de carne (Jiménez, E. M. y col,,
2012).

ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES

Son una de las primeras causas de consulta médica
y también una de las primeras causas de muerte en
Meéxico y en el mundo. Por ello, se las considera un
problema de salud ptiblica en el nivel mundial, que
afecta a personas de cualquier edad y condicion
social, aunque los grupos mas vulnerables son los
nifios y los ancianos (Herndndez y col., 2011).

Los cuadros gastrointestinales pueden presentarse
en cualquier época del afio, pero el riesgo de sufrir
estas enfermedades se incrementa en la temporada
de calor. Las manifestaciones clinicas mas
destacadas de la gastroenteritis son: fiebre, vomito,
dolor abdominal, y diarrea moderada o intensa.
Existen diferentes tipos de diarreas que se pueden
clasificar desde el punto de vista fisiopatolégico
y su clasificaciéon en funcién del tiempo es: diarrea
aguda (corta duracién), y diarrea crénica (evolucion
prolongada). La clasificacion de acuerdo con
su manera de presentaciéon aquella de etiologia
bacteriana o viral y, segtn el agente causal, puede
ser diarrea liquida (acuosa o secretora), producida
por bacterias secretoras de enterotoxinas, como
Vibrio cholerae y Escherichia coli enterotoxigénica
(EIEC) (Vila y col., 2009), diarrea con sangre
(invasiva o disenteria), causan disenteria (E. coli
diarreagénicas, Shigella, Salmonella, Campylobacter,
Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Clostridium
difficile, Rotavirus, Giardia lamblia, Entamoeba
histolytica), pueden provocar cambios inflamatorios
y destructivos en la mucosa del colon, por invasion
directa 0 mediante la produccién de citotoxinas.
(Ramos y col.,1987; Giono-Cerezo, 2003; Jure y col.,
2005; Hernéndez y col., 2011) y diarrea del viajero,
entre personas que viajan desde paises desarrollados
a otros en vias de desarrollo y pueden sufrir una
gastroenteritis, pudiendo ser causada por E. coli
diarreogénicas, presentdindose en mas de 50% de
los casos. Principalmente E. coli enterotoxigénicas
y las enteroagregativas. También se ha reportado

la presencia de cepas de Bacteroides fragilis
enterotoxigénicas (ETBF, por sus siglas en inglés),
Arcobacter butzleri y Campylobacter spp. (9%), Shigella
spp (4%), Aeromonas spp y Plesiomonas spp (2%),
Vibrio (1%), pero no se hall6 Yersinia enterocolitica
(Vila y col., 2009; Zhi-Dong, y col., 2010).

A pesar de que su mayor incidencia se presenta en
personas de 20 a 40 afios, los nifios y los ancianos son
los que suelen sufrir sus efectos fulminantes, debido
a la excesiva pérdida de electrolitos que aflige al
cuerpo durante la enfermedad y que puede causar
una deshidratacion. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que cada afio tienen lugar 1,500
millones episodios en paises en vias de desarrollo,
resultando de éstos en 1,5 millones de muertes. En
Meéxico, un estudio gubernamental realizado en
2003, report6 4,556 decesos causados por infecciones
intestinales. En 2001, la Secretaria de Salud (SSA)
inform¢6 que las enfermedades gastrointestinales,
ocasionadas por bacterias o pardsitos, ocupaban la
decimocuarta causa de fallecimientos en el nivel
nacional. (Hernandez y col., 2011).

CONCLUSIONES

El impacto en la salud de la poblacién que generan
las enfermedades transmitidas por alimentos es atn
preocupante y significativo en la actualidad. En especial,
se debe de caracterizar la contaminacién por E.coli en la
carne bovina, ya que sigue siendo el principal alimento
implicado y sirve de base para estimar la prevalencia de
E.coli por el consumo de este producto. Los factores clave
que intervienen en la contaminacién de los alimentos son
principalmente los procesos de produccion, transporte,
almacenamiento, manejo, manipulacién, entre otros
parametros tanto intrinsecos como extrinsecos, ya
que segun Zhao y col., es comun identificar E.coli en
niveles bajos en las dreas de procesamiento de productos
carnicos y durante su distribucion, debido a que esta
bacteria es parte de la microflora entérica del ganado
bovino. Por su parte Chapman y col., 2000; registraron
una alta incidencia de E.coli O157H:7 durante primavera
y verano ya que la temperatura del ambiente propicia
las condiciones que favorecen el desarrollo microbiano.

Por lo anterior, aun estando dentro de los limites
permisible por la norma, representa un problema
de salud publica, por lo que es importante tomar
medidas para controlar la prevalencia de E.coli con la
implementacion de BPM, desde el sacrificio hasta la
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distribucion y expendio, para ofrecer un alimento seguro
a los consumidores y asi mantener la inocuidad de los
alimentos y reducir el peligro de padecimientos que
podria significar el consumo de productos cérnicos. Por
otra parte, hay que concientizar a la poblacién para seguir
con algunas précticas que recomienda la Organizaciéon
Mundial de la Salud que puede prevenir la transmisién
de microorganismos patégenos como la E.coli productora
de toxina shiga. Por lo tanto, es imprescindible que se
sigan estudiando y desarrollando investigaciones para
determinar la incidencia y prevalencia que este patégeno
ha adquirido en los altimos afos, asi como continuar con
futuras investigaciones de métodos de conservacion de
los alimentos con nuevas tecnologias y aplicaciones que
aseguren su calidad.
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RESUMEN

Trypanosoma cruzi, el parasito causante de la enfermedad
de Chagas es un protozoario de importancia médica
que también causa impactos sociales. Por més de 50
afios solo se han aprobado dos medicamentos para
el tratamiento de esta enfermedad: Nifurtimox y
Benznidazol. Durante mucho tiempo, se desconocié
el mecanismo de estos compuestos nitroheterociclicos
para ejercer su papel en la eliminacién de los parasitos.
La mayoria de los compuestos nitroheterociclicos son
toxicos, mutagénicos y cancerigenos para los organismos
vivos, pero algunos microorganismos han desarrollado
vias para degradar o transformar estos compuestos. Las
enzimas nitroreductasas son las encargadas de participar
en la reducciéon de una variedad de nitrocompuestos.
En los tripanosomatidos se han estudiado los dos tipos
de nitroreductasas, tipo I y II. Las nitroreductasas tipo I
(NTR1I), son enzimas que no producen especies reactivas
de oxigeno, son dependientes de NADH y se localizan
en la mitocondria. Los tripanosomatidos son de los
pocos eucariontes que cuentan con la NTR Iy aunque la
funcién de esta proteina en T. cruzi no ha sido entendida
cabalmente, se ha propuesto que con base a su ubicacién
mitocondrial pudiera estar relacionada con la obtenciéon
de energia del parasito. La NTR I es la responsable de la
activacion del Nifurtimox y Benznidazol, pero se conoce
que la pérdida de una copia del gen causa una reduccion
en el nivel de su actividad y confiere resistencia cruzada
a los parésitos contra estos dos agentes tripanocidas sin
afectar el crecimiento, ni cambiar el fenotipo de virulencia.
Recientemente, nuestro grupo de trabajo secuencio la
NTR I de la cepa mexicana Querétaro y mediante un
analisis filogenético observé que comparte un alto grado
de identidad con sus homoélogos de otras cepas de T.
cruzi, independientemente de la sensibilidad o no a los
farmacos. En la actualidad se analiza la conveniencia
de desarrollar nuevos farmacos para el tratamiento de
enfermedades causadas por tripanosomatidos, pues al
tener un modo de accién compartido mediado por la
NTR I, implica el riesgo de que los parasitos resistentes

a un compuesto nitroheterociclico puedan ser resistentes
a un segundo.

Palabras clave: Chagas, Trypanosoma cruzi, farmacos y
nitroreductasa I

ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the parasite that causes Chagas
disease, is a medically important protozoan that also
causes social impacts. However, only two drugs have
been approved for more than 50 years to treat this
disease: Nifurtimox and Benznidazole. For a long time,
the mechanism of these nitroheterocyclic compounds to
exert their role in eliminating parasites was unknown.
Most nitroheterocyclic compounds are toxic to living
organisms, but some microorganisms have developed
pathways to degrade or transform these compounds.
Nitroreductase enzymes are responsible for participating
in the reduction of a variety of nitro compounds. The
two types of nitroreductases, type I and II, have been
studied in trypanosomatids. Type I nitroreductases
(NTRI) are enzymes that do not produce reactive oxygen
species, are dependent on NADH, and are located in
the mitochondria. Trypanosomatids are one of the few
eukaryotes that have NTR I. Although the function
of this protein in T. cruzi is not yet understood, it has
been proposed that it could be related to obtaining
energy from the parasite based on its mitochondrial
location. Thus, NTR I is responsible for the activation of
Nifurtimox and Benznidazole. Still, it is known that the
loss of a copy of the gene causes a reduction in the level
of its activity and confers cross-resistance to parasites
against these two trypanocidal agents without affecting
growth nor change the virulence phenotype. Recently,
our working group sequenced the NTR I of the Mexican
strain Queretaro and, through phylogenetic analysis,
observed that it shares a high degree of identity with its
homologs of other strains of T. cruzi, regardless of the
sensitivity or not to the drugs. Currently, the convenience
of developing new drugs is analyzed to treat diseases
caused by trypanosomatids because having a sharing
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mode of action mediated by the enzyme NTR I, implies
the risk of resistant parasites to a nitroheterocyclic
compound may be resistant to a second.

Key words: Chagas, Trypanosoma cruzi, drugs, and
nitroreductase I

INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi, el parasito causante de la enfermedad
de Chagas es un protozoario de importancia médica
que también causa impactos sociales. La enfermedad de
Chagas (una enfermedad desatendida por los sistemas
de salud publicos y privados) es una patologia que se
caracteriza por causar padecimientos de tipo cardiaco
en aproximadamente una tercera parte de las personas
infectadas, afectando su calidad de vida y limitando su
capacidad laboral. Este padecimiento fue considerado
por muchos afios como endémico de Latinoamérica,
aunque las migraciones de personas infectadas lo
han llevado a paises no endémicos de América (como
EUA) y del Mundo. La Organizaciéon Mundial de la
Salud estima que hay mas de 8 millones de personas
infectadas con este parasito y mas de 25 millones de
personas en riesgo de infecciéon. En México la mayor
incidencia de esta enfermedad se da en los estados de
Campeche, Guerrero, Chiapas, Hidalgo, Jalisco, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Tamaulipas, Veracruz
y Yucatan (Direccion General de Epidemiologia, 2019,
Tripanosomiasis).

Nitroreductasas y los nitrocompuestos

A pesar del impacto que este padecimiento tiene en
términos sociales y de salud, por mas de 50 afios solo
se han aprobado dos medicamentos para el tratamiento
de esta enfermedad: Nifurtimox y Benznidazol. Ambos
son compuestos que tienen un grupo nitro (NO,) unido
a su anillo aromético, nitrofurano y nitroimidazol,
respectivamente (Fig. 1). Durante mucho tiempo no se
contd con informacién sobre el mecanismo por el cual
ambos compuestos eran metabolizados para ejercer su
papel en la eliminaciéon de los parésitos. Actualmente
se conoce que para que estos compuestos puedan
tener un efecto tripanocida sobre T. cruzi tienen que
ser metabolizados por la enzima nitroreductasa tipo I
(NTR I) dentro del patégeno (Wilkinson y col., 2008).

La mayoria de los compuestos nitroheterociclicos o
nitroaromaticos son toxicos, mutagénicos y cancerigenos
paralos organismos vivos, pero algunos microorganismos
han desarrollado vias oxidativas o reductoras para

degradar o transformar estos compuestos. Las enzimas
nitroreductasas son las encargadas de participar en la
reduccién de una variedad de nitrocompuestos (Boddu
y col., 2021). Los genes que codifican proteinas similares
a la nitroreductasa estan presentes en la mayoria
de los genomas bacterianos, en arqueas y algunos
organismos eucariontes. En los sistemas de mamiferos
la identificacién y caracterizaciéon de estas enzimas
aun no se ha revelado. Sin embargo, la actividad de
nitroreductasas de mamiferos se ha considerado como un
objetivo favorable en el desarrollo de agentes teranésticos
para el cancer y la hipoxia de tumores sélidos (Yoon y
col., 2021). Para las bacterias, la actividad enzimatica de
la nitroreductasa se ha entendido bastante bien, aunque
la funcién fisiolégica de las nitroreductasas es atn
desconocida, algunos estudios sugieren que participan
en respuesta al estrés oxidativo o equilibrio redox y otros
que estas proteinas estan asociadas con vias metabdlicas.
Se sabe que en sistemas bacterianos las alteraciones
funcionales de la proteina (mutaciones, disminucién
de la expresion, deleciones, etc.) se correlacionaron con
resistencia a diversos farmacos (Roldan y col., 2008;
Marques de Oliveira y col., 2010).

Tipos de nitroreductasas

Se han descrito dos tipos de nitroreductasas tipo I y II,
por su respuesta al oxigeno: la nitroreductasas de tipo I
son proteinas de unién no covalente a mononucleétido
de flavina (FMN) dependientes de NAD(P)H que se
encuentran comunmente en bacterias, pero raras en
eucariotas. Ellas median una reduccién de dos electrones
del grupo nitro para generar un intermedio nitroso que
rapidamente se reduce a un derivado de hidroxilamina.
Este derivado puede interactuar directamente con
macromoléculas biolégicas, lo que provoca dafio celular,
o puede someterse a un procesamiento adicional para
generar agentes citotéxicos y mutagénicos. Debido a
que la reduccién por nitroreductasa tipo I no involucra
oxigeno y no da como resultado la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ERO), se dice que esta
actividad es “insensible al oxigeno”.

Por el contrario, las ubicuas nitroreductasas de tipo II
contienen FMN (flavina adenina dinucleétido) como
cofactor, y su actividad es “sensible al oxigeno”. Catalizan
la reduccién de un electrén del grupo nitro, formando un
radical anién nitro. En presencia de oxigeno, este radical
sufre un ciclo fatil, lo que resulta en la produccién de
aniones superdxido y la regeneracion del compuesto
nitro original (Hall y col., 2011).
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Nitroreductasas I y II en tripanosomatidos

Los tripanosomatidos son de los pocos eucariontes
que cuentan con la NTR I y aunque la funcién de esta
proteina en T. cruzi no ha sido entendida cabalmente, se
ha propuesto que con base a su ubicacién mitocondrial y
preferencia por sustratos basados en quinonas pudiera
estar relacionada con la obtencién de energia mediante
la catalisis de la transferencia de electrones de NADH a
ubiquinona, para la produccién de ubiquinol en la cadena
respiratoria (Wilkinson y col., 2008; Hall y col., 2012).
Ademas, se infiere que la NTR I del género Trypanosoma
tiene una secuencia de sefial de direccionamiento
mitocondrial en la region N-terminal, pero atin no hay
informacién disponible que indique si esta secuencia es
importante para la bioactivacion de Benznidazol. Solo
para T. brucei se demostré experimentalmente que la
secuencia del extremo 5' de TbNTR dirige las proteinas
a la mitocondria (Petravicius y col., 2019, Wilkinson et
al., 2008).

Se sabe que la presencia de NTR I es conservada en otros
tripanosoméatidos como T. brucei, T. rangeli y especies de
Leishmania, lo cual sugiere que es un rasgo evolutivo,
y que su funcién es importante para este grupo de
parésitos (Montenegro y col., 2017, Petravicius y col.,
2019). Esta idea ha sido reforzada por trabajos que
demuestran que esta proteina es esencial en T. brucei,
pues los mutantes nulos de la misma no sobreviven.
Asimismo, la pérdida completa de la actividad de esta
enzima afecta la diferenciaciéon de epimastigotes a
tripomastigotes metaciclicos (fase infecciosa) de T. cruzi,
lo cual subraya la importancia de esta enzima para los
tripanosomatidos (Wilkinson y col., 2008).

A este respecto, se han estudiado las dos clases de
NTR tipo I y II en los tripanosomatidos. Estas tltimas
producen la generacion de ERO tras una reduccion de
un electron provocada por la actividad enzimatica de
NTR tipo II que, en condiciones aerébicas induce la
produccién de aniones superéxido y provoca el reciclado
del farmaco. Varios estudios iniciales sugirieron que
los tripanosomas bioactivan el Nifurtimox mediante
un mecanismo dependiente de nitroreductasa tipo Il y
que el estrés oxidativo resultante era responsable de la
citotoxicidad observada. Sin embargo, no hay evidencia
de que estos radicales libres contribuyan a la actividad
tripanocida. Normalmente, los aniones superéxido son
desintoxicados por las superéxido dismutasas (SOD),
una familia de metaloenzimas antioxidantes. El tnico
vinculo indirecto entre la formaciéon de ERO inducidas

por farmacos y la actividad tripanocida proviene de
estudios funcionales sobre la SODB1 de T. brucei,
donde los parésitos que carecen de este gen son mas
sensibles al Nifurtimox y Benznidazol (Hall y col., 2011;
Prathalingham y col., 2007).

Activacion del Nifurtimox y Benznidazol por la NTR 1

Por otra parte, las nitroreductasas tipo I, son enzimas que
no producen ERO. Estas proteinas son dependientes de
NADH y se localizan en la mitocondria. En T. cruzi, se han
identificado dos nitroreductasas que muestran actividad
tipo I. Una de ellas, la prostaglandina F2a sintasa (OYE)
(Kubata y col., 2002; Murta y col., 2006) tiene la capacidad
de promover la reducciéon de Nifurtimox, pero no de
Benznidazol, en condiciones anaerdbicas, por lo que no
se le atribuye un papel significativo en la activacion de
compuestos, aunque atn se sigue estudiando su funcién
en el parasito (Hall, y col., 2011).

La otra enzima, la NTR I identificada apenas en el
2008 por Wilkinson y col., ha sido descrita como la
principal responsable de activar una variedad de
compuestos nitroheterociclicos, incluidos nitrofuranos
y nitroimidazoles como Nifurtimox y Benznidazol. La
NTR I presenta caracteristicas mostradas por muchos de
sus homologos bacterianos; la actividad es insensible al
oxigeno, lleva a cabo la funcién de acoplarse ala coenzima
FMN y media la reducciéon de dos electrones del grupo
nitro de los compuestos nitroheterociclicos para generar
una reaccion 6xido-reduccién, generando metabolitos
toxicos que dafian al parésito. En el caso de la reducciéon
de Nifurtimox por esta enzima genera un producto
caracterizado como un nitrilo insaturado de cadena
abierta, que es responsable del efecto tripanocida (Hall
y col., 2011). En el caso del Benznidazol, el metabolismo
del farmaco conduce a la formacién del agente citotéxico
y mutagénico glioxal, un metabolito con diversos efectos
toxicos y mutagénicos, como poder generar aductos de
guanosina-glioxal que alteran la estabilidad del ADN y
por tanto la viabilidad del parasito (Hall y Wilkinson,
2012) (Fig. 1).

