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Editorial

Como las pandemias han afectado a la humanidad

Desde la antigiiedad la humanidad ha sido afectada por enfermedades que en algunas ocasiones se han extendido

en gran parte del territorio terrestre y esto se conoce como pandemias.

La epidemia de la peste en la época del imperio Bizantino fue la primera pandemia con registro. Esta causo
la pérdida del 40% de su poblacidén imperial. Otro brote de peste negra ocurri entre 1346-1353 y provoco la

pérdida de 30 a 80 millones de personas en el continente europeo.

Otra pandemia fue la viruela, la cual se considerd una enfermedad grave y altamente contagiosa con una tasa
de mortalidad del 30%. Se expandi6 en el nuevo mundo cuando los conquistadores cruzaron el océano pero

gracias a la vacunacion esta enfermedad se erradico en 1977.

La gripe espafiola se registrd por primera vez durante la primera guerra mundial (1914-1919) y se estima que la
mortalidad fue de 10 a 20% de los infectados y mundialmente se calcula una pérdida de entre 20 a 50 millones
de personas. Otro caso de gripe aparecio en 1957 en la peninsula de Yunan, China por el virus de la gripe A
(H2N2). En menos de un afio se propag6 por todo el mundo y gracias a la vacunacion y al conocimiento de la
gripe espanola la mortandad se redujo solo a un millén de muertes. Ademas, la gripe aparecio en Hong Kong,
una variacion de la gripe A (H3N2) se expandi6 rapidamente causando la muerte de otro millén de personas

en todo el mundo.

En 1981 fueron documentados los primeros casos por el virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH). E1 VIH
ha causado alrededor de 25 millones de muertes en el mundo a pesar de los esfuerzos de las organizaciones
mundiales de salud. Por tal razon la comunidad cientifica comenz6 a desarrollar un tratamiento eficaz para

tratar esta enfermedad.

Por ultimo, la actual pandemia causada por el coronavirus SARS-CoV2 conocido como COVID-19, ha
provocado la perdida de alrededor de 1 millon 215 mil personas en todo el mundo. A pesar de las herramientas
tecnologicas en el diagndstico de la enfermedad, su tratamiento requiere tiempo y diversos paises estan diseilando

una vacuna eficaz que ayudara a controlar esta enfermedad.

M. en C. Monica Andrea Valdez Solana

Profesora investigadora de la FCQgp
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La funcion W de Lambert permite la evaluacion sencilla del mecanismo de inhibicion
del extracto de hoja de Moringa oleifera 'y del PMSF sobre la lipasa.

*Valdez Solana Moénica Andrea, 'Escarefio Alcala Gladys Cithlaly, 'Sudrez Adame Guadalupe Arely,
'Aguilera Ortiz Miguel, *Sierra-Campos Erick.

'Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Judrez del Estado de Durango.
Av. Articulo 123 S/N Fracc. Filadelfia. Gémez Palacio, Dgo.

*Email: valdezandyval@gmail.com; ericksier@ujed.mx

RESUMEN

Los efectos anti-obesidad de las hojas de M. oleifera sobre
la actividad de la lipasa fueron evaluados a diferentes
concentraciones. La curva progreso de liberacién del
p-nitrofenol por la hidrolisis del p-nitrofenil-palmitato
por accién de la lipasa a 405 nm durante 10 minutos
de ensayo y se ajustaron por la funcién W de Lambert.
Este estudio mostré que el extracto de hoja de M.
oleifera inhibe a la actividad de la lipasa a través de un
mecanismo de inhibicién no competitivo. Ademas, el
PMSF es un inhibidor acompetitivo sobre la actividad
de lipasa. Estos resultados sugieren que los compuestos
bioactivos de la M. oleifera acttan sobre una region de
la estructura de la lipasa diferente al sitio catalitico
donde actaa el PMSF.

Palabras clave: Moringa oleifera, lipasa, funcion W de
Lambert

ABSTRACT

The anti-obesity effects of M. oleifera leaves on lipase
activity were evaluated at different concentrations. The
curve progress of release of p-nitrophenol by hydrolysis
of p-nitrophenyl-palmitate by action of lipase at 405
nm during 10 minutes of test and adjusted by the
Lambert’s W function. This study showed that M.
oleifera leaf extract inhibits lipase activity through a
non-competitive inhibition mechanism. Furthermore,
PMSF is an uncompetitive inhibitor on lipase activity.
These results suggest that the bioactive compounds of
M. oleifera act on a region of the lipase structure different
from the catalytic site where PMSF acts.

Keywords: Moringa oleifera, lipase, Lambert’s W function
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INTRODUCCION

Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas, EC 3.1.1.3) son
un grupo de enzimas que sucesivamente hidrolizan
triglicéridos a diacilgliceroles y monoacilgliceroles con
acidos grasos libres y glicerol como productos finales.
Las lipasas son generalmente solubles en agua pero sus
reacciones cataliticas ocurren después de su adsorcion
dentro de la interfase lipido-agua (Beisson F y cols.,
2000).

Las potenciales caracteristicas fisiologicas y
biotecnolégicas de estas enzimas han llamado la
atencion en la industria de los lacteos (Konkit y Kim,
2016), de los cosméticos, en la biorremediacién y en la
industria de los pesticidas (Esteban-Torres y col., 2015;
Haghshenasy cols., 2017). Por otro lado, las lipasas son
blancos terapéuticos para reducir el peso corporal y la
obesidad. Por tanto, diversos intentos se han realizado
para el desarrollo de nuevos inhibidores que ayuden
con la regulacion de la absorcion de las grasas sin causar
efectos secundarios gastrointestinales. Sin embargo,
existen muy pocos drogas anti-obesidad disponibles
debido a la gran cantidad de efectos secundarios que
pueden generar (Derosa y Maffioli, 2012).

Las plantas medicinales constituyen una importante
fuente de agentes terapéuticos para el tratamiento de
la obesidad y la hiperlipidemia. La Moringa oleifera
contiene taninos, flavonoides y compuestos fenolicos
que pueden inhibir completamente la sacarasa intestinal
y tener un efecto inhibitorio parcial sobre la alfa-amilasa
pancreédtica y la estearasa colesterol pancreatica. Sin
embargo, este estudio reporta que el extracto no inhibe
la lipasa pancreatica (Adisakwattana y Chanathong,
2011).

Otro estudio reportd que el extracto de hoja de M. oleifera
preparado con éter de petréleo suprime la adipogenesis
en adipocitos 3T3-L1 en una manera dependiente de
la dosis y no afecta la viabilidad celular. Ademas,
disminuye la expresion de las proteinas asociadas
con la adipogenesis y aumenta la expresiéon de una
lipasa sensible a hormona (Xie ] y cols., 2018). Ademas,
recientemente se report6 que el extracto hidroalcohélico
de hoja de M. oleifera inhibe la a-amilasa, a-glucosidasa
y la lipasa pancredatica con una concentracion inhibitoria
50 (IC50) de 437.1 pg/mL (Swamy y Meriga, 2020).

Generalmente en la literatura se reportan las IC50
para diferentes enzimas digestivas cuando se ensayan

con extractos de plantas medicinales (Gulati y cols.,
2012) y solo pocos trabajos realizan un analisis cinético
completo para determinar el modo de inhibicién ya que
los ensayos se realizan siguiendo un enfoque de ensayo
de punto final (Fais y cols., 2018).

Recientemente, nuestro grupo de investigacion comenzé
a utilizar la funcion W de Lambert para analizar el
efecto del extracto de M. oleifera sobre diversas enzimas
antioxidantes como la paraoxonasa y la catalasa en
muestras de rata (Sierra-Campos y cols., 2020). Por
tanto, es posible realizar un ensayo rédpido de analisis
con la funciéon W de Lambert para determinar los valores
de los parametros cinéticos (constante de Michaelis,
Km; y velocidad méaxima, Vmax) y asi identificar el
mecanismos de inhibicién sobre diversas enzimas del
metabolismo de los lipidos.

Por otro lado, el fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) es
un inhibidor de proteasas que se une covalentemente
dentro del residuo del sitio activo por sulfonilacién. El
PMSF irreversiblemente inhibe algunos, pero no todos
los miembros de la familia de la serina hidrolasa. Esta
familia incluye proteasas como tripsina y quimiotripsina,
pero también incluye un gran ntimero de otras
enzimas que hidrolizan sustratos no proteicos (acetil
colinesterasas, acil-CoA hidrolasas y lipasas (Kraut y
cols., 2000). Sin embargo, no esta bien caracterizado
el tipo de inhibiciéon de este compuesto con respecto
a las lipasas y el enfoque de la funcion W de Lambert
representa una buena oportunidad para determinar
como el PMSF acttia en las lipasas.

Aunque la naturaleza quimica de los inhibidores es muy
variada, la gran mayoria se pueden clasificar de acuerdo
con su tipo de inhibiciéon y cada uno tiene un efecto
particular sobre los pardmetros cinéticos de acuerdo
con la siguiente tabla 1.

Tabla 1. Efecto del tipo de inhibicién sobre los valores de Km y Vmax de la
enzima.

Tipo de inhibicién Valor de Km Valor de Vmax
Competitivo aumenta No cambia
No competitivo No cambia disminuye
Acompetitivo disminuye disminuye

En base a todo lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue mostrar la utilidad de la funciéon W de Lambert
en la determinaciéon del mecanismo de inhibicién de
compuestos puros como el PMSF o extractos crudos de
plantas medicinales como la M. oleifera.

REMDIS Vol. 2, No. 12. Octubre 2020 ISSN: 2594-1445
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MATERIALES Y METODOS
Preparacion del extracto de Moringa oleifera

Se pesaron 2 g de polvo de hoja y se adicion6 20 mL
de metanol al 95%. A continuacién se pasé por bafio
ultrasénico por 20 min. Por altimo, se filtr6 al vacio para
remover el material vegetal y el filtrado se almaceno a
4 °C en la obscuridad hasta su uso.

Preparacion de la lipasa

Se pesaron 10 g de lipasa deshidratada que se
resuspendieron en 25 mL del buffer de fosfatos (pH 7.0).
Una vez disuelto se sénico por 20 min y posteriormente
se centrifugé a 6,000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Por
altimo, se recupera el sobrenadante y la pastilla es
desechada.

Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de lipasa se determin¢ al registrar la
liberacién del p-nitro-fenol del sustrato p-nitro-fenil-
palmitato. Brevemente se colocaron 0.3 mM de sustrato
en la celda de cuarzo que contenia el buffer A (pH 8.0)
of 80 mM H,BO,, 80 mM H.PO,, 300 mM NacCl, 0.3%
Triton X-100 and 20% glicerol. La liberacion del p-nitro-
fenol fue determinada espectrofotométricamente a 405
nm a 30 °C por 10 min.

La actividad enzimatica fue calculada con la siguiente
ecuacion;

mVf)(@f)

(e Ve)

Donde el significado de la abreviatura de cada termino

es: m) pendiente de la linea recta; Vf) volumen final del
ensayo; df) factor de dilucién; €) coeficiente de extincién

Actenz (U) =

molar; t) tiempo y Ve) volumen de la enzima.