Debido a que la NTR I de T. cruzi no tiene estructura
cristalizada, se han estudiado algunos cambios
conformacionales por modelos estructurales aceptables,
inferidos por analogia con la nitroreductasa de E. coli
nfsB (Parkinson y col., 2000; Soto-Ospina y Marin, 2017),
observando que una mutacién no sinénima en la regiéon
de unién con el cofactor FMN en la NTR I no permite el
anclaje de FMN y como consecuencia la susceptibilidad
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Figura 1. Metabolismo de Nifurtimox y Benznidazol mediante NTR | y su posible
funcion endégena. La enzima reduce el grupo nitro, a través de un nitroso intermedio, a
un derivado de hidroxilamina mediante una serie de transferencias de dos electrones
usando NADH como fuente de equivalentes reductores. Para los Nitrofuranos (como
Nifurtimox), la hidroxilamina puede ser metabolizada adicionalmente con varias rutas
propuestas para generar metabolitos citotoxicos, estos incluyen formacion de un ion
nitrenio, reduccion a la forma de amina, o escision del anillo del furano formando nitrilos
insaturados de cadena abierta y luego saturados. En el caso de los Nitroimidazoles (como
Benznidazol), el metabolito de hidroxilamina, a pH fisiolégico, forma un ion nitrenio que se
descompone espontaneamente en un metabolito hidroxilado. Esto sufre hidratacion en el
derivado dihidro-dihidroxil que puede fragmentarse para liberar glioxal, un metabolito
citotéxico. La NTR | se sugiere estar relacionada con la obtencion de energia mediante la
catdlisis de la transferencia de electrones de NADH a ubiquinona, para la produccion de

ubiquinol en la cadena respiratoria.

del parasito al Benznidazol disminuye al no poder
reducirse el farmaco (Marin y Soto-Ospina, 2018).

NTR I responsable de la resistencia a farmacos anti-
chagasicos

Por su importancia en el metabolismo de los dos
compuestos anti-chagdasicos esta proteina ha sido mejor
caracterizada en los tripanosomatidos. Se sabe que el
gen de la NTR I tiene dos copias por genoma, pero la
pérdida de una copia del gen causa una reduccién en
el nivel de su actividad y confiere resistencia cruzada a
los parasitos contra estos dos agentes tripanocidas, sin
afectar el crecimiento, ni cambiar el fenotipo de virulencia
(Wilkinson y col., 2008; Mejia-Jaramillo y col., 2011;
Mejia y col., 2012). Por el contrario, se ha observado en
T. brucei, que al sobreexpresar esta proteina los pardsitos
son mas sensibles a los compuestos nitroheterociclicos.
A partir de estas observaciones se ha propuesto que la
pérdida de una copia del gen de la NTR I podria ser la
causa de la adquisicién y mantenimiento de la resistencia
en T. cruzi a los compuestos heterociclicos (Wilkinson
y col., 2008).

Por otra parte, existe la posibilidad de que mutaciones
especificas en la NTR I puedan generar versiones de
la enzima que mantienen la funcién endégena, pero
pierden la capacidad de activar los compuestos anti-
chagasicos, lo que resultaria en resistencia al tratamiento.
Ademas de la resistencia mediada por la NTR I,
evidencia experimental indica que algunos mecanismos
adicionales pueden afectar la eficacia del farmaco, estos
datos sugieren que la variacion natural en la sensibilidad
no involucra mutaciones en NTR I y que la resistencia
por este mecanismo puede ser un rasgo que surge solo
después de la presion selectiva (Mejia y col., 2012).

En este sentido, se ha secuenciado la nitroreductasa
tipo I de diversas cepas sudamericanas de T. cruzi,
resistentes o susceptibles a los formacos. Sin embargo,
no se cuenta con informacion de esta proteina en cepas
mexicanas del parasito y tampoco se ha comparado entre
cepas pertenecientes a diferentes Unidades Discretas de
Tipificacion (DTUs, Tcl-TcVI) y més recientemente TcBat
(aunque sigue siendo poco estudiado), clasificacion
otorgada por la extraordinaria diversidad genética
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Figura 2. Filogenia de NTR | de T. cruzi . Las secuencias de NTR | de diversas cepas de
T. cruzi fueron comparadas mediante un analisis de Neighbor joining. Sensibilidad a los
farmacos (S: susceptible; R: resistente). Las secuencias de T. cruzi corresponden a las
cepas Sylvio (EKG06918), Gal52 (AFJ52893), CG (AFJ52882), DA (AFJ52890), YLY
(AFJ52881, Cl Brener (XP810645), MR (AFJ52884) y B7 (EKF39034). También se
incluyeron secuencias de G. lamblia (XP_001705312), G. arboreum (KHGO07360.1), E.

histolytica (ABE99820), E. coli (AFG39440),

W. bancrofti (EJW84994), B. cereus

(Q81BQ8), Blastocistis sp (OAO013284), L. infantum (XP_001463029), L. donovani
(XP_003858253), L. major (XP_001687543 ), T. brucei 927 (XP_846343), T. brucei 972
(XP_011775280), T. rangeli Sc8 (ESL06666) y T. rangeli Choachi (AHI85556).

intraespecifica de T. cruzi (Zingales y col., 2009; 2012,
Barnabé y col., 2016). Mediante un analisis filogenético
se observé que la NTR I comparte un alto grado de
identidad con sus homologos de otras cepas de T. cruzi,
independientemente del DTU al que pertenecen y de
la sensibilidad o no a los farmacos. Recientemente,
nuestro grupo de trabajo secuencié la NTR I de la cepa
mexicana Querétaro (GenBank: MN562195. ID proteina:
QKY59680) (Fig.2).

Actualmente se analiza la conveniencia de desarrollar
nuevos compuestos nitroheterociclicos para el tratamiento
de enfermedades causadas por tripanosomatidos, pues
al tener un modo de accién compartido mediado por la
NTR I, implica el riesgo de que los parasitos resistentes
a un compuesto nitroheterociclico puedan ser resistentes
a un segundo. En el caso particular de Nifurtimox y
Benznidazol, ambos han demostrado tener limitaciones
en su eficacia contra T. cruzi, asociadas a la etapa de la
infeccion y a la susceptibilidad o resistencia de cada cepa
del parasito, lo cual, aunado a los numerosos efectos
adversos, ha llevado a buscar compuestos tripanocidas
con una naturaleza quimica diferente, que sean mas
efectivos y seguros para el tratamiento de esta infecciéon
(Patterson y Wyllie, 2014).

CONCLUSION

La enzima NTR I de T. cruzi es la responsable de la
activacion de los profdrmacos nitroheterociclicos. A
pesar de tener la ventaja de estar ausente en las células
de los mamiferos, una caracteristica importante para
el desarrollo de moléculas terapéuticas aan falta por
entender como la interaccion de la genética del parasitoy
las caracteristicas del huésped, asi como las propiedades
farmacocinéticas de los compuestos son importantes en
el proceso de resistencia que otorga laNTR I. En resumen,
todos estos pardmetros merecen una investigacion méas
profunda para la comprension de nuevos compuestos
terapéuticos contra la enfermedad de Chagas.
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Cuerpo académico UJE-CA-125 Bacteriologia Médica Diagndstica y Salud Publica
LGAC: Factores de virulencia y drogosensibilidad de las enfermedades infecciosas y Salud Publica

Nombre proyecto

Investigador responsable

Perfil microbioldgico de ulceras de pie diabético y actividad
antimicrobiana

Identificacién de fuentes de contaminacidn, una estrategia de
saneamiento bdsico en la prevencion de brucelosis humana

Evaluacién del efecto inhibidor y potenciador del plasma rico
en plaquetas ante farmacos en microorganismos
nosocomiales y su correlacion con resistencia a farmacos

Aplicacién del arbol de neem en agricultura, industria,
medicina y ambiente: una revision.

Diagndstico de brucelosis caprina por serologia y PCR multiple

Aislamiento de Mycobacterium abscessus en un paciente con
afeccién cutanea

Asociacion entre el fenotipo del sistema sanguineo ABO y
leucemias

—
Aurora Martinez Romero ’ 3

Andlisis de los factores de crecimiento y su efecto inhibidor en
microorganismos de importancia clinica

Aislamiento e identificacion de Aeromonas productoras de
biopelicula en peces del rio Nazas

Aislamiento e identificacion de microorganismos
nosocomiales mas frecuentes y andlisis de sus factores de
virulencia

Andlisis de expresion de los genes que codifican para bombas
de expulsion y su correlacidn con resistencia a farmacos de
primera y segunda linea por el método de azul de alamar en

cepas de micobacterias

Analisis de los genes lasl/lasR y rhli/rhIR como reguladores de
transcripcién de los factores de virulencia dependientes del
Quorum sensing y su correlacion a fdrmacos en cepas de
Pseudomana aeruginosa aislada de pacientes hospitalizados

Evaluacion de los métodos para el diagnéstico de salmonelosis
por ELISA y aglutinacion en pacientes crénicamente expuestos

José de Jesis Alba Romero

Determinacién de Plomo (Pb) y Arsénico (As) en
capsulas de gelatina dura y blanda para uso farmacéutico

Sandra Hernandez Gonzélez
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Cuerpo académico UJE-CA-108 Fisiopatologia en Salud Ambiental
LGAC: Bases Moleculares y Bioquimicas de la Salud Ambiental

Nombre proyecto

Investigador responsable

Identificaciéon de biomarcadores prondstico en
pacientes diagnosticados con COVID-19, su
asociacion con el estado general de salud y su calidad
de vida postinfeccién en poblacién de la Comarca
Lagunera de Durango

Alteracion en la sintesis de hormonas tiroideas
durante la intoxicacién crénica por nitrato de sodio

Estudios de biomarcadores obesogénicos y
angiogénicos (leptina, IGF-1 y VEGF) y su relacién con
la respuesta a la terapia en pacientes con cancer de
mama.

Dra. Rebeca Pérez
Morales

Anemia asociada a factores ambientales en el
estudiante Universitario
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RESUMEN

Elmelanoma es el tipo de cancer de piel mas agresivo que
surge de la transformacién maligna de los melanocitos.
Las células de melanoma secretan diversas biomoléculas
al medio extracelular en forma soluble o en vesiculas
extracelulares (EV), las cuales estan involucradas en
la comunicacién intercelular a través del intercambio
de proteinas, lipidos y material genético. La citocina
TGF-f es una de las moléculas clave secretadas en la
progresion del melanoma. El presente trabajo describe la
implementacion de métodos sencillos y accesibles para
estudiar los mecanismos de secreciéon del TGF-f por
las células de melanoma: 1) El uso de un gen reportero
para realizar una determinacién semi-cuantitativa del
TGEF-p activo en los medios condicionados de las células
de melanoma cultivadas; y 2) La ultracentrifugacion
diferencial para el aislamiento y la caracterizacion
de EV del tipo exosoma por microscopia electrénica
de transmision y por inmunoblots de los marcadores
exosomales CD63, Alix y TSG-101.

Palabras clave: Citocina TGF-f3; melanoma; secrecién;
vesiculas extracelulares.

ABSTRACT

Melanoma is the most aggressive type of skin cancer
that emerges from the malignant transformation of
melanocytes. The intercellular communication in the
tumor microenvironment of melanoma is essential for
cancer progression. Melanoma cells secrete diverse
biomolecules either soluble or within extracellular
vesicles (EV) that are involved in intercellular
communication through the exchange of proteins,
lipids, and genetic material. One of those biomolecules
is the cytokine TGF-f3, a key molecule for melanoma
progression. The present work is focused on describing
the implementation of simple and cost-effective methods
to study TGF-f secretion by melanoma cells or by any
cultured cell type: 1) The use of a gene reporter to
determine the presence of active TGF-f in conditioned
media from cultured melanoma cells; and 2) The use of
differential ultracentrifugation adapted to isolate and
characterize EV, such as exosomes, by transmission
electron microscopy (TEM) and by immunoblots

through the detection of exosomal markers as CD63,
Alix and TSG-101.

Keywords: TGF-f cytokine; melanoma; secretion;
extracellular vesicles.
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INTRODUCCION

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-3, por
sus siglas en inglés Transforming Growth Factor-ff) es una
citocina pleiotropica que controla diversas funciones
celulares como la proliferacion, la diferenciacion, la
adhesion, la migracion y la apoptosis. La superfamilia
del TGF-f contiene més de 40 miembros identificados a
la fecha, los cuales incluyen a las siguientes subfamilias:
TGF-Ps, activinas, proteinas morfogenéticas de hueso
(BMPs) y factores de desarrollo y crecimiento (GDFs),
asi como a la sustancia inhibitoria mulleriana (MIS)
y a las proteinas nodal y miostatina. En la subfamilia
del TGF-{ existen tres isoformas (TGF-f31, -p2 y -p3),
cada una codificada por un gen distinto, con algunas
funciones diferentes in vivo (Massagué, 2012; Tzavlaki
& Moustakas, 2020). El TGF-p o los miembros de la
superfamilia pueden ser sintetizados y secretados por
la mayoria de las células. Asimismo, casi todas las
células pueden responder a las sefales de uno o més
de estos ligandos. Estos mensajeros quimicos tienen
funciones importantes en los procesos que ocurren en
el desarrollo embrionario y en la fisiologia del organismo
adulto, manteniendo la homeostasis o participando en
procesos de reparacion o regeneracion tisular. Cualquier
alteracién en sus mecanismos de acciéon puede contribuir
al desarrollo de patologias como las enfermedades
autoinmunes, la fibrosis y el cancer (Massagué, 2012).

En los diferentes tipos de cancer, el TGF-P3 puede ejercer
sus efectos supresores de tumores principalmente en las
etapas tempranas, al ser capaz de inhibir la proliferacion y
la diferenciacién, asi como al promover la muerte celular
(Massagué & Gomis, 2006; Lebrun, 2012). Sin embargo,
en etapas avanzadas se han encontrado alteraciones
genéticas y epigenéticas en el gen del TGF- y en los
genes de los componentes de su via de sehalizacion. Tales
alteraciones inhiben su funcién de supresor tumoral y
promueven su actividad como un promotor tumoral,
favoreciendo la proliferacion y la supervivencia celular,
asi como procesos como la angiogénesis, la transicion
epitelio-mesénquima (EMT) y la evasion del sistema
inmune (Massagué, 2008; Perrot et al., 2013).

El melanoma cutédneo es la principal causa de muerte
dentro de los diferentes tipos de cancer de piel, su
incidencia mundial es de 15-25 casos por cada 100,000
individuos y, en México, su incidencia es de alrededor
de 1.1 casos por cada 100,000 habitantes (Lino-Silva et
al., 2016; Somasundaram & Herlyn, 2012). Esta neoplasia
se origina cuando los melanocitos se transforman en

las células malignas que forman el melanoma. La
transformacién se lleva a cabo por etapas. Comienza con
un cimulo de melanocitos que forman un nevo (lunar),
el cual va progresando hasta convertirse en melanoma in
situ 'y, finalmente, en un melanoma invasivo (metastasis).
Esta conversion secuencial se origina por diferentes
factores, entre los que se encuentran, principalmente, la
exposicién a laluz solar y a la radiacién UV (El Ghissassi
et al., 2009) y, en menor medida, la predisposicion
genética, la inmunosupresion, una gran cantidad de
lunares en el cuerpo y la exposicién a hidrocarburos
aromaticos policiclicos (Wong & Ribas, 2016).

Debido a que el melanoma es uno de los canceres mas
mortales, se han desarrollado diversos tratamientos
terapéuticos, que van desde terapias quimicas o
radiolégicas hasta la cirugia. Una caracteristica
importante en la transformacién de los melanocitos a
melanoma es la produccion de sus propios factores de
crecimiento, entre los que destaca la secreciéon del TGF-3
(Perrot et al., 2013; Polsky & Cordon-Cardo, 2003). Se
sabe que en los melanocitos sanos la expresion del TGF-3
es muy baja, en comparacioén con su elevada expresion
en las células de melanoma. Ademas, la alteracion de
los componentes de la via del TGF-p est4 asociada con
la evoluciéon tumoral y la progresion de los tumores
malignos (Krasagakis et al., 1999).

La via de sefializacion del TGF-p en el melanoma
presenta caracteristicas tales como un aumento de la
produccién de ligandos de la familia del TGF-p y una
mayor liberacién de los mismos hacia el microambiente
tumoral, por lo que la activacion de estos ligandos en el
melanoma promueve el depodsito de matriz extracelular
(ECM, del inglés Extracellular matrix) y, en consecuencia,
un aumento de la angiogénesis, la supervivencia de
las células cancerosas y su transicion a fenotipos mas
agresivos. Las diferentes isoformas del TGF-p tienen
distintas funciones en el desarrollo y en la progresioén del
melanoma. Las isoformas TGF-p1 y -3 son expresadas
por algunos melanocitos normales y en mayor cantidad
en nevos y células de melanoma. La presencia del
TGF-B2 no se ha reportado en los melanocitos; no
obstante, el TGF-2 se expresa heterogéneamente en
melanomas primarios y metastasicos, por lo que se
ha sugerido que la expresion del TGF-f32 tiene una
correlacién positiva con la progresion de la enfermedad.
La expresiéon mas uniforme del TGF-B3 en etapas
avanzadas del cédncer sugiere que esta citocina podria
participar en la conversién del nevo a melanoma. Por lo
que se considera que las distintas isoformas del TGF-3
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desarrollan funciones diferentes en la progresion del
melanoma (Schadendorf et al., 2015). Sin embargo, no se
ha dilucidado del todo la participacién de las diferentes
isoformas del TGF-P en el desarrollo de este tipo de
neoplasia. Ademas, son pocos los estudios enfocados
a investigar los distintos mecanismos de secrecion de
estos factores.