Determinacion de los parametros cinéticos mediante
la funcién W de Lambert

Los datos se ajustaron con la siguiente ecuacion;

y=S0-Km*In(1.2*(S0/ Km*exp((S0-Vm*x)/Km))/
In(2.4*(S0/ Km*exp((S0-Vm*x)/Km))/In(1+2.4*(S0/
Km*exp((SO-Vm*x)/Km)))))+offset

RESULTADOS

Un estudio comparativo fue realizado para la inhibiciéon
de una lipasa (producto herbolario) en un ensayo
colorimétrico utilizando el p-nitrofenil-palmitato
(pNPP). De acuerdo con la ecuaciéon de velocidad, la
actividad de lipasa fue de 9063.94 U y la adicién de 15
mM de PMSF causo una disminucién de la actividad
a 271.9 U. Mientras que la adicién del extracto de M.
oleifera ocasiona que la actividad de lipasa disminuya
hasta 282.5 U. Por tanto, la adiciéon de PMSF inhibe
el 97% de la actividad y 200 pg/mL del extracto
hidroalcohdlico de la hoja de M. oleifera también
inhibe el 97% de la actividad de lipasa. Aunque ambos
sustancias presentan una inhibicion total de la enzima,
sus cursos temporales presentan una linea de tendencia
muy diferente y sugiere que el mecanismo de reaccién
debe ser distinto (Figura 1).

La funcion W de Lambert es una herramienta que
nos permite conocer de manera répida y precisa el
posible mecanismo de reaccién a través de calcular los
pardmetros cinéticos. Ademads no se requieren realizar
ensayos a diferentes concentraciones de sustrato
o inhibidor como en los anélisis clasicos de dobles
reciprocos o Dixon.

0.10
<
2
£
3 0.05
< -o- PMSF
< = MOE20
0.00
e — ,
0 5 10

Tiempo (min)

Figura 1. Trazos representativos de la actividad de lipasa en presencia de PMSF y extracto de hoja

de M. oleifera (MOE20).
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Tabla 2. Parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los curvas progreso (Absorbancia vs

tiempo) de los inhibidores con respecto al control.

Parametro Control
50 0.552
Km 0.0486
Vinax 0.059
offset -0.041

Lambert_W PMSF

A 405 nm (UA)

-0.02 I Il I | 1 I Il 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

PMSF MOE20
1.419 0.14
0.0083 0.226
0.0127 0.058
-0.013 -0.012

Lambert_W MOE20

T T T T T T T T

A 405 nm (UA)
o o o o
g 8 & S

o
o
N~

o
o
o

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (min)

Figura 2. Trazos representativos no lineales con la funcién W de Lambert para las curvas

progreso de la actividad de lipasa en presencia de PMSF (A) o Extracto de hoja de M.

oleifera (B).

Los datos obtenidos de la funcién W de Lambert por
el programa Curvepert Profesional 2.7.3 son mostrados
en la Tabla 2. Al analizar la informacién se observa que
el PMSF afecta ambos pardmetros cinéticos debido a
que disminuye el valor de Km y también disminuye
el valor de Vmax. Mientras que el extracto de hoja
solo disminuye el valor de Km, pero se mantiene sin
cambio el valor de Vmax. Por tanto, de acuerdo con
la informacion de la Tabla 1, el PSMF es un inhibidor
de tipo acompetitivo y el extracto de hoja presenta
una inhibicién de tipo no competitivo. Ademads en
las gréficas de la Figura 2 se muestra como las curvas
progreso se ajustaron muy bien a la funcion W de
Lambert. Los datos del ensayo con PMSF presentaron
un coeficiente de correlaciéon de 1.0 y un coeficiente de
determinacion de 0.999. Mientras que el ensayo de M.
oleifera presento un coeficiente de correlacion de 0.997
y un coeficiente de determinacién de 0.994.

DISCUSION

El PMSF se une especificamente al residuo de serina del
sitio activo en las serina hidrolasas y este compuesto
no se une a otros residuos de serina en la proteina.
Aunque este compuesto es muy utilizado para inhibir
la actividad de las proteasas, es dificil encontrar el

tipo de inhibicién y se podria considerar un inhibidor
competitivo ya que se une al sitio catalitico de las serina
proteasas. Sin embargo, en este estudio se demostro
que el PMSF tiene un tipo de inhibicién acompetitivo
contra la lipasa utilizando el p-nitrofenil-palmitato
como sustrato.

Se ha estudiado la interaccion de polifenoles con
proteinas digestivas para evaluar su posible uso en
el control de la obesidad y la diabetes. Diferentes
compuestos bioactivos de planta ejercen mas de 24 tipos
de funciones para combatir la obesidad, por ejemplo,
regulan el perfil de lipidos del plasma, inhibicion de la
lipasa pancreética, induccién de la anorexia, regulaciéon
de la expresion de genes, reducir la acumulacién
del tejido adiposo blanco, inhibicién de grelina, e
incremento en la expresion de PPAR-a y PPAR-( (Karri
y cols., 2019). Entonces, cientos de extractos son aislados
de plantas, hongos, algas o bacterias y ensayados por
su potencial inhibitorio de la actividad de la lipasa.
Entre estos, los extractos de soya, ginseng, yerba mate,
cacahuate, manzana y uva han sido reportados (de la
Garza y cols., 2011).

La tetrahidrolipstatina (orlistat) es una sustancia
procedente del hongo Streptomyces toxytricini, que se
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RESUMEN

En los dltimos afios ha incrementado la demanda
por la elaboracién de materiales ecologicos,
ambientalmente seguros y de alta calidad. Por ello los
polimeros comestibles derivados de fuentes naturales,
como el sorgo, han atraido gran atencién por ser
biodegradables, pueden ser facilmente consumidos
por animales y humanos sin ningtn efecto nocivo a
la salud. Los polimeros comestibles derivados de las
principales proteinas del grano de sorgo (kafirinas),
estdn compuestos principalmente por aminoacidos de
caracter hidrofébico, confiriéndole las caracteristicas
Optimas para la elaboracién de polimeros comestibles
con mayor atractivo sobre polimeros sintéticos no
biodegradables. Estos polimeros de kafirinas tienen
un gran potencial de aplicaciones principalmente
en industrias alimentarias (envasado de alimentos
y protecciéon de nutrientes) y campos biomédicos
(administracién de farmacos, ingenieria de tejidos, etc.).
Por ello es imperativo crear alternativas biodegradables
que puedan reemplazar a los polimeros derivados del
petroleo, siendo el objetivo de este trabajo explorar a las
kafirinas como una potencial fuente para la elaboracién
de polimeros comestibles y biodegradables, que puedan
evitar problemas ambientales, producir productos
ecologicos y proporcionar sustentabilidad.

Palabras clave: polimeros comestibles, kafirinas,
proteinas.

ABSTRACT

In recent years, the demand for the production of
ecological, environmentally safe and high quality
materials have increased. For this reason, edible
polymers derived from natural sources, such as
sorghum, have attracted great attention for being
biodegradable; they can be easily consumed by animals
and humans without any harmful effect on health.
The edible polymers derived from the main sorghum
grain proteins (Kafirins), are composed mainly of
hydrophobic amino acids, giving them the optimal
characteristics for the production of edible polymers
with greater attractiveness over non-biodegradable
synthetic polymers. These kafirin polymers have great
potential for applications mainly in food industries (food
packaging and nutrient protection) and biomedical
fields (drug administration, tissue engineering, etc.).
For all this, it is imperative to create biodegradable
alternatives that can replace polymers derived from
petroleum, the objective of this work being to explore
kafirins as a potential source for the elaboration of
edible and biodegradable polymers, which can avoid
environmental problems, produce ecological products
and provide sustainability.

Keywords: edible polymers, kafirins, proteins.
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INTRODUCCION

Los plasticos se han convertido en una parte
indispensable de nuestra vida cotidiana. Son
polimeros sintéticos que cuentan con gran diversidad
de cualidades, como ser fuertes, ligeros, duraderos,
en su mayoria son producidos a partir del petréleo
(Shafqgat et al., 2020). Estos beneficios han permitido
que sean utilizados ampliamente en la industria de
los alimentos superando al papel y al vidrio como
material de embalaje o empaque (Thakur & Thakur,
2016). Estos empaques desechables para conservary/o
empaquetar los alimentos, tienen una vida muy corta de
uso, terminando como residuos y su degradacion puede
durar hasta cientos de afios. Para el afio 2018 el “Gran
parche de basura” del océano Pacifico contaba con una
extension similar a la de Francia (Olivera et al., 2019).

En la altima década, la conciencia del consumidor se
ha incrementado en términos de materiales de embalaje
comestibles, biodegradables y ecolégicos; peliculas y

recubrimientos comestibles (Mohamed et al., 2020).
En este sentido, los polimeros comestibles son una
alternativa viable como sustitutos de los pléasticos que
se utilizan para empaquetar y proteger a los alimentos
en la industria alimenticia (Mohamed et al., 2020; Kouhi
et al., 2020). Los polimeros comestibles son materiales
poliméricos que pueden ser consumidos por humanos,
animales o microorganismos sin efectos nocivos para la
salud, siendo utilizados como peliculas o recubrimiento
en el procesamiento de alimentos y recientemente en el
campo de la investigaciéon biomédica (Kouhi et al., 2020).

El recubrimiento comestible se utiliza tradicionalmente
para prevenir la aparicion de efectos fisiolégicos
adversos en los productos alimenticios y evitar la
contaminacion microbiana. Durante los siglos XII y XIII,
en China se desarrollaron recubrimientos de cera para
ser aplicados en frutos citricos como el limén y la naranja
retardando el deterioro por microorganismos (Kumar &
Neeraj, 2019). En la actualidad estan siendo aplicados

Tabla 1. Principales fuentes naturales para la formacién de polimeros comestibles

Polimeros comestibles Ejemplos

Estructura general

Almidén
Pectina
Agar
Citosano

Polisacaridos

HO

CH20H

CH:20H
)

. OH
HO

Fosfolipides
Triglicéridos
Acidos grasos

Lipidos

Derivados de
animales:
gelatina,
coldgena,
albiimina etc.
Derivados de
plantas:
soya, trigo,
zeina, kafirinas,
etc.

Proteinas

Enlace peptidico

A

N w | w1
o NANGZ TN NN
l . [ H | é

R H [+
R= grupo funcional
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Referencia: Kouhi et al., 2020.
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para preservar la integridad de una amplia gama de
productos alimenticios como los son frutas: (manzanas,
platano, mango, kiwi, pifia, etc.); verduras (zanahorias,
papas, etc.), lacteos y carnes (Tomadoni et al., 2020).
El uso de peliculas y recubrimientos comestibles en
la industria alimentaria contribuye al aumento de la
calidad y vida 1til de los alimentos (Mohamed et al.,
2020).

En la Tabla 1 se observan las tres principales fuentes
para la elaboracién de polimeros comestibles, que
son los polisacaridos, lipidos y proteinas (Mohamed
et al., 2020). Dentro de estas ultimas, las proteinas
cubren una amplia gama de compuestos poliméricos
que proporcionan estructura o actividad biolégica en
plantas o animales (Tomadoni et al., 2020). Las proteinas
se distinguen de los polisacaridos porque se basan en
aproximadamente 20 mondémeros de aminoacidos (aa)
en lugar de solo unos pocos o incluso un monémero,
como la glucosa en el caso de la celulosa y el almidon. La
mayoria de las proteinas contienen de 100 a 500 residuos
de aa. Los aa son similares al contener un grupo amino
(NH2) y un grupo carboxilo (COOH) unidos a un atomo
de carbono central. Sin embargo, cada aa tiene un grupo
lateral diferente unido al carbono central que le da un
caracter tnico (Krochta, 2002).

Los materiales formadores de pelicula proteica
derivados de fuentes animales incluyen colagena,
gelatina, proteina miofibrilar de pescado, queratina,
albumina, caseina y proteina de suero (Tomadoni et
al., 2020). Los materiales formadores de peliculas de
proteinas derivados de fuentes vegetales incluyen zeina
de maiz, gluten de trigo, proteina de soja, proteina de

mani, proteina de semilla de algodén y kafirinas de
sorgo (Mohamed et al., 2020; Tomadoni et al., 2020). Entre
los materiales de origen vegetal las kafirinas destacan
por no tener compuestos alergénicos, es mucho menos
costosa que incluso la zeina y una alternativa segura
para la investigaciéon de biomateriales y polimeros
comestibles (Dianda et al., 2019). Por lo que el objetivo del
presente estudio es ofrecer una comprensién novedosa
del uso de las kafirinas como polimero comestible, sus
aplicaciones y usos potenciales en diferentes areas como
la biomédica.

Kafirinas

El reciente aumento en la utilizacion del grano de sorgo
en la fermentacion de etanol con fines bioenergéticos
y la elaboracién de cerveza lager generan grandes
cantidades de proteina derivadas del sorgo, siendo
estas las llamadas kafirinas. Las kafirinas (KAF)
representan entre el 70 al 80 % de la proteina total del
sorgo y se pueden clasificar en a-KAF (25-23 kDa),
B-KAF (20-16 kDa), y-KAF (28-50 kDa) y 6-KAF (13
kDa) (Belton et al., 2006). Las a-KAF, se caracterizan
por no estar extensivamente entrecruzadas y por formar
principalmente enlaces disulfuro intramoleculares. Por
su parte, las $ y y-KAF forman enlaces disulfuro inter
e intramoleculares y estan altamente entrecruzadas.
La Figura 1 se muestra el modelo molecular 3D mas
probable propuesto por Dianda et al., 2019 y generado
en el software I-TASSER, para cada subunidad de KAF
en funcion de sus secuencias de aminoacidos, mostrando
el porcentaje de formacion de las estructuras hélice a,
espiral aleatoria y hebra p de cada unidad (Dianda et al.,
2019). En general, las KAF son ricas en acido glutamico

Tipos de kafirinas o, — kafirina (55%)
67%
32%
1%
31.09%
68.91%

Hélice a
Espiral aleatoria
Hebra B
Zona no expuesta 28.41%

Zona expuesta 71.59%

o, — kafirina (24%)
78%
22%

B —kafirina (18%) vy —kafirina (2%) En general
52% 62% 66.17%
48% 37% 32.265
- 1% 0.57%
31.25% 26.04% 30.06%
68.75% 73.96% 69.94%

Figura 1. Estructura de los diferentes tipos de kafirinas. La principal estructura que se forma en

todos los tipos de kafirinas (c, [}, y) es la hélice a, siendo la a; - kafirina la que representa el mayor

porcentaje con 55% cuando es extraida. Referencia: Dianda et al., 2020.
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y aa no polares (prolina, leucina y alanina), y presentan
bajo contenido del aminoécido esencial lisina (Mesa-
Stonestreet et al., 2010).

Distintos estudios han demostrado que las KAF
contribuyen en la disminucion de la digestibilidad,
la cual es afectada por factores exégenos como las
interacciones con componentes no proteinicos (taninos,
polifenoles, fitatos, lipidos, almidén y compuestos
de la pared celular) y factores exdgenos como son
entrecruzamiento de KAF, formacion de enlaces
disulfuro, distribuciéon de las KAF dentro de los cuerpos
proteinicos y su alta hidrofobicidad (Duodu et al., 2003;
Pranoto et al., 2013). Las KAF son anfifilicas, solubles en
solventes como etanol, dcido acético y butanol, ademas
de ser proteinas biodegradables.

Caracteristicas como polimero

Debido a diferentes estudios realizados en estas
altimas décadas se cuenta con evidencia de que las
KAF presentan caracteristicas apropiadas para ser
aplicadas como polimeros en la formacion de peliculas y
recubrimientos comestibles (Taylor et al., 2013). Las KAF
generalmente son reconocidas como seguras (GRAS) y
tienen propiedades antimicrobianas (Giteru et al., 2015)
y adhesivas (Li et al., 2011) que permiten la formacién
de pelicula. Las caracteristicas mecdnicas y reolégicas
de las KAF le confieren propiedades que van desde
poder formar un polimero flexible hasta uno resistente,
manteniendo una apariencia brillante y bastante
transparente (Lal et al., 2017). Estas caracteristicas
vuelven de gran utilidad a las KAF para aplicaciones
que incluyen: empaques biodegradables, adhesivos

para enchapados de alto rendimiento, microparticulas,
andamios y agentes encapsulantes (Taylor et al., 2005;
Lal et al., 2017). En la Tabla 2 se resumen los estudios
mas destacados del uso de los polimeros a base de KAF

Ha habido algunos intentos de modificar las KAF,
incluido el tratamiento térmico (Byaruhanga et al.,
2006), la adicién de taninos condensados como agente
reticulante (Emmambux et al., 2004) y otras mezclas de
proteinas, para explorar nuevas aplicaciones. Ademas
de esto, las KAF y zeinas muestran similitudes en la
temperatura de transicion vitrea (Tg), la resistencia a
la traccién (ob), el alargamiento a la rotura (eb) y la
permeabilidad al vapor de agua (WVP) (Corradini et al.,
2006; da Silva & Taylor, 2005). Por otra parte, las KAF
no tienen propiedades mecénicas y de barrera al vapor
de agua ttiles cuando no estan plastificadas de manera
efectiva y es muy fragil en ausencia de plastificantes.
Por lo que se recomienda emplear polietilglicol (PEG)
u otros componentes. Se ha observado que una mezcla
de PEG, 4cido lactico y glicerol en una proporcion de
1:1:1 (Taylor et al., 2005) ofrece una buena plastificacion.

Xiao et al., (2015) han demostrado que las KAF extraidas
de granos de sorgo entero contienen 68% de fracciones
a-KAF, 14% de fracciones B-KAF, 6% de fracciones
y-KAF y 12% de fracciones de KAF reticuladas.
También mostraron que las KAF liofilizadas contienen
aproximadamente 49% de hélice a en estado sélido.
Cuando se disuelve por separado en disolventes de
isopropanol al 65% (v/v), al 60% (v/v) tert-butanol y
al 85% (v/v) de etanol, el contenido relativo de hélice
a en KAF aumenta con la disminucién polaridad del
disolvente. La dispersién de rayos X de &ngulo pequefio

Tabla 2, Uso de los polimeros a base de KAF

Producto elaborado con

polimero de KAF Aplicacién Referencia
) Vehiculo de distribucién Pu et al., 2020; Li ef al.,
Nanoparticulas. para compuestos

bioactivos.

2019.; Xjao et al., 2016a.

Pelicula nanocompuesta

Barrera protectora.

Olivera et al., 2019.

Peliculas biodegradables

Material para empaquetado
de alimentos.

Dianda ef al., 2019.

Nanoparticulas con
compuestos antioxidantes

Reduccién de reacciones de
oxidacion en alimentos.

Wang et al., 2015; Xiao et al.,
2016b.

Formacién de fibras,

Bioplastico peliculas, microparticulas, Taylor et al., 2013.
andamios.
Formacién de peliculas de
Biomaterial fundicién fina con Anyongo et al., 2011.

glutaraldehido.
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(SAXS) indic6 que la KAF mostré conformaciones
estiradas y extendidas en 60% de butanol terciario e
isopropanol al 65%. Tanto la concentracién de proteinas
como la polaridad del disolvente pueden regular los
ensamblajes de las KAF desde estructuras gruesas
estructuras delgadas en forma de varilla (Xiao et al.,
2015). Se encontré que la estructura secundaria de
las a-KAF tiene una estructura similar a la a-zeina
(Belton et al., 2006). Sin embargo, se ha descubierto
que las KAF, cuando se disuelven en disolventes
relativamente hidréfobos como el 60% de tert-butanol,
el 65% de isopropanol o el 85% de etanol, presentan
mayor hidréfobicidad que las zeinas, que al disolverse
con etanol al 70%.

Gao et al, (2005) estudiaron la extracciéon de las KAF de
la harina de sorgo utilizando etanol al 70% / Na25205
/ NaOH, etanol al 70% / Na2S205 y tert-butanol /
ditiotreitol (DTT), y estudiaron las pruebas en dos
condiciones de secado diferentes (400C y liofilizacién).
La muestra que se disolvi6 en etanol al 70% / Na25205 /
NaOH con liofilizacién, brindé el rendimiento mas alto
(54% de KAF). El analisis de la estructura secundaria
mostré que las conformaciones de hélice a y ldmina 3
eran de 1:10, y las peliculas producidas tenian buenas
propiedades mecénicas y de barrera (Dianda et al., 2019).
Concluyendo que la extraccién de KAF debe minimizar
la agregacion de proteinas al reducir la formacién de
hojas B y maximizar las estructuras helicoidales a para
lograr una calidad de pelicula 6ptima (Dianda et al.,
2019). Este enfoque conduce inevitablemente a peliculas
altamente hidréfobas y con capacidad de ser utilizadas
para distintos propdsitos.

Aplicaciones como polimero comestible

Por todo lo anterior, el potencial uso de las KAF como
polimeros puede extenderse del area de los alimentos
hasta areas como la de la salud desarrollando peliculas,
andamios o particulas que ayuden a la liberacién
controlada de algunos farmacos de interés, como se
mencioné en la Tabla 2. A continuacién, se profundiza
un poco mas en el potencial de los polimeros de KAF
en diferentes &mbitos.

Industrias alimentarias y envasado

Los polimeros comestibles en forma de particulas
y peliculas han ganado grandes aplicaciones en la
produccién, conservacién y envasado de alimentos
(Kumar & Neeraj, 2019; Tomadoni et al., 2020).

Ademas de la eficacia de las peliculas y recubrimientos
comestibles para prevenir el deterioro de los alimentos
y el crecimiento de microorganismos patégenos en las
superficies, pueden proteger los alimentos del deterioro
fisico, quimico y biolégico durante el almacenamiento,
manipulacién, transporte, mejorando asi el movimiento
selectivo del vapor de agua, gases, solutos y humedad,
propiedades de manipulacion mecanica, calidad
nutricional, propiedades visuales y sensoriales en la
superficie del producto y funcionalidad del producto
alimenticio, sin cambiar sus ingredientes originales
(Kumar & Neeraj, 2019). Se han realizado numerosos
estudios para extender la vida atil de diferentes tipos de
alimentos, como frutas, quesos, etc., utilizando peliculas
y recubrimientos comestibles (Tomadoni et al., 2020).