El TGF-p es secretado al espacio extracelular como una
molécula precursora inactiva, contenida en el llamado
complejo pequefio del TGF-P latente (del inglés, small
latent TGF-f complex) que incluye a la proteina LAP (del
inglés, Latency-Associated Peptide). LAP esta asociada
de forma no covalente con el TGF-f3 y se encuentra
almacenado en la ECM en unién covalente con LTBP
(del inglés, Latent TGF-f Binding Protein), formando al
complejo grande del TGF-p3 latente (del inglés, large latent
TGF-p complex). Cuando el TGF-f3 estd unido a la proteina
LAP, ésta evita que el TGF-p se una a sus receptores y los
active. La activacion del TGF-p, es decir, la escision de
la proteina LAP asociada al TGF-p, esta controlada por
diferentes mecanismos moleculares, como la protedlisis
enzimatica (furinas, plasminas, etc.) o por la protedlisis
acida, basica o térmica, que liberan al ligando activo
(TGF-B maduro) de las proteinas asociadas a su latencia
(LAP y LTBP) (Moses, 2016). La molécula del TGF-3
activo, separada de LAP, es un homodimero que es
estabilizado por un enlace disulfuro intercadena, cada
mondmero consta de un motivo conservado de residuos
de cisteina que forman un anillo cerrado llamado
nudo de cisteinas, conectado por 3 puentes disulfuro
intracadena.

Los mecanismos de secreciéon de la citocina TGF-f3
dependen del tipo celular. Entre ellos se encuentra
principalmente la secreciéon por la via convencional;
ademas, se ha descrito un mecanismo que implica el
almacenamiento del TGF-f enlas vesiculas intraluminales
de los cuerpos multivesiculares (MVB), los cuales se
pueden fusionar con la membrana plasmatica para
secretar al TGF-p a través de vesiculas extracelulares
(EV) del tipo exosoma (Koli et al., 2001; Duitman et al.,
2011). La forma inactiva del TGF-{3 que estéd asociada a
LAP (LAP-TGFp) puede estar unida a la ECM a través
de glicoproteinas de heparan sulfato. También, la forma
inactiva del TGF-P puede estar asociada con los exosomas
mediante proteoglicanos de heparédn sulfato (Shelke et
al., 2019). Cuando el TGF-f se separa del exosoma, el
TGF-p activo es capaz de unirse a sus receptores en la
célula blanco o receptora.

Se sabe que el TGF-f latente puede ser secretado por
diversos tipos de células de melanoma, como las lineas
celulares humanas: WM 793, WM239-A, WM 852, WM
983-B y WM 164 (Rodeck et al., 1994); sin embargo,
también se ha reportado que la linea murina de
melanoma B16-F0 puede secretar al TGF-p en su forma
activa (Penafuerte & Galipeau, 2008).

Los exosomas son pequefias EV con un didmetro que varia
entre 30 y 100 nm, que son secretadas por casi todos los
tipos de células. La formacion de estas vesiculas procede
del interior de los MVB, los cuales se pueden fusionar
con la membrana plasmatica y liberar su contenido
(exosomas) al espacio extracelular. Los exosomas son
elementos importantes en la comunicacién celular, ya
que pueden transportar y liberar distintas biomoléculas,
con el fin de intercambiar lipidos, proteinas o acidos
nucleicos con otras células. Se dice que los exosomas son
de origen endosomal si los MVB se originan de la via
endocitica y se caracterizan por la presencia de vesiculas
intraluminales (ILV), formadas por la gemacion de la
membrana de los MVB. Hasta ahora, se han descrito dos
vias principales para la formacion de ILV o exosomas,
una via dependiente del complejo de clasificacion
endosomal requerido para el transporte (ESCRT, por
sus siglas en inglés Endosomal Sorting Complex Required
for Transport)) y la segunda via es independiente de
ESCRT (Kowal et al., 2014). Los exosomas son liberados
de manera constitutiva o regulada al microambiente
tumoral y a la circulacién, participando activamente en
la comunicacién intercelular.

Los estudios sobre los exosomas han llevado a detectar
diferentes proteinas comunes en su carga molecular, por
lo que para su caracterizacion en la actualidad se utilizan
ciertas proteinas como marcadores para exosomas,
las cuales pertenecen a un subconjunto especifico de
proteinas, tales como: proteinas endosomales como
las tetraspaninas (CD9, CD63, CD81), proteinas de
membrana plasmatica (Anexina II, flotilina, clatrina,
Flotilina-1, ICAM-I, MHCI, MHCII y MFG.ES), proteinas
del citosol (TSG101), o proteinas de choque térmico
(Hsc70), entre otras (Théry et al., 2006); sin embargo,
los marcadores més comunes presentes en los exosomas
son Alix, CD63 y TSG101.

Existe evidencia clara de que diferentes tipos de células
cancerosas secretan a la citocina TGF-p3 en exosomas.
Por este medio ejercen un efecto sobre sus células
blanco, promoviendo en ellas la activaciéon de la via
de sefializaciéon del TGF- (Gu et al., 2012; Szczepanski
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et al., 2011). Distintos grupos han sefialado que los
exosomas pueden contener al TGF-f3 asociado a su
membrana, ya sea en su estado activo o latente (Yamada
et al., 2015; Shelke et al., 2019). Aunque también se ha
reportado la presencia de los receptores para el TGF-3
en exosomas, tales como el receptor tipo II TPRII o los
receptores tipo III como el B-glicano o la endoglina.
Cabe mencionar que el aumento en la expresion del
TGF-p en exosomas se encuentra asociado a etapas
avanzadas del cancer (Steinbichler et al., 2017; Meurer
et al., 2019). Sin embargo, el mecanismo molecular
exacto, por el cual el TGF-p es dirigido como carga
molecular hacia los exosomas, atn es poco claro.
En afos recientes, se han realizado estudios para
detectar al TGF- en las células o en las EV utilizando
diversas técnicas y estrategias experimentales, para
su cuantificacion y su caracterizacién. Por lo que en
este trabajo se describe la implementacion de algunas
metodologias bioquimicas, con el fin de poder realizar
el aislamiento y la caracterizacion de las EV secretadas
por las células de melanoma, basadas en protocolos
simples y de bajo costo.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

La mayoria de los reactivos utilizados fueron obtenidos
de la casa comercial Sigma Aldrich, mientras que
aquellos empleados para cultivo fueron de GIBCO-
Invitrogen. Los siguientes anticuerpos de ratén fueron
adquiridos de Santa Cruz Biotechnology: anti-Alix (sc-
53540), anti-CD63 (sc-5275) y anti-TSG101 C-2 (sc-7964).
El TGF-f1 recombinante fue obtenido de PreproTech. La
lipofectamina 2000 fue obtenida de Invitrogen, mientras
que el kit para evaluar la actividad de luciferasa fue
obtenido de Promega. El plasmido reportero p3TP-Lux
fue una donacién del Dr. Jeffrey L. Wrana del Mount
Sinai Hospital (Toronto, Ontario, Canada).

Cultivo de las células de melanoma B16-F1 y de las
células epiteliales AD293

La linea celular de melanoma murino B16-F1 (CRL-
6323) fue adquirida de ATCC® por la Dra. Claudia
Gonzélez Espinosa (Cinvestav-IPN). La linea celular
AD?293 fue una donacién de la Dra. Diana Escalante
Alcalde (IFC, UNAM). Las células B16-F1 fueron
cultivadas en cajas Petri (100 mm de diametro) para
cultivo celular y en botellas con un area de 225 cm?,
en medio de cultivo modificado de Dulbecco (DMEM,
GIBCO™), alto en glucosa y suplementado con 10%

de suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés
Fetal Bovine Serum) de GIBCO™, que fue previamente
inactivado a 56 °C durante 30 min; el medio de cultivo
se complement6 con 100 mM de piruvato de sodio y con
los antibidticos penicilina (100U/mL) y estreptomicina
(100 ug/mL). Las células AD293 fueron mantenidas en
medio de cultivo DMEM bajo en glucosa, suplementado
con 10% de FBS y con los antibiéticos penicilina (100U /
mL) y estreptomicina (100 ug/mL), mantenidas a 37 °C
y bajo una atmoésfera de 5% de CO,.

Transfeccion de las células AD293 por el método de
lipofectamina

La linea celular AD293 es una clona derivada de la
linea celular HEK293 de rifiéon de embriéon humano,
la cual se transfecté para expresar de forma estable
al plasmido reportero p3TP-Lux, generando la linea
celular reportera AD293-3TP-Lux. En resumen, las
células AD293 se sembraron a una densidad del 60%
en cajas Petri (10 cm de didmetro). Posteriormente se
co-transfectaron de manera estable con los plasmidos
3TP-Lux (5 pg) y pRSV (1 pg) usando el método de
lipofectamina (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las células AD293-3TP-Lux fueron
seleccionadas con 1 pg/mL de puromicina a las 48 h
después de la transfeccion, y, en este caso, la resistencia
a la puromicina fue conferida por el plasmido pRSV.

Ensayo de actividad de luciferasa

Las células estables AD293-3TP-Lux fueron sembradas
en una placa de 12 pozos a una densidad del 70% y
24 h después fueron ayunadas por 2 h. Las células
fueron preincubadas por 30 min en ausencia (control) o
presencia de 10 uM del SB431542 (inhibidor del receptor
TPR-I o ALKDS) y, posteriormente, fueron estimuladas
con TGF-f1 recombinante (rTGF-f) ex6geno a diferentes
concentraciones (6.25, 12.5, 25 y 50 pM) durante toda
la noche a 37 °C.

Obtencion de los medios condicionados de las células
de melanoma

Las células de melanoma B16-F1 fueron cultivadas
hasta alcanzar una densidad del 90-100%, en medio
DMEM con FBS al 10%. Después, el medio de cultivo
fue reemplazado con medio de ayuno (DMEM sin FBS)
por 24 h. Este altimo medio se colect6 para los ensayos
posteriores y se le denominé medio condicionado
(MC), ya que contiene todo el material secretado por
las células.
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Aislamiento y purificacion de EV a partir de MC

El protocolo empleado para el aislamiento y purificacion
de las EV del tipo exosoma, a partir de los MC de las
células de melanoma B16-F1 cultivadas, consistié en
una centrifugacion diferencial secuencial, que se bas6
en un protocolo previamente publicado con algunas
modificaciones (Théry et al., 2006). La descripcion del
protocolo se detalla en la seccién de resultados.

Inmunoblots

Las EV secretadas por las células B16-F1 se re-
suspendieron en una soluciéon de Laemmli 6x, las
muestras se calentaron durante 5 mina 95 °Cy se cargaron
en un gel de poliacrilamida al 10%, llevando a cabo una
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE, por sus
siglas en inglés SDS-Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis).
Enseguida, las proteinas fueron transferidas a una
membrana de PVDF (Millipore) que se utilizé para
los inmunoblots. Después de bloquear la membrana
por 1 h con una solucién de leche descremada al 5% en
solucién de TBST (20 mM Tris base pH 7.4, 137 mM NaCl
y 0.1% Tween™20), la membrana se incubé durante
toda la noche con alguno de los siguientes anticuerpos
primarios: anti-Alix, anti-CD63 o anti-TSG101, en una
dilucién 1:1000; posteriormente, la membrana se lavé
3 veces con TBST por 10 min cada vez y enseguida
se incub6 por 1 h con un anticuerpo secundario anti-
raton, acoplado a la enzima HRP (por sus siglas en
inglés horse-radish peroxidase), en una dilucién 1:10,000.
Posteriormente, las membranas fueron lavadas 3 veces
con TBST por 10 min cada vez a temperatura ambiente
y, finalmente, se visualizaron las bandas de las proteinas
de interés usando un kit de quimioluminiscencia ECL
(Millipore), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Microscopia Electronica de Transmision

Para visualizar la morfologia de las EV secretadas por
las células B16-F1 se us6 la microscopia electrénica
de transmision (TEM), con apoyo de la Unidad de
Imagenologia del IFC. En esta técnica se utiliz6 una rejilla
de Cu recubierta con carbén, en donde se colocaron 40
uL de la solucién con las EV obtenidas del MC de las
células B16-F1 cultivadas y se realiz6 una tincién negativa
con acetato de uranilo al 2% (medio de contraste). Las
muestras se observaron en el microscopio electrénico
de transmision JEOL-JEM-1200, con una aceleracién de
voltaje de 80 keV. Las imagenes se procesaron con el
programa Image].

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se llevo a
cabo usando una prueba t de Student, considerando un
valor de significancia de p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

La deteccion de la citocina TGF-p secretada por las
células de melanoma B16-F1 se realiz6 con ensayos del
gen reportero 3TP-Lux. Para este objetivo se gener6 una
linea celular reportera (AD293-3TP-Lux) a partir de la
linea celular AD293, la cual se transfecté de manera
estable con el plasmido reportero p3TP-Lux (Figura 1A).
El plasmido reportero 3TP-Lux contiene el gen (Lux) que
codifica para la luciferasa, bajo el control de una regiéon
promotora conformada por tres elementos de respuesta
al TPA (TREs) y un fragmento del promotor del gen
PAI-1 (por sus siglas en inglés Plasminogen-Activator
Inhibitor 1) (Wrana et al., 1992). La regién promotora
del gen reportero contiene, ademas, sitios de unién a
las proteinas Smad. El estimulo del TGF-$ promueve
la formacion de un complejo de Smads que se unen
y activan al promotor y consecuentemente inducen la
expresion de la luciferasa (Wrana et al., 1992; Yingling
etal., 1997; Kim et al., 2008) (Figura 1A). De este modo,
la actividad reportera del 3TP-Lux se ha utilizado como
un ensayo molecular estdndar para medir la sefializacion
del TGF- en células de mamiferos (Li et al., 2005; Guo
et al., 2010).

En este trabajo se utilizé la linea celular reportera
AD293-3TP-Lux para el desarrollo de una curva patrén
de referencia con el fin de estimar de forma semi-
cuantitativa la concentracién del TGF-p presente en un
medio condicionado. La Figura 1B muestra un ensayo
dosis-respuesta de la actividad del gen reportero 3TP-
Lux en respuesta a varias concentraciones de rTGF-f3
(6.25,12.5, 25 y 50 pM), en las células AD293-3TP-Lux.
Se observa que, a mayor concentraciéon del rTGF-$, la
actividad de la luciferasa aument6 (Figura 1B). Para
determinar de forma semi-cuantitativa la concentracién
de TGF-f presente en los medios condicionados de las
células de melanoma B16-F1, primero se ajusto la grafica
a una linea recta, para posteriormente interpolar los
resultados obtenidos de los medios condicionados.

El TGFE- puede ser secretado por las células en su estado
latente o en su estado activo. Por lo que se investigo el
estado de activacion de la citocina TGF-f secretada por
las células de melanoma B16-F1 (B16). Se decidié utilizar
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Figura 1. El TGF-8 estimula la expresion del gen reportero 3TP en las células AD293. A) El plasmido reportero 3TP-Lux contiene
tres elementos de respuesta al TGF-B/Smad2/3/4 que regulan la expresion del gen de luciferasa. B) Grafica del ensayo dosis-
respuesta en las células AD293-3TP-Lux estimuladas con el ligando recombinante rTGF-B. La grafica fue ajustada a una linea

recta.

esta linea porque es menos invasiva al compararla con
otras lineas celulares derivadas de ratén, como las
B16-F10y las B16-BL6 (Nakamura, 2002). En este ensayo
se incubd por 24 h a las células AD293-3TP-Lux con los
siguientes estimulos: medio de ayuno (control), MC sin
activar obtenido de las células de melanoma (MC/B16) o
MC activado térmicamente durante 5 min a 80 °C (MC/
B16(A)) (Figura 2A). Los datos muestran que tanto el
MC sin activar como el activado con calor presentan la
capacidad de inducir la expresion del reportero 3TP-Lux
y, por lo tanto, la actividad de la luciferasa, siendo mayor
el efecto del MC activado por calor (Figura 2A). Los datos
que se muestran en la Figura 2B se obtuvieron a partir de
los datos obtenidos de 3 experimentos independientes, al
ser interpolados en la gréfica de la Figura 1B. Por medio
de la ecuacion de la recta se calcul6 la concentracion
aproximada del TGF-p ([TGF-B] pM) presente en los
medios condicionados (MC/B16 y MC/B16(A)).

Comparando la concentraciéon estimada de TGF-3 en los
MC, se observo que en la condicion MC/B16(A) hay una
concentracion mayor de 49 + 3.3 pM, en comparacion
con el MC/B16, en donde se encontrd una concentracion
de 33 £ 3.3 pM, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa entre ambas condiciones (Figura 2B). Es
posible que esta diferencia se deba a que cuando el MC
es sometido a un proceso térmico, la proteina LAP del
complejo latente LAP-TGF-3 se desnaturaliza y se separa
del ligando maduro, por lo cual el TGF-f se libera en su
forma activa. Cuando el TGF-f3 se encuentra unido a la
proteina LAP, esta en un estado latente y no es reconocido
por sus receptores TPRII v TBRI; por consiguiente, la

via de sefializacién no se activa y no hay induccién del
plasmido reportero 3TP-Lux. No obstante, cuando el
TGEF-p es activado, éste es liberado de la proteina LAP
y reconocido por los receptores del TGF-$ de la linea
celular reportera (AD293-3TP-Lux). Los datos obtenidos
también sugieren que el TGF-} presente en los MC de
las células de melanoma B16, pudo ser secretado en su
forma activa, ya que se detect6 actividad de TGF-p en
el MC sin activacién por calor; sin embargo, también
podria ser posible que la célula receptora AD293-3TP-
lux tuviera la capacidad de activar al TGF-f} latente que
estd presente en los medios condicionados, por lo cual
seria conveniente disefiar experimentos para resolver
estas cuestiones. Cabe mencionar que se ha cuantificado
al TGF-P en su forma activa en la linea celular parental
B16-FO mediante citometria de flujo (Calibur Cytimeter
(BD) y se encontr6 una concentracion de 200 pg/mL
(8 pM) (Penafuerte & Galipeau, 2008). Por otra parte,
Oh, E. y colaboradores encontraron que en la linea
B16-F10, considerada altamente metastésica e invasiva,
la concentraciéon del TGF-p en el medio condicionado
es de 800 pg/mL (32 pM) usando un kit de ELISA de
R&D Systems (Oh, et al., 2019), cabe sefialar que una
cantidad equivalente de TGF-f activo fue detectada en
las células B16-F1 mediante nuestro ensayo indirecto
con un gen reportero.

Para confirmar que el TGF- presente en los MC causa
la activacion del gen reportero y que estd no ocurre por
otro tipo de moléculas presentes en ese medio; se llevo
acabo un ensayo en la presencia del inhibidor SB431542
(SB), el cual inhibe la actividad del receptor tipo I (TBRI
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Figura 2. Medicion semi-cuantitativa de la concentracion y la actividad de la citocina TGF-B secretada por células de
melanoma B16-F1, A) Medios condaonados (MC) de células de melanoma B16-F1 sin activar (MC/B16) y activado por calor
(MC/B16{A)). Como control se usd medo de ayuno, las diferencias estadisticamente significativas con el control se muestran
(***) p<0 0001 y (**) p< 0.0025 B) Determmnacion semi-cuantitabiva de la concentracion del TGF-f (pM) presente en ks MC, por
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/ ALKD5) al unirse a su dominio de cinasa y bloquear su
actividad catalitica, impidiendo la transduccion de las
sefiales del TGF-p. Los resultados obtenidos muestran
que en las células AD293-3TP-Lux, pre-tratadas por 30
min con 10 uM del inhibidor SB y luego estimuladas con
50 pM de r'TGF-p1, el efecto del TGF-3 fue bloqueado en
su totalidad (Figura 2C). Ademas, el pre-tratamiento de
las células reporteras AD293-3TP-Lux con el inhibidor
SB bloqued en aproximadamente un 70% el efecto del
MC/B16(A), poniendo en evidencia que la actividad
del gen reportero fue inducida principalmente por el
TGF-p presente en el MC de las células de melanoma
B16-F1 y que la actividad residual podria deberse a los
efectos de otros mediadores no identificados, presentes
en el MC (Figura 2C).

Existe evidencia de la secrecion de la citocina TGF-f3 en
EV por las células de melanoma (Pérez-Calixto et al.,
2022). Por lo que una vez observada la presencia de la
citocina TGF- en el medio condicionado de las células
de melanoma B16-F1, se procedi6 a adecuar un protocolo
paraaislar alos exosomas de estos medios condicionados,
con el fin de investigar posteriormente si las células de
melanoma pueden secretar al TGF- como parte de la
carga molecular de sus EV. El método de aislamiento
de las EV se baso en la ultracentrifugacion diferencial,
la cual es la técnica estandar mas recomendada para
el aislamiento de EV. Algunas de las ventajas de esta
técnica es que no se requieren reactivos quimicos para

el aislamiento de los exosomas, ademads de ser altamente
reproducible, y de que los exosomas obtenidos presentan
alta pureza y funcionalidad para su uso en otros ensayos.
El protocolo se describe en la Figura 3, el cual se adapt6
y se estandariz6 para aislar a los exosomas del MC de las
células de melanoma B16-F1 cultivadas, basandose en un
protocolo reportado previamente (Théry, C. et al, 2006).

En la técnica descrita en la Figura 3, el MC se somete
a varios pasos de centrifugacién a 4°C. Las primeras
dos centrifugaciones realizadas a 300 x g y 2000 x g
durante 10 y 30 min, respectivamente, son necesarias
para eliminar a las células presentes en el MC;
posteriormente, se eliminan los restos celulares (debris)
con una centrifugaciéon a 10,000 x g durante 30 min.
Por ultimo, las EV del sobrenadante se colectan con
una velocidad de ultracentrifugacién de 100,000 x g
por 70 min. Las EV aisladas se caracterizaron después
mediante técnicas fisicas y bioquimicas, como la TEM
y el inmunoblot.

Las EV transportan diversas moléculas, como el TGF-p,
con el fin de comunicarse con otras células normales
0 cancerosas, presentes en el microambiente tumoral,
provocando que las células receptoras experimenten
cambios fenotipicos que promuevan la progresion
del cédncer. Las EV son particulas secretadas por las
células hacia el espacio extracelular; los principales
subtipos de EV son dos: las microvesiculas (MV) y los
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Figura 3. Descripcién del método de ultracentrifugacion diferencial para aislar EV. El protocolo fue adaptado para el
aislamiento de las EV del medio condicionado de las células de melanoma B16-F1 cultivadas.

exosomas, los cuales se pueden diferenciar de acuerdo
con su biogénesis, tamafio, contenido y funcién (EI
Andaloussi et al., 2013: Xavier et al., 2020). Por lo
tanto, una vez que se aislaron a las EV de los MC de las
células de melanoma B16-F1, se analiz6 su morfologia
por medio de TEM. La Figura 4A muestra que las EV
aisladas presentan una morfologia redondeada con los
bordes bien definidos, con un didmetro de alrededor
de 77 nm que corresponde con las caracteristicas de
los exosomas (50-150 nm) (Van Niel et al., 2017). Existe
un conjunto de proteinas, que como ya se menciono,
son consideradas como marcadores tipicos de las EV,
las cuales se espera que se encuentren presentes en los
exosomas, independientemente del tipo de célula que los
origine. Para confirmar que las EV aisladas corresponden
a exosomas, se realizaron inmunoblots para la deteccion
de diversos marcadores. Como se muestra en la Figura
4B, los marcadores ALIX, CD63 y TSG101 se encontraron

A

presentes en los extractos de proteinas totales de las EV,
mientras que en los lisados de las células de melanoma
(B16) solo se detectaron bajos niveles de ALIX y de
TSG101, pero no de CD63. Debido a que el FBS contiene
exosomas, como un control se analizaron también a las
EV aisladas de medios condicionados de células de
melanoma cultivadas en presencia de FBS (Figura 4B,
carril +) y, en este caso, se observé una mayor expresion
de los marcadores ALIX, CD63 y TSG101, sugiriendo la
presencia de exosomas en el FBS.

Los resultados mostrados en la Figura 4 permiten concluir
que las células de melanoma B16-F1 son capaces de
secretar EV del tipo exosomas. Estos resultados también
indican que la técnica de ultracentrifugacion diferencial
es adecuada para el aislamiento de los exosomas a partir
de MC. Sin embargo, en este trabajo queda pendiente
investigar si las EV provenientes del MC de las células

B
FBS 10% + «Da
Alix =[5 [am—— 95
cpe3 -1 - 0
7SG 101 =10 - 45

B16_EV

Figura 4. Caracterizacion de las EV provenientes de células de melanoma B16-F1. A) Imagen obtenida
por TEM de las EV de células de melanoma de ratén B16-F1. B) Marcadores de exosomas: Alix, CD63 y

TSG101 presentes en las células B16 o en las EV
presencia (+) de 10% de FBS.

de células de melanoma cultivadas en ausencia (-) o
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Figura 5. Modelo hipotético sobre la comunicacion intercelular mediada por la citocina TGF-p secretada en EV por células

de melanoma.
de melanoma estan cargadas con la citocina TGF-p, para
lo cual se planea posteriormente analizar la presencia
de la citocina en las EV, por ensayos de inmunoblot o
de citometria de flujo.

El TGF-f es conocido por sus funciones supresoras de
tumores, al ser un potente inhibidor de la proliferacion
y un promotor de la apoptosis en las células normales,
con el fin de mantener la homeostasis; sin embargo,
en el cancer, esta citocina ejerce una funcién dual al
mantener sus funciones supresoras de tumores en las
etapas iniciales de la carcinogénesis, mientras que en
las etapas avanzadas del cancer cambia sus acciones y
se comporta como un potente promotor de las distintas
etapas del desarrollo y la progresion tumoral. De
acuerdo con varios estudios, se ha reportado que las
EV provenientes de melanoma pueden transportar al
TGF-f, adquiriendo asi una participacién relevante en
procesos del desarrollo y la progresion del melanoma
(Pérez-Calixto et al., 2022).

En la Figura 5 se ilustra un modelo propuesto para
investigar los posibles mecanismos de secreciéon del
TGF-p por las células de melanoma, para establecer una
comunicacién intercelular en el microambiente tumoral.
En este modelo hipotético se propone que las células de
melanoma podrian secretar a la citocina TGF-3 al medio
extracelular en sus dos formas: latente y activo. Ademas,
la citocina secretada podria encontrarse asociada a
EV o estar en forma soluble en el medio extracelular.
Por lo tanto, la caracterizacién de las EV secretadas es
relevante para detectar la presencia del TGF-p en su
carga molecular e investigar su biogénesis, lo cual seria
de gran utilidad en las investigaciones sobre el cancer.

CONCLUSION

El presente trabajo describe algunas técnicas sencillas
y de bajo costo, que pueden ser implementadas en los
estudios enfocados en la secrecién de la citocina TGF-3
proveniente de células en cultivo, ya sean cancerosas
o normales. La técnica para detectar al TGF-p usando
al reportero 3TP-Lux tiene la ventaja de medir los
niveles de ligando activo, capaz de activar a sus
receptores y a la via de las Smads; sin embargo, tiene
la desventaja de no medir el nivel de ligando total, el
cual en general es cuantificado con técnicas de ELISA.
Las técnicas reportadas también pueden adaptarse,
con algunas variaciones, al estudio de la secrecion de
otros mensajeros quimicos, tanto en su forma soluble
o empaquetados en EV. Ademas, las células reporteras
AD293-3TP-Lux se proponen como una herramienta
atil para detectar la presencia del TGF-f en los medios
condicionados provenientes de cualquier cultivo celular
y ademds pueden servir para determinar de manera
semi-cuantitativa la concentraciéon de esta citocina
presente en los MC.
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RESUMEN

Introduccion. La pandemia ha afectado el estilo de vida
y la salud de millones de personas en el mundo. La
informacioén acerca de la enfermedad por coronavirus-19
(COVID-19), las manifestaciones clinicas y las medidas
de prevencion han sido establecidas por la Organizaciéon
Mundial de la Salud y el Gobierno de cada pais. Se sabe
que el comportamiento de la enfermedad es altamente
variable, entre individuos, paises e incluso entre regiones
de un mismo pais. Objetivo: Describir las caracteristicas
epidemiolégicas de la COVID-19, el conocimiento
general sobre la enfermedad y los efectos de la pandemia
en la salud y en el estilo de vida de los mexicanos.
Materiales y métodos: Se incluyeron mexicanos de los
diferentes estados de la Reptiblica, mayores de 17 afios,
que aceptaron participar respondiendo a un cuestionario
electrénico con variables sociodemograficas, preguntas
sobre COVID-19 y de percepcién de la afeccién del estilo
de vida, enviado a través de Formularios de Google y
utilizando como medios de difusién a las diferentes redes
sociales. Resultados: Se recibieron 974 respuestas. E1 95%
de los sujetos declaré conocer la COVID-19, sus sintomas
y medidas de prevencion. El estilo de vida, las relaciones
familiares, la vida social y laboral sufrieron afeccién en
promedio en 90%, 77%, 87 %, 75,7 % respectivamente. 259

sujetos reportaron haber tenido sintomas relacionados
con COVID-19. E171,8% de este grupo habia confirmado
el diagndstico mediante pruebas clinicas o de laboratorio.
Los sintomas mas frecuentes fueron cefalea, fatiga, fiebre
y anosmia/disosmia. Conclusién: Los efectos de la
pandemia a nivel individual y poblacional son diversos
y variados, lo que dificulta el diagnéstico y control de
la enfermedad. Es fundamental estudiar y atender los
dafios a la salud fisica, psicolégica y también a nivel
laboral y socio-econémico.

Palabras clave: COVID-19, mexicanos, signos y sintomas,
estilo de vida, relaciones familiares.

ABSTRACT.

The pandemic has been affected the lifestyle and health
of millions of people in the world. The information
about the disease due to coronavirus-19 (COVID-19),
the clinical manifestations and the preventive measures
has been established by the World Health Organization
and by the Government of every country. Is know that
the behavior of the disease is highly variable, between
individual, countries, even between regions of the same
country. Objective. To determine the epidemiological

aracteristics of COVID-19, the knowledge of the
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preventive measures and the effects of the pandemic in
health and lifestyle in Mexicans. Materials and methods.
Subjects residing in Mexican territory older than 17
years old, which accepted participate responding an
electronic survey about sociodemographic variables,
COVID-19 and the impact on their lifestyle, sent through
Google Forms and using the different social networks
as means of dissemination were included. Results. We
received 974 surveys, 95% of the subjects knows what is
COVID-19, their symptoms and the preventive measures,
the median percentage of the affectation perceived of
their lifestyle was 90%, the social life in 87%, working
life in 75.7% and family relations in 77%. The 259 of
the responders had symptoms related with COVID-19
and the 71.8% of this group had confirmed diagnosis
by clinical and/or laboratory test. The symptoms more
frequent were headache, fatigue, fever and anosmia/
dysosmia. Conclusion. The effects of the pandemic at the
individual and population levels are many and varied.
This, difficult makes the diagnosis and control of the
disease. It is necessary to continue studying the effects
of the COVID-19 pandemic on physical health, and to
study the effects at other levels such as the mental health
the sick individual and the general population.

Keywords. COVID-19, Mexicans, signs and symptomes,
social life, working life, family relations.

INTRODUCCION

La enfermedad por coronavirus-19 (COVID-19), es una
enfermedad infecciosa que se manifiesta por un sindrome
respiratorio agudo severo asociado al coronavirus 2
(SARS-CoV-2), y el 11 de marzo de 2020 la pandemia
por esta enfermedad fue declarada por la Organizaciéon
Mundial de la Salud (OMS) (Wiersinga WJ., 2019; WHO,
2020).

Aligual que el Sindrome Respiratorio de Oriente Medio
(MERS-CoV), la COVID-19 se asocia a un coronavirus y
los sintomas que pueden presentarse de mayor a menor
probabilidad son: fiebre, mialgias, tos seca y diarrea (Ko
JH., 2016). Hasta la fecha, la mayoria de los pacientes
infectados con SARS-CoV-2 han desarrollado sintomas
leves como tos seca, odinofagia y fiebre. La mayoria de
los casos se han resuelto espontaneamente, sin embargo,
algunos desarrollan complicaciones fatales que incluyen
insuficiencia organica, choque séptico, edema pulmonar,
neumonia grave y sindrome de dificultad respiratoria
aguda (Chen N., 2020).

El Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades
recomendé al comienzo de la pandemia evitar viajar a
areas de alto riesgo, el contacto con personas sintométicas
y el consumo de carne de regiones con un brote conocido
de COVID-19, asi como la toma de medidas basicas de
higiene de manos y el uso de equipo de protecciéon
personal, como mascarillas faciales. Ademas, aconsej6
a la sociedad conseguir atencién médica ante la
exposicion al COVID-19 o ante la presencia de fiebre y
tos (NCIRD, CDC, 2021). Sin embargo, estas medidas
se han reconsiderado gradualmente. El CDC establece
normas fundamentales para reducir la propagacién de la
infeccion como: la adquisicion de la vacuna COVID-19,
el uso de una mascara para protegerse y proteger a
los demas, el distanciamiento fisico entre personas
que no viven en el mismo lugar, asi como el evitar
aglomeraciones y espacios mal ventilados (NCIRD,
CDC, 2021). Un aspecto emergente a considerar en
esta pandemia es el impacto psicolégico y emocional
que generan los cambios de habitos y la distribucién
descontrolada de informacién poco confiable en las
plataformas de redes sociales (Kim HK., 2020; Barua
Z., 2020). La incertidumbre y la baja previsibilidad de
la COVID-19 no solo han amenazado la salud fisica de
las personas sino también han afectado su salud mental,
especialmente en términos de emociones y cogniciéon
como indican muchas teorias, entre ellas la teoria del
estrés y la teorfa del riesgo percibido. Reacciones como el
miedo y la vulnerabilidad influyen en el comportamiento
y contribuyen a la aprensién de buscar atencién médica
(Slovic P., 1987; Li S., 2020; Norris FH., 2002).

Actualmente, el mundo atraviesa una situacién de
salud publica sin precedentes, y es de vital importancia
tomar medidas preventivas contra la COVID-19 para
controlar su propagacién, salvaguardar a los ciudadanos
y garantizar su bienestar (Al-Hanawi, MK, 2020). Para el
5 de abril de 2021 se contaban 131 millones de casos en
todo el mundo y mas de 2,85 millones de muertes. Para
el 11 de julio de 2021 en México, los casos notificados
eran 2.586.721, con 234.907 muertes (Johns Hopkins
University, 2021).

Meéxico se cuenta dentro de los primeros 15 paises con
mas casos afectados por COVID-19, y entre los primeros
cuatro lugares de mortalidad (9%) en el mundo, y con
un avance de mas de 50 millones de dosis de vacuna
administradas (Johns Hopkins University & Medicine,
2021).

Este dato es alarmante y muestra una alta propagacion

REMDIS Vol. 2, No. 15. Junio 2022 ISSN: 2594-1445

CIENCIAS BIOMEDICAS | 59



del virus en la poblacién que puede estar relacionado
con el desconocimiento de la enfermedad y sus rutas de
transmisién. La evidencia muestra que el conocimiento
publico es esencial para hacer frente a las pandemias
(Chirwa GC., 2019; Chirwa GC., 2021) y puede influir
en la adherencia a las medidas preventivas contra la
COVID-19, incluido el asesoramiento a las personas. Sin
embargo, existe poca informacién sobre las caracteristicas
epidemiolégicas de la COVID-19 en nuestro pais, sobre el
conocimiento de los individuos acerca de las medidas de
prevencion y los efectos que la pandemia ha provocado
en el aspecto econémico y psicosocial. Por lo que, el
objetivo de este estudio es describir las caracteristicas
epidemiolégicas de la COVID-19, el conocimiento
general sobre la enfermedad y los efectos de la pandemia
en la salud y en el estilo de vida de los mexicanos.

MATERIALES Y METODOS

Estudio transversal descriptivo. Se incluyeron mexicanos
residentes de los diferentes estados de la Republica,
que aceptaron participar a través de un cuestionario
electrénico de formularios de Google que se distribuyé
a través de las diferentes redes sociales durante
un periodo de octubre 2020 a enero de 2021.Con un
muestreo por conveniencia. Criterios de inclusién: tener
al menos 17 afios y aceptar participar en el estudio. El
cuestionario incluy6 33 items relacionados con variables
sociodemogréficas como edad, sexo, ocupacién, entre
otras. Seindagd sobre el conocimiento sobre la COVID-19,
su definiciéon, medidas de prevencién, transmision,
diseminacion y caracteristicas epidemiolégicas como la
prevalencia de sintomas relacionados con la enfermedad,
percepcion de su gravedad, asi como el nimero de
casos positivos a COVID-19 en familiares o amistades.
El aspecto psicosocial se evalu6 mediante preguntas
sobre el porcentaje de afectacién del estilo de vida y sus
3 esferas (vida social, relaciones familiares y vida laboral)
utilizando una escala analoga del 0 al 100%. Los datos
sociodemogréficos fueron analizados por zonas del pais
segun el Diario Oficial de la Federacién del Gobierno
Federal (DOF. 2021) distribuidos de la siguiente manera:
Noroeste: estados de Baja California, Baja California
Sur, Chihuahua, Sinaloa y Sonora. Noreste: estados de
Coahuila, Durango, Nuevo Leén, San Luis Potosi y
Tamaulipas. Oeste: estados de Aguascalientes, Colima,
Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Querétaro y
Zacatecas. Centro: Ciudad de México, Estado de México,
Guerrero, Hidalgo, Morelos, Puebla y Tlaxcala. Sureste:
estados de Campeche, Chiapas, Oaxaca, Quintana Roo,
Tabasco, Veracruz y Yucatan.