Es importante no solo prevenir el deterioro de la calidad
sensorial, sino también retener el valor nutricional
de los alimentos (Dehghani, et al., 2018; Matak et al.,
2015). Para estos fines, se requiere una barrera contra
la humedad y el transporte de oxigeno. En la industria
alimentaria funcional, se ha estudiado una variedad de
fuentes de biopolimeros como alginatos, goma arabiga,
xantano, quitosano, zeina, y en afios recientes a las KAF,
para la liberacion controlada de diversos ingredientes o
aditivos como aromatizantes, antimicrobianos, agentes
antioxidantes, pigmentos, edulcorantes, vitaminas y
nutracéuticos se incorporan a peliculas biodegradables
(Arrieta et al., 2014). Estos aditivos incorporados
también pueden transferirse del material de envasado
(polimeros) a los materiales alimentarios prolongando
la vida atil, mejorando la seguridad y la calidad de los
alimentos (Pifieros-Hernandez et al., 2017).

Otra de las funciones que se buscan en estos polimeros
comestibles es la reduccion de la absorcién de grasas en
los alimentos procesados (Ananey-Obiri, et al., 2018). La
absorcion de grasa o aceite durante el freido de alimentos
ha causado serios problemas de salud como obesidad,
diabetes y trastornos cardiacos y cardiovasculares. En
este caso, se han aplicado revestimientos comestibles
como barrera a la absorcion de lipidos por los alimentos
durante el freido en abundante aceite. El concepto de
reduccion de grasa es la capacidad del recubrimiento
para disuadir la eliminacién de agua de los alimentos
y la imbibicién de grasa por los alimentos durante el
freido, lo que puede definirse a partir de sus propiedades
termogelificantes y reticulantes (Wang et al., 2015; Xiao et
al., 2016b). La absorcion de aceite esté relacionada con el
escape de agua dentro de los poros, lo que provoca que
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los poros se llenen de aceite. Este recubrimiento puede
tener propiedades mecénicas y de barrera deseables,
especialmente los recubrimientos basados en proteinas
son superiores a los recubrimientos de polisacaridos. Se
han investigado diferentes fuentes de proteinas para la
reduccion de la absorcién de grasas como zeina de maiz,
gluten de trigo, soja (Ananey-Obiri, et al., 2018) por lo
que al ser las KAF similares en estructura a las zeinas,
podrian aplicarse para esa funciéon. Diversos estudios
han demostrado que el uso de KAF como polimero
para la formaciéon de nanoparticulas adicionadas con
antioxidantes pueden evitar la oxidacién producida por
diversas reacciones bioquimicas, por ejemplo, por las
grasas en los alimentos (Wang et al., 2015; Xiao et al.,
2016b). Si bien el enfoque de las KAF como polimero, a
primera vista es en la industria alimentaria, puede ser
aplicado en areas muy diferentes para el beneficio de
la salud humana.

Biomédica y farmacéutica

Los polimeros comestibles tienen una amplia gama
de aplicaciones en el campo biomédico, incluida la
administracion de farmacos, la ingenieria de tejidos, la
medicina regenerativa, la liberacién de proteinas, los
vendajes para heridas, los dispositivos biomédicos, etc
(Wang et al., 2015; Xiao et al., 2016a). Las emulsiones
estabilizadas con polimeros comestibles pueden
servir como un dispositivo de administraciéon de
componentes activos como antioxidantes, farmacos,
sefiales bioldgicas, etc. Debido a la formacién de una
capa gruesa de particulas comestibles alrededor de
las gotitas, el farmaco cargado en la capa interna de
polimero puede liberarse de forma controlada (Felice
et al., 2014).

También se pueden emplear particulas comestibles
como capa protectora alrededor de las gotitas de
emulsiéon para aumentar la estabilidad oxidativa de
lipidos / aceites (Kargar et al., 2012.). Dado que la
zeina se ha funcionalizado con éxito en la elaboracion
de nanocompuestos (Luecha et al., 2010; Ozcalik &
Tihminlioglu, 2013; Rouf et al., 2018), y tiene buenas
propiedades para su uso en diferentes aplicaciones
como envases, peliculas comestibles y plataformas
de biosensores, las KAF también pueden ofrecer
propiedades mejoradas tras la nanofuncionalizacion
para aplicaciones no alimentarias y no bioenergéticas
como lo han reportado diversos autores (Xiao et al.,
2017; Lietal., 2019; Pu et al., 2020).

Las nanoparticulas de KAF (Tabla 2), y las particulas
de zeina y quitosano que contienen componentes
antioxidantes también se han aplicado como
estabilizadores (Wang et al., 2015; Xiao et al., 2016b;
Olivera et al., 2019), esto debido a sus tamafios mas
pequeiios en comparaciéon con los sistemas de
administracién convencionales, estos nanodispositivos
ofrecen la posibilidad de una orientacion especifica, lo
que conduce a una disminucién de los efectos secundarios
y un periodo de liberacién mas largo (Li et al., 2019;
Pu et al., 2020). En la actualidad, se han desarrollado
varios nanodispositivos de administracién de farmacos
como liposomas, nanoparticulas, dendrimeros, micelas
y nanovarillas basados en polimeros biodegradables
(Felice et al., 2014), aunque por el momento los estudios
utilizando las KAF en el 4rea biomédica son limitados,
esto abre las puertas a realizar mayor investigacién con
resultados prometedores.

CONCLUSIONES

En esta revision se destacaron las caracteristicas de
los polimeros comestibles derivados de las kafirinas
teniendo en cuenta su aceptabilidad para el consumo
humano, al presentar un bajo riesgo de toxicidad
debido a su composicién proteica, libre de alérgenos,
biocompatible con la capacidad de formar recubrimientos
y peliculas. Estas propiedades han promovido
claramente una nueva ola de investigacién como se
evidencia en el aumento en el niimero de publicaciones
durante los taltimos afios. La aplicacién de las kafirinas
como material para la elaboracién de polimeros podria
satisfacer a los nuevos consumidores que demandan
alimentos con alta calidad empaquetados con materiales
biodegradables y sustentables. Ademas, es indudable
el papel de los polimeros comestibles en las ciencias
farmacéuticas y la biomedicina para la incorporaciéon
de compuestos bioactivos y facilitar su liberacién por
medio de los polimeros y asi mejorar el resultado de
los tratamientos futuros en pacientes. Por lo que el
estudio de las kafirinas debe seguirse ampliando para
el beneficio del ser humano.

REMDIS Vol. 2, No. 12. Octubre 2020 ISSN: 2594-1445

BIOQUIMICA | 15



REFERENCIAS

Ananey-Obiri D, Matthews L, Azahrani MH, Ibrahim
SA, Galanakis CM, Tahergorabi R. Application
of protein-based edible coatings for fat uptake
reduction in deep-fat fried foods with an emphasis

on muscle food proteins. Trends in Food Science &
Technology 2018, 80: 167-174.

Anyango JO, Taylor J, Taylor JRN. Improvement
in water stability and other related functional
properties of thin cast kafirin protein films. Journal
Agricultaural and Food Chemestry 2011, 59: 12674-
12682.

Arrieta MP, Peltzer MA, Lopez J, Garrigés MDC,
Valente AJM, Jiménez A. Functional properties
of sodium and calcium caseinate antimicrobial
active films containing carvacrol. Journal of Food
Engineering 2014, 121: 94-101.

Belton PS, Delgadillo I, Halford NG, Shewry PR.
Review: Kafirin structure and functionality. Journal
of Cereal Science 2006; 44: 272-286.

Byaruhanga YB, Emmambux MN, Belton PS,
Wellner N, Ng KG, Taylor JRN. Alteration of
kafirin and kafirin film structure by heating with
microwave energy and tannin complexation. Journal
of Agricultural and Food Chemistry 2006, 54: 4198-
4207.

Corradini E, Souto de Medeiros E, Carvalho AJF,
Curvelo AAS, Mattoso LHC. Mechanical and
morphological characterization of starch/zein
blends plasticized with glycerol. Journal of Applied
Polymer Science 2006, 101: 4133-41309.

Da Silva LS, Taylor JRN. Physical, Mechanical, and
Barrier Properties of Kafirin 523 Films from Red and

White Sorghum Milling Fractions. Cereal Chemistry
Journal 2005, 82: 9-14.

Dehghani S, Hosseini SV, Regenstein JM. Edible
films and coatings in seafood preservation: A review.
Food Chemistry 2018, 240: 505-513.

Dianda N, Rouf TB, Bonilla JC, Hedrick V, Kokini J.
Effect of solvent polarity on the secondary structure,
surface and mechanical properties of biodegradable

kafirin films. Journal of Cereal Science 2019, 90:
102856.

Duodu KG, Taylor JRN, Belton PS, Hamaker BR.
Factors affecting sorghum protein digestibility.
Journal of Cereal Science 2003; 38: 117-131.

Emmambux MN, Stading M, Taylor JRN. Sorghum
kafirin film property 536 modification with

hydrolysable and condensed tannins. Journal of
Cereal Science 2004, 40: 537 127-135.

Felice B, Prabhakaran MP, Rodriguez AP,
Ramakrishna S. Drug delivery vehicles on a nano-

engineering perspective. Materials Science and
Engineering: C 2014, 41: 178-195.

Gao C, Taylor J, Wellner N, Byaruhanga YB, Parker
ML, Mills ENC, Belton PS. Effect of Preparation
Conditions on Protein Secondary Structure and
Biofilm Formation of Kafirin. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 2005, 53: 306-312.

Giteru SG, Coorey R, Bertolatti D, Watkin E, Johnson
S, Fang Z. Physicochemical and antimicrobial
properties of citral and quercetin incorporated
kafirin-based bioactive films. Food Chemistry 2015,
168: 341-347.

Kargar M, Fayazmanesh K, Alavi M, Spyropoulos
F, Norton, IT. Investigation into the potential ability
of Pickering emulsions (food-grade particles) to
enhance the oxidative stability of oil-in-water
emulsions. Journal of Colloid and Interface Science,
2012, 366: 209-215.

Kouhi M, Prabhakaran MP, Ramakrishna S. Edible
polymers: An insight into its application in food,

biomedicine and cosmetics. Trends in Food Science
and Technology 2020, 103: 248-263.

Krochta JM. Proteins as raw materials for films
and coatings: definitions, current status, and
opportunities. CRC Press LLC, capitulo 1.

Kumar N, Neeraj. Polysaccharide-based component
and their relevance in edible film/coating: A review.
Nutrition and Food Science 2019, 49 (5): 793-823.

Lal SS, Tanna P, Kale S, Mhaske ST. Kafirin polymer
film for enteric coating on HPMC and Gelatin
capsules. Journal of Materials Science 2017, 52:
3806-3820.