El estilo de vida se defini6 como el modo y la forma de
vida de un individuo o grupo (APA, 1972). Las relaciones
familiares se determinaron como el comportamiento, las
relaciones psicolégicas y sociales entre miembros de la
familia nuclear y extendida (Medical Subject Headings,
2021). La vida social se definié por lo opuesto a la vida
privada, e incluye las actividades del &mbito ptblico o
comunitario y la relacién con amigos, miembros de su
comunidad y desconocidos (Psychology Today Staff,
2021). Por ultimo, la vida laboral u ocupacional incluy6
el contenido del trabajo, las relaciones laborales, las
condiciones de empleo y el entorno de trabajo (F Van
de Looij, 1995).

Analisis estadistico

Para el analisis descriptivo de las variables cuantitativas
y cualitativas se utilizaron medias, desviaciones estdndar
(DE), medianas, cuartiles, frecuencias y porcentajes. Para
la comparacion de variables cualitativas entre los grupos
se utilizaron la prueba de Chi-cuadrada o la prueba
exacta de Fisher y para las variables numéricas la prueba
t de Student. Los datos se analizaron usando el programa
SPSS version 23.0

Etica

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion
de la Facultad de Ciencias de la Salud, de la Universidad
Juarez del Estado de Durango con el nimero de registro
PI-2020-10-15. La investigacion se realiz6é de acuerdo
con la Declaracién de Helsinki. Y se encuentra dentro
de la Categoria I de la Ley General de Salud en Materia
de Investigacion. En el cuestionario online se incluy6
una leyenda donde se expuso el objetivo del estudio, se
informo sobre la confidencialidad de los datos y que la
informacién se utilizaria s6lo con fines de investigacion.
Ademas, se detall6 claramente que al responder y
enviar sus respuestas de manera libre y voluntaria seria
considerado como el consentimiento para participar en
el estudio.

RESULTADOS

Se recabaron 974 formatos de respuesta; 56 fueron
excluidos por no cumplir el criterio de inclusién en edad
(=17 anos), dejando un total de 918 participantes, de los
cuales 624 (68%) fueron mujeres y 294 (32%) hombres,
con una edad media y desviacion estandar del grupo
de 33,07 £ 13,75 afios.
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Conocimientos sobre la COVID-19.

Mas del 95% de los individuos entrevistados conocian
que es la COVID-19, sus sintomas y las principales
medidas de prevencién. La tabla 1 muestra los resultados
obtenidos acerca del conocimiento de la enfermedad del
total de la poblacion divida por grupos de sujetos que
presentaron sintomas de COVID-19 en algtin momento
y aquellos que no presentaron sintomas. La comparacioén
del conocimiento entre ellos revelé que, aquellos
que habian presentado sintomas relacionados con la
enfermedad tenian mayor conocimiento sobre sintomas
de menor frecuencia como los gastrointestinales y
dermatolégicos.

El 79,1% de los participantes declar6 haber tenido al
menos un familiar o amigo afectado por la enfermedad
(AFA- COVID-19), con una mediana de 3 sujetos
afectados (valores de 1y 7 para los percentiles 25% y 75%,
respectivamente). Se realiz6 la suma de todos los casos
de AFA-COVID-19 reportados por los participantes,
obteniendo un total de 4203 casos con COVID-19, de
los cuales 2329 eran hombres y 1874 mujeres, con una
relacion hombre/mujer de 1,24. E182% del total de estos
casos se recuperaron y el 15,4% habia fallecido.

El 28,2% (n=186) de todos los participantes informaron
haber presentado sintomas relacionados con COVID-19;
solo el 71,8% de ellos tenia el diagnéstico confirmado
de la enfermedad mediante pruebas clinicas o de
laboratorio.

En el grupo de COVID-19-confirmado, el método
de diagnéstico primario fue el clinico mediante
la identificacién de sintomas relacionados con la

enfermedad (50%), seguido del diagnéstico combinado
de pruebas clinicas y de laboratorio como la reaccién
en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
(RT-gPCR) en 32,3%, deteccién de anticuerpos IgG/IgM
en 59% y prueba diagnostica de deteccion rapida en
4,3%. S6lo dos personas fueron diagnosticadas mediante
radiografia de térax (1,1%) y 10 (5,4%) mediante dos o
mas pruebas; el 1,1% restante no respondi6 la pregunta.

Estilo de vida.

El 100% de los participantes percibieron que su estilo
de vida se habia visto afectado durante la pandemia
con un promedio de afectacién de 90,4 % segtn la escala
analoga visual. Su vida social fue la mas afectada con
un promedio de 87,1% de afectacién, mientras que las
actividades laborales y relaciones familiares mostraron
un 75,7% y un 71,3 % respectivamente, lo que supone un
impacto importante en el desarrollo de sus actividades
habituales en todos estos aspectos.

Las caracteristicas generales de los sujetos y la
comparacion entre géneros se describen en la tabla 2.

Sujetos con y sin sintomas relacionados con COVID-19

El total (100%) de los respondedores presenta afectacion
de estilo de vida en sus tres esferas. Al comparar el
porcentaje medio de afectacién entre los grupos con y

Tabla 1. Conocimiento general acerca de la COVID-19 de los sujetos encuestados.

Poblacién total n= 918 Poblacién con sintomas n= 259
Con Sin Diagnéstico Dlagnéstico no
sintomas  sintomas confirmado confirmado
Consonienios n=259 n= 659 P n=186 n=73 P
n (%) n (%) n (%) n (%)
¢ Qué es la COVID-197 259 (100) 658(99.8) 0.718 186 (100) 73 (100)
Sintomas comunes como fiebre, fatiga, 1os seca, cefalea, mialgias y disnea. 259 (100) 655 (99.4) 0.565 186 (100) 72 (98.6) 0.282
Mani d menos f (g jes y ok ol 211(81.5) 447(725) 0.003 183 (82.3) 58 (79.5) 0.360
T N SO OO LR PR A P R e 253(97.7) 649(985) 0281 183(%84)  70(959) 0221
entre si (1-2 melros).
El SARS-CoV-2 se puede adquirir al locar una superficie u objeto en el que
estd adherido el virus e i di después de locarse laboca, lanariz 255 (98.)5 651 (98.8) 0452 182 (97.8) 73(100) 0.264
o0 los ojos.
Los adultos con dad graves, como
di op y diab: tienen un mayor riesgo 259 (100) 658 (99.8) 0.718 186 (100) 73 (100) -

de desarrollar complicaciones més graves por COVID-19.
€1 potencial do ¥ransmisiin do COVID-19 con la presencia de casos pre / .. os6) 633(96.1) 0211 178(957)  67(918)  0.170
asinlomdlicos.
El virus se puede itir incluso con cuando no se mantiene

Rk 225(86.4) 581(88.2) 0331 161 (86.6) 64 (87.7) 0495
la distancia interpersonal de 2 metros.
Las personas deben lavarse las manos con agua y jab6n durante al menos
20 segundos o aplicar un desinfectante de manos que contenga al menos 258(99.6) 651(98.8) 0228  185(99.5) 73 (100) 0.718

un 60% de alcohol. Ademds, las personas deben evitar ir a lugares
concurridos y evitar lomar el iransporte piblico.

Se utilizd chi cuadrada para el andlisis.
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Tabla 2. Comparaci6n de las caracteristicas generales de los sujetos encuestados

por sexo.
Mujeres Hombres
Caracteristicas generales n=918 n= 624 n=294
n (%) n (%) n (%)

Rangos de edad
17-24 afos 327 (36) 237 (38.0) 90 (30.6)
25-59 afios 546 (59) 365 (58.5) 181 (68.1)
2 60 afios 45 (5) 22 (3.5) 23 (7.8)
Regiones de México
Noroeste 442 (48.1) 322(51.6) 120 (40.8)
Noreste 24 (2.6) 17 (2.7) 7 (2.4)
Occidente 123 (13.4) 80 (12.8) 43 (14.7)
Centro 193 (21.0) 119 (19.1) 74 (25.3)
Sureste 136 (14.8) 86 (13.8) 50 (17.1)
TS/ECS 404 (44.0) 277 (44.4) 127 (43.3)
Contacto COVID-19 111 (12.1)  42(14.3) 69 (11.9)
Prevalencia de sintomas relacionados 259 (282) 172 (27.6) 87 (29.7)
con COVID-19
Casos confirmados de COVID-19 186 (20.3) 120 (19.2) 66 (22.5)
Visita reciente a hospital 276 (30.1) 188 (30.1) 88 (30.0)
Familiares/amistades con antecedente

726 (79.1) 506 (81.1) 220 (75.1)
de COVID-19.

TS: trabajador de la salud; ECS: estudiantes de ciencias de la salud. Contacto COVID-19:
incluye solo los Gltimos 14 dias. Se utilizé chi cuadrada o Prueba Exacta de Fisher para el

anélisis.

Tabla 3. Principales caracteristicas de los individuos con sintomas relacionados con

COVID-19 y afeccién del estilo d vida.

Si Diagnosti Diagnosti
asociados con COVID-19 COoVID-19
COVID-19 no confirmado  confirmado
n= 259 n=73 n= 186 p*
Mujeres 172 (66.4) 52 (71.2) 120 (64.5) 0503
Hombres 87 (33.6) 21(28.8) 66 (35.5)
Edad, afios 32.97+1240 33.36+1223 31.96+12.89 0.414
Divisién Geografica de
México
Noroeste 5(1.9) 1(1.4) 4(2.2)
Noreste 123 (47.5) 31 (42.5) 92 (49.5)
Oeste 30 (11.6) 13 (17.8) 17 (9.1) 0.361
Centro 58 (22.4) 15 (20.5) 43 (23.1)
Sureste 43 (16.6) 13(17.8) 30 (16.1)
Afecci6n del estilo de vida 90.42+14.92  89.89+16.27 90.96 + 13.65 0.621
Afecci6n de la vida laboral 79.10+£26.47  75.07 +30.28 80.65+24.72 0.164
Afeccién de la vida social 86.95 +22.10 86.85+22.22 86.99+22.11 0.964
Afeccién de las relaciones
75.41 £27.02 7452 +2544 75.75+27.68 0.742
familiares
TS/ECS 120 (46.3) 25 (34.2) 95 (51.1) 0.015
Exposicién directa a
49 (18.9) 4 (5.5) 45 (24.2) <0.001
COVID-19

TS/ECS: Trabajador de la Salud/Estudiante de Ciencias de la salud. Exposicion directa se refiere

a trabajadores o estudiantes de ciencias de la
COVID-19 confirmado. *Para la comparacion

salud que brindaban atencién a pacientes con
entre los grupos de sujetos con diagnéstico

confirmado y no confirmado de COVID 19 se realiz6 a través de la prueba de Chi-cuadrada para

las variables categéricas y t de Student para las variables numéricas.

sin sintomas, se encontré mayor afectacion en el primero,
en las relaciones familiares (75.41% +27.02% vs 69.80% +
28.94%, p=0.007) y enla vida laboral (79.07 % +26.47% vs
74.37% * 28.74%, p= 0.018). La vida social y el estilo de
vida en general no mostraron diferencias entre grupos
(86.95% £22.10% vs 87.15% +£19.58%, p=895y 90.19% +
15.56% vs 90.52% + 14.68%, p= 0.768 para el grupo con
y sin sintomas respectivamente).

Después, el grupo de sintomaticos, se subdividié en:
aquellos con diagnéstico confirmado (DC) por cualquier
prueba y aquellos no confirmados (DNC) y luego se
realizé una comparacién de las caracteristicas generales
y del nivel de afectaciéon en los diferentes aspectos
del estilo de vida. Todos los individuos con sintomas
percibieron que la pandemia habia afectado su estilo
de vida en un porcentaje promedio de 90,42% (89,9% vs
90.9% en el grupo de DNCy en el DC, respectivamente).
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Debido a que los trabajadores de la salud y los
estudiantes de ciencias de la salud (TS/ECS) son un
grupo de alto riesgo (n=120), se realiz6 una comparaciéon
entre aquellos con exposicion directa (n=49) y aquellos
sin exposicion directa (n=71) a pacientes con COVID-19
y encontramos mayor proporcioén de sujetos TS/ECS con
DC (24,2%) comparados con el grupo con DNC (5.5%)
con diferencias significativas. Ver tabla 3.

Prevalencia de sintomas de COVID-19

Los sintomas mas comunes de los 259 individuos fueron
cefalea en 74,1%, seguidos de fatiga 56,4%, tos 48,3%,
mialgia (46,3%), gripe (46,3%) y fiebre (42,9%). La
severidad de la enfermedad fue percibida como leve por
el 54% de los respondedores. Posteriormente se compar6
la prevalencia de sintomas por sexo y solo se presentaron
diferencias significativas en la fiebre (56,3% vs 36%, en
hombres y mujeres respectivamente, p = 0,002).

En individuos con percepciéon de enfermedad leve o
moderada, los sintomas mas frecuentes fueron en orden
de frecuencia cefalea, fatiga y gripe; por otro lado, en
individuos con enfermedad severa, los sintomas mas
frecuentes fueron fatiga, cefalea y fiebre sin mostrar
diferencias estadisticas. Cuando se comparé la
prevalencia de sintomas entre los grupos DNC y DC,
los sintomas més frecuentes en el primer grupo fueron
cefalea, gripe y tos, mientras que en el grupo con DC
fueron cefalea, fatiga, fiebre y mialgia. La percepciéon de
severidad de la enfermedad moderada y severa fue mas
frecuente en el grupo con DC. Ver tabla 4.

Caracteristicas geogrdficas del grupo con sintomas relacionados
con COVID-19.

Para describir la sintomatologia de acuerdo al area
geogréfica de México, las diferentes zonas estudiadas
se agruparon en 2 grandes regiones: la regiéon Norte
(zonas noreste y noroeste) y la region Sur (occidente,
centro y sureste del pafis).

Al comparar el conocimiento general sobre COVID-19
entre las 2 regiones Norte y Sur, no se encontraron
diferencias significativas entre las caracteristicas de la
enfermedad, transmisién y medidas de proteccion.

Solo se encontraron diferencias entre Norte y Sur en la
proporcién de casos AFA-COVID-19, y en la prevalencia
de fiebre y anosmia/disosmia. Los sintomas mas
frecuentes en el grupo DC en la region Norte fueron
cefalea (74,7%), fatiga (55,1%), anosmia (44,3 %) y mialgia
(44,3%), mientras que en el Sur fueron cefalea (73,3%),
fatiga (58,4%) y fiebre (54,5%).

Se compararon los grupos DC y DNC en
Region Norte

Se compararon los grupos DC y DNC de cada una de
las regiones estudiadas (Norte y Sur) Datos mostrados
en la tabla 5. Y finalmente, se realizé la comparacion
del grupo DC del Norte vs el grupo DC del Sur, y se
encontraron diferencias en la frecuencia de AFA-
COVID-19, la prevalencia de sintomas como anosmia /

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de sujetos con sintomas relacionados con

COVID 19 con y sin diagnéstico confirmado.

Diagnéstico  Diagnéstico

Prevalencia de Sintomas de COVID-19 COVID-19
Sintomas COVID-19
no confirmado confirmado

n= 259 n=73 n= 186 p*
Cefalea 192 (74.1) 47 (64.4) 145(78)  0.025
Fatiga 146 (56.4) 26 (35.6) 120 (64.5) <0.001
Tos 125 (48.3) 35 (47.9) 90 (48.4)  0.949
Mialgia 120 (46.3) 24 (32.9) 96 (51.6)  0.007
Gripe 120 (46.3) 39 (53.4) 81(43.5) 0.152
Fiebre 111(42.9) 16 (21.9) 95 (51.1)  <0.001
Anosmia/disosmia 106 (40.9) 14 (19.2) 92 (49.5) <0.001
Ageusia/disgeusia 94 (36.3) 9(12.3) 85 (45.7) <0.001
Dolor Toracico 76 (29.3) 16 (21.9) 60 (32.3)  0.100
Disnea 58 (22.4) 9(12.3) 49 (26.3)  0.005
Severidad de la sintomatologia
Leve 140 (54.1) 47 (64.4) 93 (50.0)
Moderada 93 (35.9) 19 (26.0) 74 (39.8)  0.008
Severa 23(8.9) 4 (5.5) 19 (10.2)

*Comparacion entre sujetos sintomaticos con y sin diagndstico confirmado de COVID
19. Los datos se expresan como media + desviacion estandar, frecuencias y

porcentajes. En tres sujetos la

idad de los sil

no se d 1t6. Sélo 10

sujetos con diagnéstico confirmado de COVID-19, reportaron neumonia.
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Tabla 5. Caracteristicas de los individuos con sintomas relacionados con COVID 19 en relacién con su area geogréfica.

Region norte Regién sur
n=158 n= 101
Diagnéstico  Diagnéstico Diagnéstico Diagnéstico
COVID-19 COVID-19 no COvVID-19  COVID-19 no
confirmado confirmado e confimado  confirado o
n=113 n=45 n=73 n=28

AFA-COVID-19 110 (97.3) 30 (80.0) <0.001 62 (84.9) 20(71.2) 0.128 0.003
Visita reciente a HCC 52 (46.0) 16 (35.6) 0.231 26 (35.6) 10 (35.7) 0.993 0.160
TS/ECS 57 (50.4) 14 (31.1) 0.027  37(50.7) 15 (53.6) 0.795 0.324
Exposicion directa

26 (23.0) 2(4.4) 0.006 19 (26.0) 2(7.1) 0.036 0.639
COVID-19
Fiebre 48 (42.5) 9(20.0) 0.008 47 (64.4) 7 (25.0) <0.001 0.004
Cefalea 89 (78.8) 29 (64.4) 0.062 56 (76.7) 18 (64.3) 0.207 0.742
Tos 52 (46) 22 (48.9) 0.744 38 (52.1) 13 (46.4) 0.613 0.421
Disnea 30 (26.5) 6(13.3) 0.064 19 (26.0) 3(11.1) 0.11 0.937
Faliga 68 (60.2) 19 (42.2) 0.041  52(71.2) 7 (25.0) <0.001 0.124
Anosmia disosmia 63 (55.8) 7(15.6) <0.001 29 (39.7) 7 (25.0) 0.167 0.033
Ageusia disgeusia 57 (50.4) 4(8.9) <0.001 28 (38.4) 5(17.9) 0.049 0.106
Mialgia 56 (49.6) 14 (31.1) 0.035 40 (54.8) 10(35.7) 0.086 0.485
Dolor Toracico 32 (28.3) 9(20.0) 0.282  28(38.4) 7 (25.0) 0.207 0.153
Sintomas MS 57 (50.4) 17 (40.5) 027  37(50.7) 22 (78.6) 0.011 0.881

HCC: Hospital o Centro de Salud; TS/ECS: trabajador de salud/estudiante de Ciencias de la Salud; HCFF-COVID-19:
Historia de contacto positivo con familiares o amigos con COVID-19; sintomas MS: percepciéon moderada a severa de la
sintomatologia. p1 y p2 Comparacién de la sintomatologia entre casos confirmados y no confirmados del Norte y Sur de
México respectivamente. p3 Comparacion de la sintomatologia de los casos confirmados entre el Norte y Sur de México.

disosmia, estos mds frecuentes en la regién Norte, por
otro lado, la fiebre se present6 con mayor prevalencia
en el Sur. Ver tabla 5.

DISCUSION

SARS-CoV-2 ha infectado a millones de personas y ha
causado cientos de miles de muertes en el mundo (Al-
Hanawi, 2020). La pandemia provocada por este virus ha
generado un estado de emergencia sanitaria con impacto
psicosocial significativo en la poblacién.

Este estudio muestra un panorama general sobre el
conocimiento de la poblacién mexicana acerca de la
COVID-19 y las medidas preventivas, se presentan
caracteristicas epidemiolégicas como prevalencia de
casos con sintomas, casos confirmados, prevalencia
de cada sintoma relacionado con COVID-19, asi como
grupos de riesgo. Se describe también la afectacion al
estilo de vida de la poblaciéon mexicana. En paises en
desarrollo como el nuestro, los efectos de una pandemia
pueden ser catastroficos y es esencial evaluar la situacion
desde diferentes 6pticas.

La mayor parte de los respondedores en este estudio
fueron mujeres lo que concuerda con lo observado
por Smith WG., 2008, quien reporto tasas de respuesta
mayores de mujeres para cuestionarios en linea, por lo

que, es poco probable un sesgo de seleccion diferencial.

E159.5% de la poblacién incluida en este estudio fueron
adultos de entre 25 y 55 afios, y mas del 95% demostré
tener conocimientos acerca de la COVID-19, las medidas
de prevencién y diseminacion; lo anterior podria deberse
a la gran cantidad de informacién general provista
por el gobierno y las instituciones de salud durante el
periodo en el que el estudio fue conducido. En cuanto a
conocimiento de la sintomatologia, el grupo de sujetos
que present6 sintomas relacionados con COVID-19,
tenia mayor conocimiento sobre los sintomas de menor
frecuencia de la enfermedad (gastrointestinales y
dermatolégicos) que aquellos que no habia presentado
sintomas. Lo anterior puede deberse a que aquellos
sujetos con sintomas poseen mayor interés por aumentar
su conocimiento acerca de la enfermedad o por recibir
mas informacién durante la consulta médica.

En México, el nimero de pruebas diagndsticas realizadas
fue minimo, sumado a la vulnerabilidad de algunas
regiones del pais y al alto costo de las pruebas. Estos
datos cobran relevancia debido a que, en nuestro pais,
solo una pequefia proporcién de los sujetos con sintomas
relacionados con COVID-19 acuden a recibir atenciéon
médica (Santana CG., 2020; Ritchie H., 2021).
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Del total de sujetos, 28% tuvieron sintomas relacionados
con COVID-19 y s6lo 71.8% de estos confirmé su
diagndstico a través del examen clinico o de estudios
de laboratorio. Esta cifra es muy alta comparada con
el reporte del gobierno de México (34.4% de los casos
confirmados) en mayo de 2021 (Direccién General de
Epidemiologia, 2021). Esta diferencia pudiera estar
relacionada con la alta proporcién de trabajadores de la
salud, con acceso a informacion y a pruebas diagnésticas
que fueron incluidos en este estudio.

Diferencias por género

Los resultados de este estudio muestran que las mujeres
tenian mayor prevalencia de casos de AFA-COVID-19
que los hombres; cuando se calcul6 el indice de
hombre/mujer del grupo con historia de COVID-19, los
resultados concuerdan con lo reportado por la revision
de Rozemberg S., (2020) para otros paises (indice 1,24
vs 1-3, respectivamente).

La prevalencia de sintomas relacionados con COVID-19
fue similar entre hombres y mujeres, sin embargo, el
nimero de DC fue mayor en mujeres (64.5%) que en
hombres (35.5%), lo que contrasta con la informacién
divulgada por el Instituto Nacional de Salud Publica
de México en mayo 2020, con casos con DC de 49.97%
en mujeres y 50.03% en hombres (INSP., 2020). Estas
diferencias en porcentajes podrian explicarse por la
diferencia en el tiempo entre el reporte del INSP y el
tiempo en que se realiz6 la encuesta.

Prevalencia de sintomas

Un estudio realizado en 12 hospitales europeos, mostré
que de una poblacion de 263 mujeres (63,1%) y 154
hombres (36.9%) leve y moderadamente afectados por
COVID-19 (sin necesidad de cuidados intensivos), las
mujeres presentaron significativamente mayor afecciéon
a nivel de olfato que los hombres (Lechien JR., 2020),
similar a los resultados obtenidos en este estudio.

En este estudio los sintomas en orden de frecuencia de
los sujetos con DC de COVID-19, fueron cefalea, fatiga,
fiebre, mialgia, anosmia/disosmia y tos, resultados
diferentes a los publicados por Ferndndez R., (2021)
quien reporto cefalea, artralgia/mialgia y dolor faringeo
como los mas frecuentes.

En lo que respecta a las diferencias por sexo, los
resultados de este estudio son similares a los reportados

por Fernandez, R., (2021) quien muestra 27.6% de
mujeres y 29.7% de hombres con sintomas comparado
con el 21.2% de mujeres y 21.9% de hombres de este
estudio.

Cuando los casos fueron divididos en DC y DNC, se
encontraron diferencias en la prevalencia de cefalea,
fatiga, mialgias, fiebre, anosmia/disosmia, ageusia/
disgeusia y disnea, mas frecuentes y severos en el grupo
con DC.

Diferencias por regiones de México

Los sintomas de la enfermedad son diversos debido
probablemente a las caracteristicas de los individuos,
la genética, y el estilo de vida regional. Pensando en
estas diferencias entre regiones de un mismo pafs,
incluidas aquellas variables socioculturales, decidimos
comparar la poblacién de acuerdo a la region Norte o
Sur. Encontramos diferencias en la prevalencia de casos
AFA-COVID-19 con mayor proporcién en la regién norte
(97.3% vs 84.9%) y en la prevalencia de fiebre, mayor en
el Sur del pais (42.5% vs 64.4%).

COVID-19 y estilo de vida.

La percepcién de la afectacion general en el estilo de vida
fue de 90%; la vida laboral y social fueron las esferas mas
afectadas. El analisis por género no mostré diferencias,
pero al realizar el andlisis en sujetos con y sin sintomas,
se encontraron diferencias en la afectacion de la vida
laboral y en las relaciones familiares. Estos resultados
eran esperados debido al aislamiento y las visitas al
médico ante la sospecha de enfermedad, la realizaciéon
de pruebas diagnoésticas y el aislamiento social e incluso
del nucleo familiar por al menos 14 dias de los casos
sospechosos o confirmados afectando ambas esferas.
En general el estilo de vida se afecté6 mayormente en
las mujeres.

La afectacion en el estilo de vida se relaciona directamente
con el estado emocional de los individuos. En México,
mas de un cuarto de la poblacion ha presentado sintomas
de distrés psicolégico y post-traumatico en respuesta a
COVID-19 (Gonzélez R., 2020 y Giorgi G., 2020) y de
acuerdo con otros autores, datos recientes de encuestas
de opinién publica, muestran que COVID-19 tiene
un impacto psicoldgico significativo (Giorgi G., 2020;
Asmundson G., 2020). La afectacion psicolégica puede
ser mas severa en ciertos grupos de riesgo, como los
TS/ECS. El 46.3% de nuestra poblacién con sintomas
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relacionados con COVID-19 pertenecian a este grupo,
de los cuales el 34% era personal de primera linea y de
ellos el 50.5% confirmé su diagnoéstico, desconocemos
si los no confirmados se realizaron las pruebas o si
salieron negativos. Se sabe que al inicio de la pandemia
este grupo en particular fue sujeto a discriminaciéon e
incluso a agresiones verbales y fisicas. Lo que revela la
necesidad de un manejo proactivo para el control de la
salud fisica y mental en este grupo de alto riesgo.

En la esfera social las medidas aplicadas del
distanciamiento social tienen como consecuencias el
aislamiento, la soledad, los cambios en los habitos diarios
y la inseguridad econémica. Méas atin, son factores de
riesgo ligados a la ocurrencia de desorden por estrés
agudo y episodio depresivo, estrés post-traumatico y
sentimientos como miedo, ansiedad y angustia, con
efectos potenciales a largo plazo en la funcion cerebral
(Angus Reid Institute, 2020). Los sujetos en este estudio
declararon una percepcion de afectacion de la vida social
de alrededor de 87%, esto se vuelve muy relevante
debido a los efectos que pueden esperarse a nivel de la
salud mental en México.

Por otro lado, la percepcion de que su vida laboral se
afectd en alrededor del 75% es otro punto relevante
debido a que diversos factores ocupacionales se han
asociado con la exacerbacién o moderacion del impacto
de COVID-19 en la salud mental de los trabajadores
(Giorgi G., 2020).

Conforme el impacto de la enfermedad continte,
las consecuencias econémicas y la respuesta a ella
empezardn a incrementarse, tales como la pérdida de
trabajos, cierre de negocios y desplome de la actividad
financiera (Li, Y., 2020), conduciendo a una pérdida
importante del ingreso para los trabajadores y a un
aumento del nimero de personas que viven en la
pobreza, especialmente en las economias en desarrollo
como la de México (UNDESA, 2020).

La pandemia por COVID-19 puede, desafortunadamente,
resultar en un incremento del nivel de la poblacién
con resultados desfavorables para la familia y los
nifios (Statistics Canada, 2020); se estima que un gran
porcentaje de familias mexicanas han tenido ya un
impacto sustancial a nivel socio-econémico. El Consejo
Nacional de Evaluacién de la Politica de Desarrollo
Social (CONEVAL, 2020) estim¢é un incremento entre 8.9
y 9.8 millones de mexicanos con un ingreso por debajo
delalinea de la pobreza debido a la crisis por COVID-19.

Este estudio es el primero que proporciona una imagen
global del conocimiento de la poblacion acerca de
COVID-19, la variabilidad de los sintomas entre las
regiones del pais y entre los individuos y otros datos
de relevancia epidemiolégica y socioecondémica. Sin
embargo, nuestra investigacion posee limitaciones
inherentes al disefio del estudio y otras como la falta
de verificacién de la calidad del conocimiento que los
sujetos poseen acerca de la COVID-19, de la transmision,
prevencion y sintomas asociados, la falta de evaluaciéon
de la relacién conocimiento/aplicacién de las medidas
preventivas y la falta de informacién acerca de las
pruebas diagnosticas realizadas y pruebas positivas en
sujetos con ausencia de sintomas. Ademas, se desconoce
si la poblacion de estudio tiene el conocimiento y la
habilidad suficiente para medir con precision algunos
signos como la fiebre, aunado a los diversos factores
que pueden influenciar la medicién de la temperatura
corporal. Otra limitacion es la falta de informacién acerca
de otros factores que influencian la presencia de otros
sintomas generales como la cefalea y la fatiga. Asi como
la falta de variables especificas asociadas a la afectacion
del estilo de vida. Por lo tanto, es necesario desarrollar
nuevas investigaciones que amplien el conocimiento
acerca del estilo de vida en sus tres esferas y que evalten
el dafio causado por la pandemia a la salud fisica, mental
y emocional de la poblacién general y principalmente de
grupos de riesgo. Es esencial estudiar y atender la salud
fisica de los individuos y considerar, los efectos y las
consecuencias a nivel psicolégico, laboral y econémico.

CONCLUSION

Los efectos de la pandemia a nivel individual y
poblacional son diversos, la dificultad del diagnoéstico
y control de la enfermedad requieren el reconocimiento
de patrones epidemiolégicos, el comportamiento de la
enfermedad, sus sintomas, complicaciones y secuelas
en las diferentes etnias y regiones de los paises mas
afectados por este problema. De esto dependen los
programas de prevencién primaria y de tratamiento
oportuno aplicados por los expertos en la Salud Publica.
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RESUMEN

La depresion es un problema de salud publica a nivel
mundial; en los tltimos afios tomo fuerza su relevancia
por el aislamiento debido a la pandemia por COVID-19y
el obligado cambio en el sistema educativo, lo que provocé
que se agravaran los sintomas de estrés y depresion
en los jovenes estudiantes; en este proceso interviene
la microbiota intestinal debido a la comunicacion a
través de nervios simpaticos, parasimpaticos y el eje
Hipotalamo-Hipofisis-Suprarrenal (HHS), asimismo
los factores estresores pueden modificar la microbiota
intestinal, por lo cual clarificar el papel del protista
comensal Blastocystis habitante del intestino de los
humanos y su significancia clinica es crucial. Por lo que
el objetivo fue analizar los niveles de depresion y estrés
y su relacién con Blastocystis en alumnos de pregrado.
Est4 en proceso un estudio de ensayo de campo del
cual se analizaron muestras de heces de 63 estudiantes
de pregrado, se analiz6 la presencia de Blastocystis por
microscopia, se aplicé el inventario de depresion de
Beck Il'y el inventario SISCO SV-21 de estrés académico.
La colonizacién por Blastocystis en los alumnos fue de
46.03 % vy se relacion6 con menor tendencia de estrés,
ademas mostraron menores problemas de concentraciéon
y mayor capacidad para afrontar este sintoma (U-Mann-
Whitney p = 0.04).

Palabras clave: Depresion, Estrés, Blastocystis, Microbiota
intestinal.

ABSTRACT

Depression is a public health problem worldwide; In
recent years, its relevance has gained strength due to the
isolation due to the COVID-19 pandemic and the forced
change in the educational system, which has caused
the symptoms of stress and depression to worsen in
young students; the gut microbiota is involved in this
process due to communication through sympathetic
and parasympathetic nerves and the Hypothalamic-
Pituitary-Adrenal (HPA) axis; likewise, stressors can
modify the intestinal microbiota, thus clarifying the role
of the commensal protist Blastocystis in humans and its
clinical significance is crucial. Therefore, the objective
was to analyze the levels of depression and stress and
their relationship with Blastocystis in undergraduate
students. A field trial study was carried out in which
stool samples from 63 undergraduate students were
analyzed, the presence of Blastocystis was analyzed by
microscopy, and the Beck II depression inventory and
the SISCO SV-21 inventory of academic stress were
applied. Colonization by Blastocystis in the students was
46.03% and was related to a lower tendency to stress
and showed fewer concentration problems and a more
remarkable ability to cope with this symptom (U-Mann-
Whitney p = 0.04).

Key words: Depression, Stress, Blastocystis, Gut
intestinal.
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INTRODUCCION

La depresion es una enfermedad frecuente que afecta
alrededor de 280 millones de personas en el mundo (OMS,
2021). En México, se ha reportado que en los estudiantes
universitarios alrededor del 90% ha presentado sintomas
depresivos lo que afecta su desempefio académico
(Martinez-Martinez et al., 2016). Otro dato importante
relacionado con esta enfermedad son las carreras de la
salud en las cuales se ha reportado que la sintomatologia
de depresion se presenta a lo largo del ciclo académico
en mas del 40% de los estudiantes (Puig Lagunes et al.,
2020), en este grupo etario las mujeres tienen més riesgo
de padecer depresiéon que los hombres, sin embargo
los hombres corren mayor riesgo de suicidio ya que no
frecuentan orientacién profesional (Albert, 2015; Mirza
et al., 2021). Las personas con depresion experimentan
falta de placer e interés en las actividades cotidianas,
pérdida o ganancia de peso, insomnio o hipersomnia
(Malhi & Mann, 2018), dificultad para concentrarse, falta
de energia, sentimientos de culpa y de castigo e incluso
pensamientos suicidas (APA, 2014), estos sintomas se
agravaron durante el aislamiento social en el afio 2020
dado por la pandemia causada por el COVID-19 con el
aumento de estrés en los jovenes estudiantes (C. Liu et
al., 2021).

Uno de los factores principales para el desarrollo de
depresion es el estrés, el cual se puede definir como un
sistema bioldgico de alerta y respuesta ante cualquier
cambio o estimulo interno o externo (Torrades, 2007).
Ante estos estimulos interviene el eje Hipotalamo-
Hipdfisis-Suprarrenal (Hypothalamic-Pituitary-Adrenal
Axis HPA, por sus siglas en inglés) en la homeostasis
(McEwen, 2017), primero secreta Hormona liberadora de
corticotropina (Corticotropin-realeasing hormone CRH,
por sus siglas en inglés) en el ndcleo paraventricular
del hipotdlamo, esta acttia en la hipdfisis para liberar
Hormona adrenocorticotrépica (Adrenocorticotropic
hormone ACTH, por sus siglas en inglés) (Joseph &
Whirledge, 2017). En respuesta al estimulo de la ACTH
la glandula suprarrenal libera glucocorticoides como el
cortisol que es el de mayor actividad en el organismo
(Lightman et al., 2020); a nivel cerebral, cuando se secreta
por un estresor agudo, mejora la memoria de trabajo y
procesos cognitivos, mientras que si es por un estresor
crénico se asocia a déficit en la consolidacion de la
memoria. Puede regular la formacién y eliminacion de
dendritas de las neuronas corticales siguiendo el patrén
de ritmo circadiano, que tienen un rol importante en los

procesos de aprendizaje y memoria (Rao & Androulakis,
2019).

En este proceso del estrés también interviene la microbiota
intestinal, ya que existe comunicacion con el cerebro a
través de los nervios simpaticos y parasimpaticos (Socata
et al., 2021) y el eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Suprarrenal
(Cryan et al., 2019). La microbiota intestinal puede
sintetizar varios neurotransmisores como acido gamma
aminobutirico , dopamina, norepinefrina y serotonina
(Morais et al., 2021). A su vez, factores estresores pueden
afectar la microbiota intestinal (Galley et al., 2014)por lo
tanto, provocar una desregulacién de neurotransmisores
que intervienen en alteraciones del estado de animo
(Martin & Mayer, 2017).