Li N, Wang Y, Tilley M, Bean SR, Wu X, Sun XS,
Wang D. Adhesive Performance of Sorghum Protein
Extracted from Sorghum DDGS and Flour. Journal
of Polymers and the Environment 2011, 19: 755-765.

16 | BIOQUIMICA

REMDIS Vol. 2, No. 12. Octubre 2020 ISSN: 2594-1445



Li X, Maldonado L, Malmr M, Rouf TB, Hua Y,
Kokini J. Development of hollow kafirin-based
nanoparticles fabricated through layer-by-layer
assembly as delivery vehicles for curcumin. Food

Hydrocolloids 2019, 96: 93-101.

LuechaJ, Sozer N, Kokini JL. Synthesis and properties
of corn zein/ montmorillonite nanocomposite films.
Journal of Materials Science 2010, 45: 3529-3537.

Matak KE, Tahergorabi R, Jaczynski J. A
review: Protein isolates recovered by isoelectric
solubilization/ precipitation processing from muscle

food by-products as a component of nutraceutical
foods. Food Research International 2015, 77: 697-703.

Mesa-Stonestreet, NJ, Alavi S, Bean SR. Sorghum
Proteins: The Concentration, Isolation, Modification,

and Food Applications of Kafirins. Journal of Food
Science 2010; 75: R90-R103.

Mohamed SAA, El-Sakhawy M, El-Sakhawy MA-
M. Polysaccharides, protein and lipids - Based
natural edible films in food packaging: A review.
Carbohydrate Polymers 2020, 238: 116178.

Olivera N, Rouf TB, Bonilla JC, Carriazo ]G, Dianda
N, Kokini JL. Effect of LAPONITE® addition on the
mechanical, barrier and surface properties of novel
biodegradable kafirin nanocomposite films. Journal
of Food Engineering 2019, 245: 24-32.

Ozcalik O, Tihminlioglu F. Barrier properties of corn
zein nanocomposite coated polypropylene films
for food packaging applications. Journal of Food
Engineering 2013, 114: 505-513.

Pifieros-Hernandez D, Medina-Jaramillo C, Lépez-
Cordoba A, Goyanes S. Edible cassava starch films
carrying rosemary antioxidant extracts for potential
use as active food packaging. Food Hydrocolloids
2017, 63: 488-495.

Pranoto Y, Anggrahini S, Efendi Z. Effect of natural
and Lactobacillus plantarum fermentation on in-
vitro protein and starch digestibilities of sorghum
flour. Food Bioscience 2013; 2: 46-52.

Pu C, Tang W, Liu M, Zhu Y, Sun Q. Resveratrol-
loaded hollow kafirin nanoparticles via gallic acid
crosslinking: An evaluation compared with solid

and non-crosslinked counterparts. Food Research
International 2020, 135: 109308.

Rouf TB, Schmidt G, Kokini JL. Zein-Laponite
nanocomposites with improved mechanical, thermal

and barrier properties. Journal of Materials Science
2018, 1-16

Shafga A, Tahir A, Mahmood A, Tabinda AB, Yasar
A, Pugazhendhi A. A review on environmental
significance carbén foot prints of starch based
bio-plastic: A substitute of conventional plastics.
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology 2020,
27:101540.

Taylor J, Anyango JO, Taylor JRN. Developments
in the science of zein, kafirin, and glutein protein
biopfiastic materials. Cereal Biomacromolecules
2013, 90(4): 344-357.

Taylor J, Taylor JRN, Dutton MF, Kock S. Glacial
acetic acid- a novel food-compatible solvent for
kafirin extraction. Cereal Chemestry 2005; 82(5):485-
7.

Thakur VK, Thakur MK. Handbook of Sustainable
Polymers. Pan Stanford Publishing 2016, Singapore,
pp- 212-245.

Tomadoni B, Capello C, Valencia GA, Gutiérrez
TJ. Self-assembled proteins for food applications:
A review. Trends in Food Science and Technology
2020, 101: 1-16.

Wang L-J, Hu Y-Q, YinS-W, Yang X-Q, Lai F-R, Wang
S-Q. Fabrication and Characterization of Antioxidant
Pickering Emulsions Stabilized by Zein/Chitosan
Complex Particles (ZCPs). Journal of Agricultural
and Food Chemistry 2015, 63: 2514-2524.

Xiao J, Li C, Huang Q. Kafirin Nanoparticle-
Stabilized Pickering Emulsions as Oral Delivery
Vehicles: Physicochemical Stability and in Vitro
Digestion Profile. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 2015, 63: 10263-10270.

Xiao J, Shi C, Zheng H, Shi Z, Jiang D, Li Y, Huang
Q. Kafirin Protein Based Electrospun Fibers with
Tunable Mechanical Property, Wettability, and
Release Profile. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 2016a, 64: 3226-3233.

Xiao J, Wang X, Pérez-Gonzalez AJ, Huang Q.
Kafirin nanoparticles-stabilized Pickering emulsions:

Microstructure and reological behavior. Food
Hydrocolloids 2016b, 54: 30-39.

REMDIS Vol. 2, No. 12. Octubre 2020 ISSN: 2594-1445

BIOQUIMICA | 17



Cuerpo Académico UJE-CA-131 Ciencias Farmacoquimicas de Productos

Naturales

LGAC: Farmacoquimica de los Productos Naturales

Mombre proyecto

Investigador responsable

Resistencia bacteriana a los
antibioticos y busqueda de serotipos
bacterianos de interés clinico

Productos naturales con propiedades
bioactivas en plantas del
semidesierto y en productos de la
colmena

Concepcion Garcia Lujan

Desarrollo de diversos productos a
hase de cera de candelilla (Euphorbia
Antisiphylitica)

Aizlamiento e identificacion de
alcaloides presentes en las hojas de
Coffea arabica

Evaluacion hipoglucemiante de
diversas especies vegetales

Miguel TEéllez Lapez

Actividad bicldgica, farmacolagica e
inhibicion enzimatica de los géneros
Cirsium Silybum

Relevancia de polimorfismos
genéticos para las reacciones
adversas v la respuesta clinica a
farmacos

Biofortificacion de Phaseclus vulgaris
L. con selenio

Ruth Alanis Bafiuelos

Evaluacidn fitoquimica toxicoldeicae
identificacion molecular de Ibervillea
sonorae Greene

Evaluacion del contenido de compuestos
fenolicosy lacapacidad antiokidante de
mezclas del gel dealoe vera (Aloe
bar badensis Miller) y pasta prensadade
v a (VitisvinFera) obtenidas mediante la
aplicacion de ultrasonidos de potencia

AngelesSaenz Esqueda




QUIMICA FARMACEUTICAY CLINICA

(Biotecnologia, Toxicologia, Farmaceutica, Clinica)

“El secncte de la existencia no condiste solamente en wivcr,
dno en saber para gue ¢ wive”
Feodorn Dostocevstsc (1521-1581); novelista ruso.

| 19



Evaluacion del efecto bactericida entre el Plasma Rico en Plaquetas Puro y Plasma
Rico en Plaquetas y Leucocitos en microorganismos ESKAPE

!Alba Romero Damari Lizeth, 'Martinez-Romero Aurora, 'Garcia-Lujan Concepcién, 'Calleros-Ricén Esperanza Yasmin,
'Hernandez-Gonzélez Sandra Isabel, >* Alba-Romero José de Jests

'Divisién de Estudios de Postgrado e Investigacion. Facultad de Ciencias Quimicas. Gémez Palacio.
Universidad Juérez del Estado de Durango (UJED).

?Laboratorio de Asesores Especializados de la Laguna, Gémez Palacio, Durango.

*Email: JALBAR _1@hotmail.com

RESUMEN

Las Infecciones en heridas posquirtrgicas, ulceras
vasculares o de pacientes con pie diabético son
un reto para el clinico debido a las infecciones por
microorganismos resistentes a los antibiéticos la cual,
cada vez es mayor a nivel mundial. La resistencia
bacteriana y el nivel socioeconémico de los pacientes que
contraen estas infecciones, han llevado a buscar nuevas
alternativas como el Plasma Rico en Plaquetas Puro y
Plasma Rico en Plaquetas y Leucocitos principalmente
en infecciones por microorganismos denominados
ESKAPE. Este biomaterial (PRP-P PRP-L) usado con
fines de regeneracion celular, medicina estética, asi
como en la medicina del deporte. El objetivo principal
fue evaluar el desempefo del plasma rico en plaquetas
Puro y Plasma Rico en Plaquetas y Leucocitos ejerciendo
el efecto bactericida en microorganismos ESKAPE. Se
utilizaron 8 cepas aisladas de pacientes con infecciones
en lesiones cutaneas, a las cuales se evalu¢ la sensibilidad
alos antimicrobianos y se utilizé plasma de 4 donantes
para la evaluacion del efecto bactericida, el cual fue
activado con gluconato de calcio al 10% y utilizando
una concentracion final del 20%. Los microorganismos
utilizados en la evaluacién fueron Enterococcus feacalis,
Staphylococus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae.
Se probo el efecto bactericida y se demostré que ambos
biomateriales ejercen efecto bactericida, sin embargo,
concluimos que el PRP-P y PRP-L ejercen efecto
bactericida con mayor eficiencia PRP-L.

Palabras Clave: PRP, PRP-L, Plaquetas. Microorganismos
ESKAPE

ABSTRACT

Infections in postoperative wounds, vascular ulcers
or patients with diabetic foot are a challenge for the
clinician due to infections by microorganisms resistant
to antibiotics, which is increasing worldwide. Bacterial
resistance and the socioeconomic level of patients
who contract these infections have led to the search
for new alternatives such as Pure Platelet Rich Plasma
and Platelet Rich Plasma and Leukocytes, mainly in
infections by microorganisms called ESKAPE. This
biomaterial (PRP-P PRP-L) used for cell regeneration
purposes, aesthetic medicine, as well as in sports
medicine. The main objective was to evaluate the
performance of Pure Platelet Rich Plasma and Platelet
Rich Plasma and Leukocytes, exerting the bactericidal
effect on ESKAPE microorganisms. Eight strains isolated
from patients with infections in skin lesions were used,
to which the sensitivity to antimicrobials was evaluated
and plasma from 4 donors was used to evaluate the
bactericidal effect, which was activated with calcium
gluconate at 10% and using a final concentration of
20%. The microorganisms used in the evaluation were
Enterococcus feacalis, Staphylococus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter cloacae. The bactericidal effect
was tested and it was shown that both biomaterials
exert a bactericidal effect, however, we concluded that
PRP-P and PRP-L exert a bactericidal effect with greater
PRP-L efficiency.

Key Words: PRP, PRP-L, Platelets. ESKAPE
microorganisms
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INTRODUCCION

La prevalencia de cepas MDR es diferente en cada
hospital y esta relacionada con el tipo de pacientes,
los procedimientos terapéuticos, el tipo de cirugias y
las politicas para el uso de antibi6ticos y programas
de prevencién de infecciones asociadas con el cuidado
de la salud (IACS). Los patégenos que se describen
habitualmente son agrupados con el acrénimo de
ESKAPE, que incluye Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter cloacae (Vazquez-
Acosta, 2018).

Cuando las barreras cutaneas y mucosas se rompen,
por ejemplo, debido a afecciones crénicas de la piel,
heridas o intervencién quirtdrgica, uno de los ejemplos
dentro del grupo ESKAPE, es S. aureus el cual, puede
acceder a los tejidos subyacentes o al torrente sanguineo
y causar infecciéon. Las personas con colonizaciéon o
transporte de S. aureus multirresistente (SAMR) (es
decir, la presencia de bacterias que no causan una
respuesta inmune detectable del huésped, produciendo
dafio celular o signos clinicos y sintomas de infeccién)
tienen un mayor riesgo de infeccion posterior y son una
fuente importante de infecciéon de persona a persona
(Lee, A., 2018).

Los microorganismos ESKAPE son causantes de Las
infecciones nosocomiales donde la causa puede ser
ademas por una variedad de organismos, incluyendo
bacterias principalmente, también hongos, virus,
parasitos y otros agentes. Las infecciones pueden
derivarse de enfermedades exdgenas o fuentes
enddgenas y se transfieren por contacto directo o
indirecto entre pacientes, trabajadores de la salud,
objetos contaminados, visitantes, o incluso varias
fuentes ambientales (Santajit, S., 2016).

Sin embargo, en la actualidad se describen otras
alternativas para atender a los pacientes con lesiones
cutdneas para regenerarlas y después para asegurar la
esterilidad de las heridas. El plasma rico en plaquetas
(PRP) es un hemoderivado con alto recuento de
plaquetas, que puede ser producido a través de varias
centrifugaciones sucesivas o aféresis (LangS,. 2018). La
definicién del PRP indica al menos 320 % plaquetas/
uL suspendidas en plasma (de 2 a 7 veces el valor
basal); menor concentracién no tendrd efecto y mas
concentracion no incrementard la respuesta biolégica, o
bien, podria tener efectos inhibitorios en la regeneracién

de heridas y disminuir la angiogénesis (Chicharo D.,
2018).

En los dltimos afos, los estudios han revelado el
potencial de cicatrizacién de heridas del plasma rico en
plaquetas (PRP) en el tratamiento de las ulceras de pie
diabético a partir de sus propiedades antimicrobianas
y regenerativas. El gel rico en plaquetas se produce
a partir de PRP que se activa mediante trombina y
/ o calcio. Se ha demostrado que estos derivados
de plaquetas poseen varias funciones importantes,
como antibacteriano y promocién de la cicatrizacion
de heridas. Por ejemplo, se ha demostrado que PRG
inhibe S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae, asi como Staphylococcus
aureus resistente a meticilina en un estudio previo
(Deng W., 2016). Dentro de las plaquetas activadas,
se ha observado que los péptidos antimicrobianos
derivados de plaquetas, las quimiocinas, los factores de
crecimiento y los miARN ejercen efectos antibacterianos
y promueven la cicatrizacion de heridas (Etulain J.,
2018).

Enlos tiltimos 20 afios, el uso de concentrado de plaquetas
autologas (PC) ha ganado gran popularidad en una
variedad de campos médicos como odontologia, cirugia
oral, ortopedia, medicina deportiva, dermatologia,
oftalmologia, cirugia estética y plastica (Anitua E., 1999).
La justificacion de usar este biomaterial, es debido a
que las plaquetas se almacenan y liberan moléculas
bioactivas, tras la activacion, los factores de crecimiento
como PDGF, TGF-$, EGF, VEGF, IGF-1, FGF, HGF y
otras moléculas que modulan la respuesta de curaciéon
de heridas tanto en tejido duros como tejidos blandos.
Ademas, las propiedades antiinflamatorias de los
concentrados plaquetarios, al que se le ha asociadas
con una marcada reduccién del dolor postoperatorio y
la hinchazén (Kour P., 2018).

La capacidad de PRP proporciona grandes cantidades
de crecimiento factores y diversas proteinas, que
pueden estimular el proceso de curaciéon debido que
son activadas por el lipopolisacarido de las bacterias con
las que interactia inmunolégicamente (Kour P., 2018).

El PRP se obtiene de forma manual, mediante
“técnica abierta”, o mediante kits desechables con
“técnica cerrada”, siendo estos ultimos productos
sanitarios clasificados como Ila. La Agencia Espafiola
de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS)
considera el PRP como medicamento, estableciendo
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unos requisitos minimos para garantizar su seguridad,
trazabilidad, farmacovigilancia e informacién. El PRP,
por su elevado contenido en factores de crecimiento,
retine cualidades para ser un potente papel osteoinductor,
capaz de acelerar la consolidacién de fracturas o de
osteointegracion rapida y eficientemente distintos tipos
de implantes 6seos. (Moreno R., 2015).

En afios reciente algunos investigadores en base a las
moléculas bioactivas han realizado una clasificacién de
los diversos biomateriales que se pueden obtener en
funcién de propiedades regenerativas, bactericidas y
antiinflamatoria (ver tabla 3) (Salgado-Peralvo A., 2017).

Durante mas de 10 afios existi6 una falta de unificacién
de los términos empleados para definir los concentrados
de las plaquetas. Dohan-Ehrenfest y col. en el afio

2009 realizaron una clasificacion de los distintos
derivados de las plaquetas y los derivaron en 4 familias
dependiendo de su contenido de leucocitos y de su
arquitectura de la fibrina. Plasma rico en plaquetas puro,
plasma rico en plaquetas y leucocitos, fibrina rica en
plaquetas y fibrina rica en plaquetas pura, fibrina rica en
plaquetas y leucocitos (Dohan Ehrenfest D., 2018). Estas
4 categorias principales de productos ofrecen diferentes
formas y mecanismos biolégicos, y diferencias obvias en
las aplicaciones clinicas, destacando por sus propiedades
de regeneracion de tejidos, la fibrina rica en plaquetas
pura (FRP-P) y la fibrina rica en plaquetas y leucocitos
(FRP-L) (Escalante-Otorola W., 2016). Solo unos pocos
estudios han investigado su efecto antimicrobiano,
aunque en los dltimos afios se produjo un aumento de
publicaciones en este campo de investigaciéon (Varshney
S., 2019).

El efecto bactericida de estos productos es analizado por
investigadores, pero ain no se tiene la certeza exacta
de cémo funciona, sin embargo, En los dltimos afios,
los estudios han revelado el potencial de cicatrizacion
de heridas del plasma rico en plaquetas (PRP) en el
tratamiento de las ulceras de pie diabético (UPD) a partir
de sus propiedades antimicrobianas y regenerativas (Li
T., 2019).

Sin embargo, se ha demostrado que estos derivados
de plaquetas poseen varias funciones importantes,
como antibacteriano y promocion de la cicatrizaciéon de
heridas. Por ejemplo, se ha demostrado que PRG inhibe
S. aureus, S. Epidemidis, E. coli y K. pneumoniae, asi como
S. aureus resistente a meticilina en un estudio previo
(Deng W., 2016).

MATERIAL Y METODOS

Se aisl6 bacterias de diferentes pacientes con lesiones
infectadas de diversos sitios anatémicos hasta completar
4 cepas de cada una de las bacterias que conforman
microorganismos ESKAPE. Se aislaron en medios de
cultivo especificos, agar Casman con sangre, Agar Mac
Conkey, ver Figura 1. Se identificaron por pruebas
primarias como tinciéon de Gram, catalasa, oxidasa
y por un sistema automatizado de Micro-Scan los
microorganismos hasta género y especie, Se determiné
la sensibilidad a farmacos por concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) por el método automatizado Micro-
Scan.

Se obtuvo el biomaterial PRP-Py PRP-L extrayendo sangre
en 2 tubos de 4 paciente (para repetir los experimentos
4 veces), a fin de descartar que la condicion fisiolégica

 wy
-4

4 _gnﬁijﬁ »

Obtenciénde muestras

Aislamiento e identificacion de microorganismos
ESKAPE

Identificacion Microscan®

Figura 1. Protocolo para aislar e identificas Bacterias ESKAPE.
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Plasma Rico en Plaquetas puro

Al abso.rbﬂ el =) -
tercio inferior
Sin tocar la
fase intermedia,
se obtiene
Plasma
Rico en Plaquetas

0.2mL

Protocolo de activacion del PRP-P y PRP-L

Activacion del
PRP-Py PRP-L

Plasma Rico en Plaquetas y Leucocitos
PRP-L

Al absorber el 8o

tercio inferior
v hacer una
turbulencia

se obtiene
plasma
Rico en Plaquetas
\ ¥ Leucocitos

Agitar in situ
con la aguja

Plasma

— Loucoston y
plaquetas

Cansns rejss

Figura 2. Protocolo para la obtencién de PRP-P y PRP-L activado al 20% con gluconato

de calcio.

de cada paciente influyera en el efecto bactericida de
manera negativa. Se obtuvo en sistema al vacio con
anticoagulante de citrato de sodio al 3.8% marca BD® se
mezclaron por inmersién cinco veces; posteriormente,
se centrifugaron por 5 min a 1300 rpm, se preparo la
concentracion de plasma rico en plaquetas extrayendo
el plasma del tercio inferior sin tocar la interface de la
columna del tubo con sangre centrifugada y agregando
gluconato de calcio a la concentraciéon del 20% (0.2
mL de gluconato de calcio y 0.8 mL). Para obtener
el Plasma rico en plaquetas y leucocitos, se sigue el
mismo procedimiento anterior, pero en este proceso,
si se extrae (efectuando una ligera turbulencia) la capa
de la interface que contiene la mayor proporcion de
leucocitos, ver Figura 2.

Cada jeringa se mezcl6é para activar el plasma y
tanto el PRP-P como el PRP-L, se depositaron 45 pL
cada biomaterial en una caja de Petri que contiene
agar Mueller Hinton inoculado con cada cepa de los
microorganismos que conforman el grupo ESKAPE. La
concentracion de cada cepa se llevé a la concentracion de
0.5 del Nefelometro de MacFarland (a una concentracion
de 1.5 X108 ufc/mL). Se incubaron a 370C por 18-24 h'y
se interpretan los resultados, ver la Figura 3.

Se realiz0 la resistencia a los antibioticos por el método
de concentracién minima inhibitoria en el sistema
automatizado Micro-Scan. Tanto para microorganismos
Gram positivos como para microorganismos Gram
negativos es sus paneles correspondientes.

Fase 1

Ajustar la concentracién
Bacteriana a 1.5 x 10%

Medio de cultivo
Muller Hilton y Agar sangre de carnero al 5%

Preparacion de PRP-Py PRP-L

Protocolo para evaluar el efecto bactericida de PRP-P y PRP-L

a5l
PRP-P
C12H22Ca014

asuL as L
PRP-L .

Agregar 45 ul de
Gluconato de calcio
PRP-P
PRP-L

4

Incubar a 37°Cpor 24 h

.