El intestino humano alberga un sistema complejo y
diverso de microorganismos mutualistas, que consiste en
bacterias, hongos, virus, arqueas y protozoarios (Alam
& Neish, 2018). Uno de los microorganismos que se
encuentran con mayor frecuencia en el intestino humano
es Blastocystis, un Eucariota Stramenopile o Heterokonta,
superfilo principal de eucariotas que se compone de
diversos organismos multicelulares y unicelulares, a su
vez estos pueden ser autétrofos y heterétrofos, dentro
de estos ultimos se encuentra Blastocystis (Farré, 2020),
coloniza una amplia variedad de especies alrededor del
mundo como lo son humanos, primates no humanos,
roedores, aves, reptiles, anfibios e invertebrados (C.
Rune Stensvold & Clark, 2016). Se estima que coloniza
alrededor de mil millones de individuos en el mundo
(Scanlan & Stensvold, 2013). 22 subtipos de Blastocystis
han sido identificados sin embargo s6lo 17 son
reconocidos de los cuales los subtipos 1 al subtipo 9 (ST1-
ST9) son reportados en humanos (ST1-ST9), de estos
altimos, son los subtipos 1 al 4 (ST1-ST4) los que son mas
frecuentes en los humanos (Alfellani, 2013; Skotarczak,
2018). La patogenicidad de Blastocystis es controverial
ya que existen estudios donde su prevalencia es mayor
en individuos sanos (Scanlan ef al., 2014), estos sujetos
albergan una mayor riqueza y diversidad de bacterias
intestinales y una microbiota intestinal saludable (Lukes$
et al., 2015) y se considera cada vez mas como miembro
de la microbiota intestinal sana (Christen Rune Stensvold
et al., 2022) incluso se postula en investigaciones como
un potencial agente probidtico (Andersen & Stensvold,
2016); otros estudios sugieren su asociacién con el
Sindrome de Intestino Irritable y disbiosis intestinal
cuando los individuos estan colonizados (Lepczyriska
et al., 2016; Nourrisson et al., 2014). Cabe recalcar que la
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disbiosis también se relaciona a enfermedades graves
como diabetes, obesidad y por supuesto depresion
(Foster et al., 2017). Por esta razoén la significancia clinica
de Blastocystis atn no es clara (Andersen & Stensvold,
2016; Audebert et al., 2016; Yakoob et al., 2010). Se cree
que toda esta disimilitud se debe a la gran variedad de
subtipos que existen (Skotarczak, 2018). Por lo tanto es
necesario dilucidar el papel de este protozoario miembro
de la microbiota intestinal en personas portadoras.

Durante el aislamiento por la pandemia causada por
el COVID-19, la poblacién universitaria mostré mayor
prevalencia de depresién (C. Liu et al., 2021) y estrés,
ademads de puntajes mas altos en el Cuestionario sobre
la salud del paciente-9 (Patient Health Questionnaire por
sus siglas en inglés PHQ9) y en la Escala revisada del
evento estresante (Impact of Event Scale-Revised por sus
siglas en inglés IES-R), lo que significa que presentaron
mayor niveles de depresién y estrés (Essadek & Rabeyron,
2020). Como parte de esta problematica la Organizacion
Mundial de la Salud report6 que la prevalencia global de
la depresion aument6 hasta un 25% durante el primer
afio de la pandemia por COVID-19 incluyendo un
mayor riesgo de comportamientos suicidas en jovenes
(OMS, 2022). Debido a lo anterior el objetivo de este
estudio es analizar los niveles de depresion y estrés y
su relacion con Blastocystis en alumnos de pregrado de
las Licenciaturas de Medicina, Nutricion y Psicologia.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue aprobado por el comité de ética de la
Facultad de Medicina y Nutricién de la Universidad
Juarez del Estado de Durango con el nimero de registro
CEI-FAMEN-17). Los estudiantes fueron previamente
informados acerca del estudio y todos los participantes
firmaron un consentimiento informado. Solo los
participantes que completaron todas las mediciones de
interés fueron incluidos dentro del andlisis de datos. Este
estudio es un ensayo de campo del cual se hizo un reporte
transversal con muestreo probabilistico realizado entre
noviembre y diciembre del 2021. El criterio de exclusién
fue haber recibido tratamiento antibiético durante los 3
meses previos al estudio. Los alumnos contestaron un
cuestionario de sintomas gastrointestinales en formato
digital, que consistia en preguntas de opcién mdltiple
basadas en los criterios de diagnéstico de ROMA 1II (Bai
et al., 2017; Drossman, 2006).

Inventario de depresion de Beck

Se les aplico el Inventario de Depresion de Beck II (BDI-
II) adaptado a la poblacién mexicana, es un instrumento
de autoaplicacién que consta de 21 items con cuatro
opciones de respuesta (0 a 3 puntos) disefiado para
evaluar la gravedad de los sintomas de depresion de
acuerdo a la puntuacién total que puede variar si tienen
los siguientes puntos de corte: 0-13, depresién minima;
14-19, depresion leve; 20-28 depresién moderada; y 29-
63 depresion severa (Gonzélez et al., 2015).

Inventario SISCO SV-21 de estrés académico

Para la medicién de estrés se realiz6 el inventario SISCO
SV-21 (Inventario SIStémico Cognoscitivista segunda
version de 21 items) para el estrés académico, constituido
por 21 items con un item de filtro, en término dicotémico
(si-no), permite determinar si el encuestado es candidato
o no a contestar el inventario. Un item escala tipo Likert
con cinco valores numéricos (1-5 donde uno es poco y
cinco mucho), permite identificar nivel de intensidad
de estrés académico. El cuestionario estd dividido en
3 secciones en una escala tipo Likert de seis variables
categoricas (nhunca, casi nunca, rara vez, algunas veces,
casi siempre y siempre) que valoran los estimulos
estresores, los sintomas ante un estimulo estresor y las
estrategias de afrontamiento (Barraza, 2018).

Examen parasitologico

Las muestras de heces fueron colectadas en tubos con
formaldehido al 10% para examen coproparasitoscopico
por triplicado. La identificacion microscoépica de
Blastocystis se llevé a cabo de tres dias diferentes de
deposicion. Se realiz6 la técnica de Ritchie modificada
(Anécimo et al., 2012) en la preparacion de las muestras
para luego ser observadas bajo el microscopio. Se
mezclaron 10 pL de cada muestra de heces con 20
pl de soluciéon yodada de Lugol y se cubrieron con
un cubreobjetos de 21 x 26 mm. El portaobjetos se
examiné para Blastocystis a 300 campos 6pticos con un
aumento de 250 x (20 x objetivo y 12.5 x ocular) y, en
caso de organismos sospechados, 500 x (40 x 12.5 x). La
observacion de cada lamina tuvo una duracién promedio
de 5 min. El criterio diagnoéstico para positividad fue al
menos 2 formas vacuolares del parasito en cualquiera
de las tres muestras y solamente un microscopista
entrenado realiz6 el diagnoéstico (Bart et al., 2013).

REMDIS Vol. 2, No. 15. Junio 2022 ISSN: 2594-1445

CIENCIAS BIOMEDICAS | 71



Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de las variables
recopiladas en los inventarios de depresion y estrés, para
todos los valores continuos, las hipétesis de normalidad
se evaluaron utilizando la prueba de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov, se utilizaron pruebas no
paramétricas U de Mann-Whitney para comparacién
entre los grupos, no colonizados y colonizados por
Blastocystis. El tamano de la muestra se determiné de
acuerdo a un estudio previo reportado por Guangorena
-Gomez y cols de acuerdo a los sintomas de estrés
(Dimensién de estresores del Inventario SISCO de
estrés academico) y los no colonizados y colonizados
por Blastocystis por diferencia de medias para muestras
independientes (Guangorena-Goémez et al., 2022)the
Firmicutes to Bacteroidetes ratio ( F/B ratio dando un
tamafo de muestra de 64 sujetos por grupo. Se considerd
significativo un valor de p <0.05. El analisis estadistico
se realiz6 con el programa estadistico Stata versién 13.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se excluyeron 4 sujetos porque las muestras eran
insuficientes y/o cuestionarios incompletos, se obtuvo
como muestra final a 63 participantes. De los 63
participantes la mayoria fueron mujeres n = 42 (66.67 %),
y en menor proporcién 21 hombres (33.33%). La media
de edad fue de 20.66 + 1.53 afios. La frecuencia de
colonizados fue de 46.03 % lo cual concuerda con la
frecuencia reportada en 2020 a esta misma cohorte de
alumnos universitarios (Pérez et al., 2020). En cuanto a
los hallazgos més importantes de la presentacion de los
sintomas depresivos en los 63 estudiantes, se encontré
diferencia entre “sentimiento de castigo”, siendo mayor
en hombres a diferencia de las mujeres (0.52 £ 0.81 y
0.21 £ 0.60, respectivamente, p = 0.03). Los sentimientos
de “llanto” e “indecisién” tuvieron mayor presencia en
mujeres en comparacion con los hombres (0.19 + 0.40
y 1.02 + 0.94, respectivamente, p = 0.003). El puntaje
total del inventario obtenido de los items fue mayor en
mujeres que en hombres (17.80 £ 10.08 y 14.20 + 9.90,
respectivamente, p = 0.17) (Tabla 1).

En este estudio las mujeres presentaron una mayor
intensidad de sintomas de depresién comparado con
los hombres tal como se report6 en estudios previos (Z.
Liuetal., 2021; Meda et al., 2021; Nakhostin-Ansari et al.,
2020). En nuestro estudio, cambios en el apetito, cambios
en el habito de suefio y dificultad de concentracién son
los items con mayor puntuacién, concord¢ la frecuencia

de estos ultimos dos sintomas en comparacién con
un estudio transversal durante el confinamiento por
COVID-19 donde se incluyeron a 323 estudiantes de
medicina iranies, se aplicaron en linea los Inventarios
de Ansiedad de Beck y el Inventario de depresion de
Beck II (Nakhostin-Ansari et al., 2020). De acuerdo a los
resultados y la comparacion entre género, los items que
mas impacto tuvieron en mujeres fueron “indecision” y
“llanto” (Tabla 1), donde este tiltimo es frecuentemente
reportado como uno de los mas prevalentes dentro del
género femenino como lo reporté De S4 en su estudio
donde se realiz6 un muestreo por conglomerados en dos
etapas en Instituciones de Educacién Superior en Brasil
donde se recluté a 12,677 estudiantes (5,692 hombres y
6,985 mujeres) y se aplico el Inventario de Depresion de
Beck II en donde el porcentaje de mujeres que reporté
este sintoma fue de 31% a diferencia del 11% que se
report6 en hombres (De S et al., 2019).

En el presente estudio la relacién de los niveles
de depresion y la colonizacion por Blastocystis, los
sujetos portadores de este protozoario mostraron un
discreto aumento en el puntaje de Beck aunque no fue
significativo (Tabla 1), los resultados se ven apoyados
por un estudio experimental con ratas las cuales fueron
oralmente infectadas por Blastocystis ST-4, posterior a
eso se observo su comportamiento en un ciclo de luz-
oscuridad 12h:12h, se sometieron a las prueba de laberinto
en cruz elevado y de nado forzado, como resultado
ratas infectadas estuvieron més propensas a presentar
comportamientos similares a la depresion. (Defaye et al.,
2020). Concordando con este estudio experimental, un
estudio de casos y controles llevado a cabo por Kamal
et al. en 2021 en la Clinica ambulatoria de psiquiatria y
neurologia de los Hospitales universitarios de Minia,
Egipto, donde se categoriz6 a 983 pacientes de acuerdo
con el desorden psiquiatrico diagnosticado, los pacientes
con depresion presentaron alta prevalencia de parasitos
intestinales; entre todos los pardasitos encontrados el
mas prevalente dentro de los pacientes psiquiatricos fue
Blastocystis con 16% y en los no psiquiatricos 5.1 % con
un OR de 3.47 (1.C.95 2.5-4.83) (Kamal et al., 2021). En
un estudio transversal retrospectivo se tomé una base
de datos de la que se extrajeron 979 sujetos mayores
de edad, se analizaron las muestras de heces mediante
PCR tiempo real en busca de parasitos y se aplicé a
cada sujeto el Cuestionario del paciente Bioscreen del
que Unicamente se analizaron los items relacionados a
dominios psicolégicos (depresivo, neurocognitivo, estrés
y ansiedad, suefio), no hubo efecto en la severidad de
sintomas relacionados con la presencia de Blastocystis,
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Tabla 1. Presentacion de sintomas depresivos en estudiantes de pregrado de acuerdo con sexo y colonizacién por

Blastocystis.

ftem Total Hombre Mujer No colonizados Colonizados

63 21(33.33 %) 42(66.67 %) 34 (53.97 %) 29 (46.03 %)

1.Tristeza 0.36+0.57 0.23+043 0.4210.63 0.32£0.58 0.41 £ 0.56
2.Pesimismo 0.56+0.64 0.47+0.51 0.59+0.70 0.67 £ 0.72 0.42 +0.50
3.Fracaso 050+064 061+0.74 0.45%0.59 0.52+£0.70 0.48 £ 0.57
4.Pérdida de placer 0.73+0.70 0.66+0.65 0.76+0.72 0.64 + 0.69 0.82+0.71
5.Sentimiento de culpa 0.73+0.72 0.57+0.81 0.80 £ 0.67 0.64 £ 0.59 0.82+0.84
6.Sentimiento de castigo 0.31+0.69 0.52+0.81 0.21 £ 0.60 0.29 £ 0.62 0.34 £ 0.76
7.Disconformidad con uno mismo 0.82 £0.90 0.80 £0.92 0.83£0.90 0.74 £ 0.94 0.86 £ 0.87
8.Autocritica 052+096 0.57+0.92 0.5+ 0.99 0.70 £ 1.00 0.31+£0.80
9.Pensamientos y deseos suicidas  0.34 + 0.59 0.28 £ 0.46 0.38 £ 0.66 0.44 + 0.66 0.24 £ 0.51
10.Llanto 0.74+0.89 0.19+0.40 1.02+0.94 0.70 £ 0.20 0.79 £ 0.90
11.Agitacion 0.85+0.85 0.71+0.84 0.92+0.86 0.79 £ 0.91 0.93+0.79
12.Pérdida de interés 0.82+£0.68 1.04+0.92 0.71+0.50 0.79£0.73 0.86 + 0.58
13.Indecision 0.74+0.86 0.47 +£0.81 0.88 + 0.86 0.76 + 0.88 0.72+0.84
14.Desvalorizacién 0.53+0.75 0.52+0.87 0.54+0.70 0.55+0.82 0.51+0.68
15.Pérdida de energia 0.88+0.72 0.71+0.78 0.97£0.68 0.82+0.79 0.96 + 0.62
16.Cambio en habitos de suefio 2.00 + 1.96 1.76 £ 1.81 2.11+2.00 1.58 £ 1.77 2.40+2.00
17.Irritabilidad 069+0.77 061+066 0.73+0.82 0.61+0.73 0.79 £ 0.81
18.Cambios en el apetito 2.00 +1.90 1.52+1.60 2.28+2.08 2.02+1.85 2.03+2.11
19.Dificultad de concentracion 1.20£0.80 1.04 £0.92 1.28 £0.74 1.08 £ 0.83 1.34+0.76
20.Cansancio o fatiga 0.92+0.92 0.71+0.90 1.02 £0.92 0.82+0.93 1.03 £0.90
21.Pérdida de interés en el sexo 026+054 0.19+040 0.30+0.60 0.29 £ 0.57 0.24 +0.51
Puntaje BDI-II 16.63 £ 10.08 14.20+9.90 17.80+17.08 15.94 +10.74 17.44 +9.37

BDI-II: Inventario de depresién de Beck-Il; X: Media; DE: Desviacion estandar; Prueba estadistica: U-Mann-Whitney;

Significancia estadistica en negritas: p<0.05
sin embargo si se report6 diferencia en cuanto al género
siendo las mujeres mas afectadas (Ganci et al., 2021),
tal como se reporté en nuestros hallazgos con puntaje
promedio de 14.20 + 9.90 en hombres y 17.80 + 10.08 en
mujeres.

En cuanto al inventario de estrés académico SISCO
SV-21, los estresores con més impacto en los alumnos
fueron “la poca claridad de los profesores”, “la forma
de evaluacion de los profesores” y “la personalidad
de los profesores”. Siendo entre estos tres el estresor
de mas impacto entre género “la forma de evaluacion
de los profesores” afectando en mayor medida a los
hombres, que a las mujeres (4.00 £ 1.66 y 2.83 + 1.80,
respectivamente, p = 0.02). En cuanto a los sintomas que
mas se presentan en los estudiantes a consecuencia de
los estresores fueron los “problemas de concentracién”,
“tendencia a polemizar o discutir” y la “ansiedad,
angustia o desesperacién”, ninguno de los anteriores
mostré diferencia entre género, en cambio el sintoma
“desgano para realizar labores escolares” fue el que
mostré mayor puntaje en mujeres a diferencia de los
hombres (3.38 +1.73 y 2.38 + 1.37, respectivamente, p =
0.03) (Tabla 2).

Las estrategias de afrontamiento que mas utilizaron
los estudiantes fueron “Obtener lo positivo de la
situacion”, “Recordar situaciones similares anteriores”
y “Establecer soluciones concretas”. De los hallazgos
mas importantes en este rubro se encuentra una mayor
capacidad de los hombres para “Recordar soluciones

ocurridas anteriormente para afrontar los estresores” en
comparacioén con las mujeres (4.00 +1.76 y 2.83 £ 1.73,
respectivamente, p = 0.01). Las mujeres mostraron mayor
capacidad para la elaboracién de un plan a diferencia
de hombres (3.42 £ 1.76 y 2.00 + 1.45, respectivamente,
p =0.0027) (Tabla 2).

En nuestro estudio los hombres mostraron niveles
mayores de estrés, lo cual difiere de la literatura
reportada previamente en las que mujeres tenian mayor
estrés (Avalos Latorre & Trujillo Martinez, 2021; Luna
et al., 2020). Ademds encontramos como tultimo factor
estresor “la sobrecarga de tareas”, el cual en otro estudio
transversal realizado en 194 estudiantes universitarios
en Pert, fue descrito como el estresor que mas afectd
a los alumnos en el contexto de la pandemia por
COVID-19 (Luque Vilca et al., 2021). La poca claridad de
los profesores como estresor mas importante, puede ser
explicada en torno al poco entendimiento y conocimiento
de la modalidad a distancia por ambas partes (CEPAL,
2020).