Estriar por descarga
Cada una de las cepas
E-ESKAPE

Interpretar
resultados

Figura 3. Evaluacién de efecto bactericida entre PRP-P y PRP-L.
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G

" Klebsiella pneumoniae

Figura 4. Esquemas de inhibicion del efecto bactericida del PRP-P/PRP-L en

microorganismos ESKAPE.

RESULTADOS

Se aislaron los microorganismos ESKAPE de muestras
clinicas de pacientes con diversas infecciones de la piel.
Se identificaron los microorganismos ESKAPE por el
sistema automatizado de Micro-Scan. Se determino la
CMI por el mismo método, sin embargo, obtuvimos la
sensibilidad a farmacos baja debido a que las bacterias
aisladas presentaron hasta 50% de resistencia a los
antibiéticos probados. Los microorganismos ESKAPE
presentaban resistencia entre 40% y el 50%. Sin
embargo, encontramos atin que las bacterias que se les
evalu¢ la drogorresistencia, aun presentan sensibilidad
a linezolid y vancomicina, los cuales son un indicador
grave de resistencia a los antibiéticos. Se evalu6 el
desempefio entre el PRP-P y el PRP-L, encontrando
que ambos biomateriales tienen efecto bactericida, pero
el PRP-L demostré mayor eficiencia al producir halos
de inhibicién de mayor tamafio y evitando la seleccién
clonas resistentes, e incluso tuvo mas efecto inhibidor
que PRP-P en las mismas bacterias probadas, atn en
bacterias multirresistentes como Pseudomnas aeruginosa
multirresistente (PAM) ver figura 4.

DISCUSION

En nuestro estudio se evalud el efecto bactericida
del Plasma Rico en Plaquetas Puro y Plasma Rico en
Plaquetas con Leucocitos, el cual es una opcién dentro de
la medicina alternativa a fin de evitar las infecciones por
bacterias que estan asociadas a la atencion de la salud
y de manera significativa en bacterias denominadas

ESKAPE, tal como lo han demostrado Drago L. y col.
en el afio 2014.  Los microorganismos ESKAPE son
los principales microorganismos aislados de diversas
infecciones, asi lo demuestran nuestros aislados de
muestras clinicas, tal como lo sefialan los estudios
de Founou R. y col. en el afio 2018 coincidiendo con
nuestro estudio, afirmando que los microorganismos
ESKAPE son los més frecuentes a nivel hospitalario con
un alto nivel de resistencia a los antibiéticos. Al evaluar
la eficiencia entre el PRP-P y el PRP-L, encontramos
que el PRP-L tiene maés eficiencia bactericida que el
PRP-P, sin embargo, ambos biomateriales presentan
esta propiedad con halos de inhibicién de mas 15 mm de
diametro, lo cual coincide con los estudios de Varshney
S.y col. En el afio 2019 afirmando que el PRP activado
presenta efecto bactericida pero que se necesitan mas
evidencias para dilucidar las vias por las que el PRP
ejerce esta caracteristica en otras importantes como
la de regeneracion celular. Se confirm¢ la eficacia
de los mecanismos de regeneracién, aunque no era
nuestro objetivo. Se evalu¢ el efecto bactericida que se
pueden obtener por esta nueva alternativa, tal como
lo comprobé en el afio 2017 Salgado-Peravo. Alba
Romero y colaboradores en el afio 2016 pudieron inhibir
bacterias de importancia clinica e incluso probaron el
efecto potenciador del PRP con fluconzol en levaduras
del género Candida. El éxito del efecto bactericida
depende de la concentracién de plaquetas y de su
activacion adecuada, asi como la obtencién del PRP es
la clave del éxito, consideraciéon que tomamos en cuenta
y coincide con las recomendaciones de Moreno R, y col.
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en el afio 2015 y Martinez Romero y col. en el afio 2014 REFERENCIAS

al afirmar que cada laboratorio que realiza terapia y
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RESUMEN

En los ultimos afios se han logrado avances para
conocer los mecanismos intimos de tipo molecular que
suceden en la transformacion de células normales en
neoplasicas, ayudando al desarrollo de tratamientos
eficaces. Sin embargo, las deficiencias en cuanto al
tratamiento radican en que las células tumorales
presentan resistencia a la farmacoterapia ademas
aun existen incognitas sobre la red de sefializacion
en los tumores sélidos. Estos aspectos derivaron en
la necesidad de modelos mas precisos que imiten el
ambiente in vivo de las células neoplasicas. El cultivo
3D de células cancerosas imita in vitro afecciones
tumorales mas cercanas que el cultivo 2D, pues se
basa en la detecciéon de miles de entidades quimicas
y biolégicas en condiciones de ensayo estandarizadas,
ademads estas caracteristicas permiten in vitro estudiar
relaciones estructura-funcion, en situaciones normales
o patolégicas. Por lo tanto, el uso de un modelo 3D
permitird mimetizar condiciones fisiolégicas en las
que el farmaco penetra en el tumor sélido al igual que
asemeja el microambiente proporcionando suficiente
complejidad para representar ciertos aspectos de
los tumores humanos, como estratificacién celular y
diferenciacién. El presente trabajo es una revision de
la literatura existente referente a la utilizacioén en las
ciencias biomédicas del modelo 3D, partiendo de los
primeros estudios involucrados en el desarrollo del
modelo. Se incluy®é literatura experimental en bases de
datos como PudMed y Medline acerca de elementos
protagonistas como el uso del modelo 3D desarrollado
a partir de diferentes tipos celulares. Nuestro objetivo
es contribuir a difundir aspectos relevantes sobre el
modelo 3D y exponer el potencial que tiene dirigido
hacia aplicaciones clinicas.

Palabras clave: Céancer, cultivo 3D, resistencia,
microambiente.

ABSTRACT

In recent years, advances have been made in
understanding the intimate molecular mechanisms
that occur in the transformation of normal cells into
neoplastic cells, helping to develop effective treatments.
However, the deficiencies in terms of treatment lie in the
fact that tumor cells are resistant to drug therapy, and
there are still unknowns about the signaling network
in solid tumors. These aspects led to the need for more
precise models that mimic the in vivo environment
of neoplastic cells. The 3D culture of cancer cells in
vitro mimics tumor conditions closer than the 2D
culture, as it is based on the detection of thousands of
chemical and biological entities under standardized
test conditions, in addition these characteristics allow
in vitro to study structure-function relationships, in
normal or pathological situations. Therefore, the use of
a 3D model will allow to mimic physiological conditions
in which the drug penetrates the solid tumor as well as
it resembles the microenvironment, providing enough
complexity to represent certain aspects of human
tumors, such as cell stratification and differentiation.
The present work is a review of the existing literature
regarding the use in biomedical sciences of the 3D
model, starting from the first studies involved in the
development of the model. Experimental literature was
included in databases such as PudMed and Medline
about key elements such as the use of the 3D model
developed from different cell types. Our objective is
to contribute to disseminate relevant aspects of the
3D model and expose the potential that it has directed
towards clinical applications.

Keywords: Cancer, 3D culture, resistance,

microenvironment.
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INTRODUCCION

El cultivo de tejidos inicialmente fue considerado
como una técnica particularmente dificil dado que se
requerian de condiciones muy controladas para que
las células se desarrollaran. Hoy en dia gracias a los
avances en tecnologias podemos mantener un cultivo
celular viable por periodos de tiempo considerables.
Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto
de técnicas que permiten el mantenimiento de las células
in vitro, manteniendo al méximo sus propiedades
fisiol6gicas, bioquimicas y genéticas. En la investigacion
biomédica el cultivo de células cancerosas en monocapa
ha proporcionado grandes resultados respecto al
comportamiento celular in vitro en interacciones con
diversos agentes, los estudios preclinicos con cultivos
celulares han contribuido en la comprensién de la
biologia tumoral y la detecciéon de alto rendimiento
para el desarrollo de farmacos (Mueller-Klieser, 1997).

Tradicionalmente se ha utilizado el cultivo en monocapa
(2D), cuyos resultados en ocasiones son contradictorios
cuando se escalan a nivel clinico (R. M. Sutherland &
Durand, 1984). A diferencia de los tumores, los cultivos
2D son principalmente homogéneos, demuestran
limitaciones tales como la imposibilidad de reproducir
la morfologia y las propiedades bioquimicas que tienen
las células en un organismo vivo (Pefialver, Abad,
Méndez, Penafiel, & Cortés, 2015; Pérez, Castilla, Zajgla,
y Lagunas, 2006). Mdltiples observaciones han llevado
alanocion de que la dimensién en la que se cultivan las
células es un determinante crucial, y que el cultivo de
células en monocapa impulsa la funcién celular anormal
o la desdiferenciaciéon, mientras que un modelo en 3D
provoca un estado mayormente fisiolégico (Baker y
Chen, 2012).

Desde los afos 70°s se registraron estudios
experimentales del desarrollo de un nuevo modelo de
cultivo celular llamado esferoides tumorales, en los
cuales se comenzo6 por evaluar la respuesta de células
tumorales a agentes terapéuticos (R. M. Sutherland y
Durand, 1984).

Posteriormente diversos estudios se centraron en
el desarrollo de una variedad de enfoques para el
crecimiento de células en 3D (Foty, 2011; Ivascu y
Kubbies, 2006). Otros estudios se centraron en el
desarrollo/sintesis de varias matrices para apoyar el
crecimiento celular en estructuras 3D (Holmes, Zhu,
Li, Lee, y Zhang, 2015; Li et al., 2011) y muchos otros

se centraron en los comportamientos de las células
cultivadas en 3D en comparacién con las células
cultivadas en 2D (Luca et al., 2013; Nyga, Cheema, y
Loizidou, 2011).

El modelo 3D ha cobrado relevante ventaja sobre el
modelo convencional en 2D debido a que asemeja la
arquitectura tridimensional nativa de los tumores,
presentanumerosas interacciones autocrinas y paracrinas
relacionadas con la progresién del tumor, ademas de
uniones comunicantes célula-célula que representan
una red de comunicacién compleja (Rashidian y Luo,
2016). Estas caracteristicas son fundamentales y de gran
utilidad para escalar resultados mas precisos derivados
de ensayos meramente in vitro, pues se observa el
comportamiento de las células en ambiente nativo a
etapas tempranas previa vascularizacion del tumor.

En la préctica este modelo puede ser utilizado en
diversas investigaciones de tipo biomédico, siempre y
cuando se den las condiciones adecuadas para formar
los esferoides. Dentro de los campos cientificos en los
que se han utilizado con éxito los esferoides son la
Biologia Celular (adhesién, migracién y morfogénesis),
la Virologia (aislamiento, propagacién y cuantificaciéon
de virus, interaccién célula-virus); la Farmacologia
(evaluacién de farmacos); la Inmunologia (uso de
moduladores inmunitarios); la cirugia (comportamiento
de células de diferentes tejidos, como las de hueso y
cartilago en diferentes medios o frente a diferentes
materiales); Oncobiologia (recreacién de tumores,
estudio de quimiocinas en células cancerosas o terapia
basada en anticuerpos); la Biologia del desarrollo y de
la Fertilizacion (desarrollo de embriones) (Pefalver et
al., 2015).