Otro de los hallazgos importantes fue que los alumnos
colonizados por Blastocystis, mostraron menos problemas
para concentrarse ante factores estresores (p = 0.04)
(Tabla 2, Figura 1), esto podria explicarse debido a que
un sujeto portador de Blastocystis preserva una mayor
diversidad y riqueza de microbiota intestinal, tal como
lo describe Tito et al. en una cohorte de 616 individuos
sanos en Bélgica y otra cohorte de 107 pacientes con
Enfermedad Intestinal Inflamatoria, donde se reporté
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Tabla 2. Presentacion de estresores, sintomas y estrategias de afrontamiento mas comunes en estudiantes de pregrado de acuerdo
con sexo Yy colonizacién por Blastocystis.

’ Total Hombre Mujer No Colonizados
Item 63 21 42 colonizados 29
(33.33 %) (46.03 %) 34 (53.97) (46.03%)
Estresores
1.Sobrecarga de tareas y trabajos escolares 1.98 £ 0.97 1.84+1.01 204+096 1.84+0.83 213%1.05
2.La personalidad y el caracter de los/as profesores 3.04 £ 1.65 3.42+157 2.88+1.68 3.18+1.55 2.89+1.77
3.La forma de evaluacién de los profesores 3.19+1.83 400+1.66 2.83+1.80 3.18+1.72 3.20+1.98
4.El nivel de exigencia de los profesores 2.68 + 1.69 3.05+1.80 252+1.64 278+1.69 2.58+1.72
5.El tipo de trabajo que piden los profesores 2.67 + 1.66 278+1.68 261+1.66 296+1.71 2.34+1.56
g'rz:,zg‘oﬁgs"'m“a“ para hacer el trabajo que encargan los 286+158 315:177 273+149 284+143 289+1.75
7.La poca claridad sobre lo que quieren los profesores 349+1.74 4.00+1.73 3.26+1.72 343+1.72 3.55+1.80
Sintomas
1.Fatiga crénica (cansancio permanente) 3.03+1.71 263+1.73 3.21+168 290+155 3.17+1.89
2.Sentimientos de depresion y tristeza (decaido) 268+169 268+141 269+182 253+1.62 286+1.78
3.Ansiedad, angustia o desesperacion 3.10+1.64 283%+1.33 3.21+1.76 3.22+1.72 296156
4 Problemas de concentracion 3.30+£1.78 3.83+1.97 3.00+1.67 3.74%x1.69 2.82+1.79
5.Sentimiento de agresividad o aumento de irritabilidad 2.76 £ 1.47 272+167 278+140 258+1.38 296+ 1.56
6.Conflictos o tendencia a polemizar o discutir 3.26 £ 1.57 3.38+1.68 3.21+153 3.12+1.52 3.41+1.63
7.Desgano para realizar las labores escolares 3.08+1.69 2.38%1.37 3.38%*1.73 3.12+1.47 3.03+1.91
Estrategias de afrontamiento

1.Concentrarse en resolver la situacion que me preocupa 2.88+1.49 284+146 290+1.52 281+1.44 296+ 1.56
2 Establecer soluciones concretas para resolver las 3.03+1.77 257+189 323+170 315+1.88 2.89+1.67
3.Control sobre las emociones 2.27 £1.36 231+145 226+1.34 246+1.50 2.06+1.19
4 Recordar situaciones similares ocurridas anteriormente y
pensar en cémo las soluciona 3.19+1.81 4.00+1.76 2.83+1.73 350+1.81 2.86+1.78
5.Elaboracién de un plan para enfrentar los estresores 298 +1.79 200+1.45 3.42+1.76 256+1.70 3.44+1.80
6.Fijarse o tratar de obtener lo positivo de la situaciéon que 355+ 1.75 384+165 342+179 350+1.86 3.62+1.65

preocupa

X: Media; DE: Desviacion estandar; Prueba estadistica: U-Mann-Whitney; Significancia estadistica: p<0.05

una elevada prevalencia de Blastocystis en la cohorte de
individuos sanos, ademas se correlacion¢ el subtipo 4 de
este protozoario con la bacteria Akkermansia, sugiriendo
que Blastocystis es parte de una microbiota saludable
(Tito et al., 2019), esto sugiera que Blastocystis puede ser
un organismo clave en el ecosistema intestinal, ya que
cuando no hay diversidad y riqueza en la microbiota
ocurre disbiosis y puede condicionar a un mayor estado
depresivo (Fontana et al., 2020), por otro lado en una
cohorte de 202 estudiantes universitarios mexicanos a
quienes se solicité muestras fecales y de cabello, y se
aplicaron los inventarios de “Escala de Estrés Percibido”
e “Inventario de estrés académico SISCO” y se midid
cortisol en cabello se encontré que los individuos
que estaban colonizados por Blastocystis subtipo 4
presentaron menores niveles de cortisol en cabello y
sintomas psicoldgicos de estrés de manera global medido
a través de los inventarios (Guangorena-Gémez et al.,
2022)the Firmicutes to Bacteroidetes ratio ( F/B ratio;
concordando con esto, en otro estudio in vitro acerca las
interacciones entre bacterias intestinales y Blastocystis
subtipo 4, este dltimo mostré un efecto protector en
la barrera epitelial intestinal al ser co-cultivado junto
con Bacteroides vulgatus un patégeno oportunista,
mediante la mayor expresion de especies reactivas de
oxigeno e incremento en los genes reguladores del estrés
oxidativo hubo un decremento de unidades formadoras

de colonias Bacteroides vulgatus (Deng & Tan, 2022),
que esta relacionado con marcadores inflamatorios
produciendo lipopolisacaridos (LPS), que a través de
las células CD4 se producen interleucinas 6, 8 y TNF-a
(Yan et al., 2021). Se cree que el estrés provocado por la
aplicacion de lipopolisacaridos de la pared celular de
bacterias Gram negativas o por otras causas, activa la
respuesta inmunitaria innata y los receptores de tipo
toll en la membrana de diversas clases de linfocitos. La
activacion de los receptores TLR4 induce la activacion
de la subunidad  del factor necrético kappa que, a su
vez, activa el inflamasoma NLPR3, lo que provoca la
liberaciéon de la caspasa 1 y la subsecuente liberacion
de IL-1p e IL-6. Estas citocinas median la inflamacion,
los sintomas generales de una posible depresion
(Miller et al., 2010). Ademas se sabe que las especies de
Bacteroides son abundantes en la microbiota intestinal
de personas con Depresion (Naseribafrouei et al., 2014)
principalmente en el Trastorno Depresivo Mayor (Zhang
et al., 2022). Otro estudio realizado en una poblacién de
72 adultos en un hospital universitario en Barcelona
se observo el porcentaje de deteccién de Blastocystis
en dos grupos, uno con sujetos asintomaéticos y el otro
grupo conformado por pacientes sintomaticos con el
diagnostico de Sindrome de Colon Irritable (SCI); en
ambos grupos se report6 la presencia de Blastocystis,
donde se reporté mayor proporciéon de colonizados
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asintomaticos sin representar una diferencia significativa
entre ambos grupos (Salvador et al., 2021). Cabe recalcar
que las alteraciones en la microbiota intestinal se han
asociado con el SCl y la depresién, donde los pacientes
con SCI y depresiéon y su microbiota intestinal tienen
similitudes (Y. Liu et al., 2018), por lo cual, es importante
tener en consideraciéon que Blastocystis en humanos
se puede relacionar principalmente a una microbiota
intestinal que interviene de manera favorable en la
salud del hospedador (Beghini et al., 2017; Kodio et
al., 2019). A partir de esto se puede sugerir que en los
estudiantes colonizados por Blastocystis se mejoran las
estrategias de afrontamiento ante el estrés generado
durante el ciclo escolar. Otro estudio de Nieves-
Ramirez et al., estudié 156 sujetos en una comunidad
rural en el estado de Morelos, México, la colonizaciéon
por Blastocystis se determiné mediante microscopia y
PCR cuantitativa, también determiné la composiciéon
de la microbiota intestinal mediante amplificacién
y secuenciacion de los genes 165 rRNA y 185 rRNA
para procariotas y eucariotas, respectivamente. Como
resultado correlacioné positivamente a Blastocystis
subtipo 3 con Ruminococcus bromii y negativamente con
Prevotella copri., de igual forma describi6 una interesante
disminuciéon de calprotectina fecal en individuos
colonizados por Blastocystis (Nieves-Ramirez et al., 2018),
la cual pertenece a la familia de proteinas leucocitarias
S100 que se unen al calcio, se expresa en el citosol de
neutrofilos, ademas considerada como biomarcador en
procesos inflamatorios intestinales (Jukic et al., 2021).
Estos podrian ser considerados mecanismos indirectos
de Blastocystis en la regulaciéon de moduladores del
sistema nervioso central a través de modificar las especies
bacterianas dominantes en la microbiota intestinal.

Colonizados

w
Ld

Problemas de concentracion

No colonizados

Figura 1. Problemas de concentracion en estudiantes de pregrado
colonizados por Blastocystis. La flecha muestra que hubo menores
problemas de concentracién en estudiantes colonizados a diferencia
de aquellos no colonizados. Significancia estadistica p<0.05

En contraparte, en un estudio realizado en Iran, colectaron
muestras de heces en sujetos aparentemente sanos y
pacientes con problemas gastrointestinales, observaron
mayor actividad de proteasas en Blastocystis subtipo 6
el cual se atribuy6 a que este tiene como hospedero las
aves, por lo que en organismos diferentes causaria mayor
respuesta celular inmune provocando sintomatologia en
sujetos colonizados (Karamati et al., 2021).

Una de las limitaciones de este estudio es que es un
reporte preliminar de un ensayo de campo atn no
concluido, y es de tipo transversal el cual no explica
causalidad y el tamafio de la muestra que atin no se
completa, sin embargo cabe recalcar que es importante
considerar los posibles confusores como es el sexo y el
papel clave de Blastocystis como regulador del equilibrio
de la microbiota intestinal, ademd&s consideramos
completar el tamafio de muestra estimado que fue 64
sujetos por grupo (no colonizados y colonizados), por
otrolado la determinacién de Blastocystis solo se realiz6
por microscopia, debido a la factibilidad financiera y de
tiempo, sin embargo, la determinacién de Blastocystis
y sus subtipos se realizara por PCR tiempo real. Y
en cuanto al inventario de depresion se realizara el
analisis factorial para identificar variables subyacentes
o factores que expliquen mejor las correlaciones dentro
del conjunto de las variables estudiadas con respecto a
los portadores y no portadores de Blastocystis.

CONCLUSIONES

Adunno esta clara la significancia clinica de la colonizacién
por Blastocystis, en nuestro estudio se observé una menor
tendencia de estrés en alumnos colonizados quienes
mostraron menores problemas de concentraciéon y una
mayor capacidad para afrontar este sintoma de estrés,
lo cual esto corrobora el resultado de un estudio previo
de nuestro grupo de investigacién donde se observo de
manera global una mejoria en la dimension de sintomas
de estrés del inventario SISCO de estrés académico, por
esta razon decidimos analizar de manera individual los
items de los sintomas de estrés.
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Cuerpo académico UJE- CA- 134 Quimica y Tecnologia de Productos Alimenticios

LGAC: Tecnologia de Alimentos y subproductos

Nombre proyecto Investigador responsable

Contenido de licopeno en tomate organico
y con fertilizacién quimica.

Fpreherhmey Licopeno un

Guadalupe Candelas
Propiedades funcionales y reoldgicas de Cadillo

sabila (Aloe vera barbadensis Miller) fresca
y deshidratada.

Evaluacién del impacto de las condiciones
agroclimaticas de la regién sobre los
compuestos bioactivos de Aloe vera y su
funcionalidad

Aplicacion de la tecnologia de ultrasonido
de potencia al procesamiento y desarrollo
de productos alimenticios y farmacéuticos

Maria de Los Angeles
Saenz Esqueda

Revalorizacion de subproductos
agroindrustriales para la recuperacion de
compuestos con interés para la industria

farmacéutica y de alimentos

Efecto de la temperatura y la velocidad de
alimentacion del secado por aspersion en
las propiedades funcionales, la
concentracion de aloemodina y aloina, la
actividad antioxidante y el perfil de
carbohidratos del jugo de gel de Aloe
barbadensis Miller

Juan José Martinez
Garcia

Textura, nivel de agrado y vida de anaquel
de un mazapan de nuez (Carya
illinoinensis) adicionado con diferentes
concentraciones de inulina y leche en
polvo
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Cuerpo Académico UJE-CA-125 Bacteriologia médica diagndstica y salud
publica

LGAC: Factores de virulencia y drogosensibilidad de las enfermedades infecciosas y salud
publica

Nombre del pru'-,.recta Investigador responsable

Brucelosis
Dra. Aurora Martinez Romero

Tuherculams
Leucemla

Dra. Sandra Hernandez

Encapsulamiento de farmacos Hernandez

Analisis de los mecanismos de

patogenicidad, tratamiento y

diagndstico de COVID-19 por
SARS-COV-2

Analisis de los factores de
crecimiento obtenido de
plasma rico en plaguetas y Dr. José de Jesus Alba Romero
fibrina rica en plaquetas con
leucocitos

Mecanimos de regeneracién
celular y mecanismos
bactericidas en bacterias de
importancia clinica
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Problema de Nomenclatura de Reactivos Quimicos
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Completa la siguiente tabla utilizando la nomenclatura IUPAC y Stock segtn se requiera.

COMPUESTO CLASIFICACION NOMENCLATURA IUPAC NOMENCLATURA STOCK
Oxido de Hierro (l11)
Al(OH); Hidréxido
Oxido estaico
Br,0s
Cloruro de Niquel (111)
Anhidrido hipocloroso
HBrO;
Clorato de sodio
Sulfato de plomo (IV)
Fe SO,
Oxido no metalico Anhidrido perbrémico
Hipoyodito de cromo (lll)
KIO4
Selenuro de calcio
Fosfito de aluminio
K,0 Oxido metilico
Oxido de oro (I11)
Co,03
Acido selenhidrico
Anhidrido hipoyodoso
H,S0;
Cloruro de oro (1)
HgCrO,
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Vertical

Permite filtrar series de compuestos, para seleccionar un
subconjunto de moléculas que se sometan a ensayos biolégicos
Moléculas organicas que aceleran la velocidad de reaccidn sin
afectar el equilibric de la misma

Sustancia inorgdnica u orgdnica que no participa en la reaccién
quimica, perc aumenta la velocidad de una reaccidn

Herramienta cm'npulaci.ona] que modela, imita ¥ predir:e el
comportamiento de moléculas v su interaccidn con otras.

optimiza la actividad biclégica de compuestos activos, analiza
series de compuestos, identifica estructura similar pero con
actividades diferentes

Deteccién automatizada que involucre el arreglo tridimensional,
impedimento estérico v elecirénico, para asegurar interacciones con
un blance farmacoligico

2

o

Horizontal

Disposicion en el espacic de las moléculas de proteina que
provienen de la secuencia de aminoacidos que la conforman

Uno de los métodos de obtencidn de farmacos

Permite el hallazgo de moléculas mediante técnicas de ingenderia
genética

Principic active proveniente de planta que es efectivo para el
tratamiento del corazdén

molécula proveniente de plantas que ayuda contra la migrana
principie activo procedente del drbol Taxus brevifolia, cuva funcién
es antitumoral

Identifica COMpuestos activos en bases de datos moleculares,
encuentra blancos moleculares v propone usos terapéuticos alternos
para farmacos aprobados

Compueste obtenido de plantas, microorganismos u hongos que
tiene efecto sobre una biomolécula.

Metedologia para encontrar compuestos con accion biologica sobre
una biomolécula, via metabdlica o patologia.

Proceso por el cual se aumenta la velocidad de uma reaccién
mediante el use de un catalizador
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2 Proceso por el cual un externo autorizado verifica un proceso o 1. Las actividades se plasman en procedimientos e instructivos
servicio de acuerdo a requisitos especificados 3. Proceso de revisiom y/o validacién del cumplimiento de una
[:R Conformade por la planeacion, el hacer, la verificacién y la mejora actividad segin lo planeado y las directrices establecidas
continua 4. Padre v fundador del método Kaizen conocide como la mejora
7. Se desarrollan en conjunto con el drea de produccién y se continua
encuentran en el plan de inspeccion 5. Procedimiento por el cual un organismo autorizado otorga un
LR Enfoque al cliente, liderazgo, compromise con las personas, reconocimiento formal de que un organisme, maquina o persona es
enfoque en los procesos, mejora continua, toma de decisiones competente para cumplir una tarea especifica
basadas en evidencias, gestion de las relaciones. ER Conjunto de mecanismos, acciones y herramientas utilizadas para
11. Valores guia usados para controlar una etapa del proceso a fin de detectar errores en el proceso de elaboracién de un producto o en la
lograr una mayor eficiencia y eficacia prestacion de un servicio
12 La normativa IS0 140001 ayuda a identificar, prevenir y controlar 10. Proporciona los requisitos necesarios que deben cumplir los
los impactos al medio ambiente que generan las actividades, laboratorios de ensayo y calibracion para armonizar los criterios de
servicios ¥ productos que elaboran las organizaciones mediante un calidad.
13. Estadistico estadounidense asociade con el desarrollo y crecimiento 14 Conjunto de normas que establecen estandares internacionales en la
de >Japon después de la segunda guerra mundial y autor de Out of gestion de calidad.
crisis 15. Parametros a evaluar en cada etapa a fin de medir su desempefio
16. Se maneja conforme primeras entradas primeras salidas (PEFS)
17. Grade en el que un producte ¢ servicio cumple con las

especificaciones de disefio o expectativas del cliente.
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Una solucién acuosa de un soluto no volatil tiene un punto de ebullicién igual a
100.204°C. Determinar la molalidad de la solucidn.

El punto de ebullicién es una propiedad coligativa de las disoluciones. Para conocer la
concentracion molal de una disolucion se requiere de una constante ebulloscopica (Ke). Para
resolver la pregunta anterior se tienen las siguientes formulas:

Pe = Te solvente puro + ATc

Dénde:

Pe= Punto de ebullicién

Te= Temperatura de ebullicion del solvente puro
ATc= Cambio o variacion de temperatura

Con esta formula, despejamos la variacion de temperatura:
ATc = Pe - T solvente puro; y sustituyendo tenemos:
ATc=100.204 °C-100 °C=0.204 °C
Con este valor se sustituye en la siguiente formula para obtener la concentracion molal.
ATc=Ke *Cm

Dénde:
ATc= Cambio o variacion de temperatura

Ke= Constante de ebulloscépica (°C/m)
Cm= Concentracion molal

Al despejar Cm y sustituir los valores en la férmula, obtenemos:
Cm = ATc / Ke

Cm =0.204 °C/ (0.512 °C/m) = 0.3984 molal
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