Esta revision tiene como objetivo exponer las
caracteristicas principales del modelo 3D y exponer el
potencial que tiene dirigido hacia aplicaciones clinicas
basdndonos en la premisa de su utilizacion y ventajas
sobre el modelo tradicional.

METODOLOGIA

Se realiz6 una revision de la literatura existente en las
bases de datos PudMed, Medline y SciELO utilizando
las palabras clave; cultivo celular, modelo 3D, cancer.
Se seleccionaron articulos experimentales que utilizaran
el modelo 3D a partir de una linea celular o de células
derivadas de tejido humano.
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Esferoides Tumorales, caracteristicas generales

Los origenes del método de cultivo 3D se remontan
a los anos 40’s por Holtfreter o Moscona con sus
investigaciones acerca de morfogénesis, utilizando
reagregados esferoidales de células. Mas tarde en los
afios 70’s Sutherland utiliz6 esferoides tumorales para
evaluar su respuesta a agentes terapéuticos (Pefialver
et al., 2015). La biologia del cancer, en particular, se ha
transformado mediante el uso de técnicas 3D ya que
estos modelos pueden reproducir con mayor precision
la respuesta de las células en un tumor soélido (Frith,
Thomson, y Genever, 2010).

Estudios recientes que analizan las bases mecanicistas
de la heterogeneidad fenotipica observada entre
diferentes tumores han ilustrado la utilidad de este
sistema de cultivo tridimensional como un modelado de
las actividades biol6gicas del cancer, y la diferenciacién
celular, asemejando la arquitectura durante los primeros
aspectos de la formacion del carcinoma (Debnath,
Muthuswamy, y Brugge, 2003). Los esferoides tumorales
son un modelo de cultivo 3D de agrupaciones celulares
que se beneficia de la propiedad natural de agregarse
que muestran varios tipos celulares, poseen la capacidad
de que las células crecen en forma tridimensional la cual
estd influida por factores de sefializacion del suero tales
como antigeno carcinoembrional, interferén-y, IGFII,
heregulina 31, plasmina, y E-cadherina. Los elementos
que los constituyen se unen fuertemente entre si, la
integridad del esferoide se mantiene por el incremento
de uniones estrechas, comunicantes y desmosomas
entre las células, ademads de un aumento de Matriz
Extracelular (MEC) producida por el mismo esferoide
(Aranda Haro, 2003). Reproducen la estructura, en
diferente grado, del tejido de donde proceden, este
modelo crea masas celulares en forma esferoidal, que
puede mantenerse viable en condiciones controladas
(Guirado, Aranda, Vilches, Villalobos, y Lallena, 2003;
Penalver et al., 2015).

El crecimiento de los esferoides es consecuencia de
la multiplicacién de los clonégenos de la poblacion
celular que los constituye, su crecimiento puede ser
manipulado o modificado por las condiciones del medio
ambiente en donde se desarrollan (Aranda Haro, 2003);
estudios recientes han demostrado que los esferoides
se pueden mantener viables por un periodo promedio
de 10 dias sin mostrar cambios significativos en cuanto
a muerte celular (Jeppesen et al., 2017).

Ademads de las ventajas antes mencionadas como las
sefales adhesivas, mecanicas y quimicas que regulan
la funcién celular, el modelo 3D también permite
que ocurran fenémenos de orden superior, donde las
respuestas celulares son de naturaleza estructural.
La morfogénesis, la remodelacion de los tejidos y la
migracion de células cancerosas alteran la organizacion
3D del microambiente en si y es dificil, o tal vez
imposible, reproducir estos procesos en sistemas de
cultivo 2D. Por otro lado, la forma en que las células
migran en cultivos 3D depende de la topografia, el
impedimento estérico y la estimulacion especifica de
sustancias en MEC en la que estan incrustadas las
células (Baker y Chen, 2012).

Existen diversas variables del cultivo de esferoides,
las cuales se determinan en relacién a su origen. Los
Esferoides Tumorales Multicelulares clonogénicos
provienen de células tumorales o explantes de tejidos,
en una primera fase de cultivo se forma un ntcleo
primario, la segunda fase consiste en agitacion orbital
suave que favorece la consolidacién del esferoide. Este
tipo de esferoide puede ser monocultivo (un solo tipo
celular) o co-cultivos (varios tipos celulares). La continua
compactacion de las células cancerigenas durante la
vida media de los esferoides genera la formacién de
distintas zonas internas como en los microtumores
s6lidos (Aleman Miranda y Valenzuela Reyes, 2017).
A nivel estructural se pueden distinguir tres capas de
poblaciones celulares: un centro apoptético/necrético
(que solo aparece en esferoides con didmetro mayor de
500pm) es la capa més profunda y donde se acumulan
los desechos metabdlicos de la zona de proliferacion,
ésta en un esferoide maduro es la zona mas grande por
la matriz extracelular que se alarga continuamente en
funcién de que la zona necrética se llene de desechos.
La zona necrética puede alcanzar unos 300-500 um
de diametro, la siguiente es una capa intermedia de
células con tendencia a diferenciarse también llamada
zona de senescencia, es una zona donde debido a la
ausencia de nutrientes, las células de cancer disminuyen
su proliferacién hasta que desaparece por completo en
funcién de la concentraciéon de los nutrientes. En esta
zona existe una alta tension generada por el peso de
la zona de proliferacion. El didmetro de esta zona es
muy dificil de determinar, pero es la zona con menor
didmetro, por ultimo, se encuentra una capa externa
de células en proliferacion, es la capa donde se lleva
a cabo la proliferacién celular, esta existe debido a
la dependencia de las células de cancer al medio de
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Figura 1. Estructura interna de un esferoide tumoral. Tomado de Alcintara- Quintana L. E., 2019.

cultivo. Las células tumorales solo pueden crecer en la
superficie y no en zonas maés internas debido a la falta
de vascularizacion. El didmetro de esta zona es de 100-
200 pm, Figura 1.

El modelo de esferoides clonogénicos en particular es
utilizado para investigaciones de hipoxia (Sheth, GratzI,
y oacgr, 2019; R. M. Sutherland y Durand, 1984). Por otro
lado, los esferoides tumorales multicelulares agregados
no cuentan con la formacién de un nicleo primario, las
células solo se agregan a consecuencia de la agitacion
orbital a la que son sometidos y la mayor parte de las
capas contienen células en proliferaciéon. Las uniones
celulares en este caso pueden ser disociadas facilmente
por fuerzas mecanicas y son empleados principalmente
para el estudio de penetrabilidad de formacos o vectores
de terapia génica (Aleman Miranda y Valenzuela Reyes,
2017; Aranda Haro, 2003).

Cabe destacar que tanto lineas celulares como células
obtenidas de tejidos pueden formar ambos tipos de
esferoides.

Esferoides formados a partir de diferentes tipos
celulares

Se ha informado que diferentes tipos de células
pueden formar esferoides 3D con estructuras distintas.
Las estructuras esferoidales pueden clasificarse en
diferentes tipos segin su apariencia morfolégica, la
disposicién estructural de las células y la naturaleza
de las interacciones célula-célula (Kenny et al., 2007).
Los esferoides tumorales comparten caracteristicas
de crecimiento con los tumores en modelos animales
respecto a: tiempo de duplicaciéon del volumen

celular, distribucién en el ciclo celular, densidad de
empaquetamiento y adherencia intracelular.

Caracteristicamente los esferoides tienen un patrén de
crecimiento, este patrén no varia de acuerdo con el tipo
celular de procedencia, pero si con la variante de cultivo
que se utilice (esferoides clonogénicos o esferoides
agregados). Cuando se inicia un cultivo el crecimiento
es lento, seguido de una fase de crecimiento exponencial
y finalmente se presenta nuevamente un crecimiento
lento con una fase de meseta en la cual mantienen su
tamafo final.

Existen estudios que han evaluado los diversos aspectos
en cuanto al crecimiento de los esferoides caracterizando
el modelo para darle aplicaciones en cuanto a respuesta
al tratamiento. Por ejemplo, en 2017 Jeppesen y
colaboradores indagaron si los esferoides tumorales
aislados de pacientes con cancer colorrectal mostraban
cambios en cuanto a la proliferacion en respuesta
a tratamiento quimioterapéutico, paralelamente
evaluaron si el tamafio de los fragmentos aislados de
tejido colorrectal influia en la formacion del esferoide,
encontrando que la densidad celular no influye en
el tamafio de esferoides formados a partir de tejidos
tumorales, asi mismo observaron que la viabilidad
celular del esferoide respondia al tratamiento con
diferentes quimioterapéuticos (Jeppesen et al., 2017).

Por otro lado, Mittler y colaboradores en 2017 observaron
que en lineas celulares de cancer de prostata el aumento
de la densidad de la siembra celular da como resultado
un aumento lineal en el volumen esferoidal. También
observaron que algunas lineas celulares no son capaces
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de formar esferoides, sino solo agregados celulares de
formas difusas (Mittler et al., 2017).

Un aspecto importante observado recientemente es
que la morfologia de los esferoides exhibe diversos
tipos de estructura; dependiendo del linaje celular del
que procedan, Rosenblunth y colaboradores en 2020
observaron que en cultivos provenientes de tejido
mamario humano, las células se agrupan y forman
estructuras acinares, ademés de que conservan
patrones de expresion de proteinas del tejido de origen
(Rosenbluth et al., 2020).

El crecimiento de los esferoides también lo determinan
en gran medida las condiciones de la atmosfera y el
microambiente. El medio de cultivo es uno de los
factores importantes como se mencioné anteriormente,
dado que la composicién del medio modificara la
dindmica de crecimiento, del mismo modo otro factor
influyente es la MEC que se le proporciona a las células.

Microambiente celular, un determinante fundamental
en el modelo 3D

El mantenimiento y la diferenciacion de diversos tipos
de células también depende de las caracteristicas y
propiedades del microambiente tisular local (Inman,
Robertson, Mott, y Bissell, 2015). Se sabe que el
microambiente tumoral es responsable de una respuesta
dindmica, interactiva y en constante cambio, comprende
diferentes entidades que son importantes para la
homeostasis en condiciones fisiologicas, asi como
también influye en la progresién del tumor, la migracién
y la resistencia a la quimioterapia (Figura 2; Alcantara-
Quintana, 2019). Los tumores son tejidos funcionales

conectados y dependientes del microambiente. El
microambiente tumoral estd constituido principalmente
por la MEC, células del estroma y la propia respuesta
inmune, los cuales son determinantes de la morfologia
y clasificacion tumoral (Naranjo, Noguera-Salva,
y Guerrero, 2009). Las células se han estudiado
principalmente en cultivos celulares 2D, pero al
cultivarlas en los sustratos planos inducen una polaridad
artificial entre las superficies inferior y superior de estas
células normalmente no polares, provocando un cambio
en su fenotipo (Cukierman, Pankov, Stevens, y Yamada,
2001). Modelos experimentales como los esferoides
multicelulares y una variedad de nuevas técnicas
son utilizadas para determinar las caracteristicas del
microambiente y para estudiar las interacciones de
la microecologia celular especial de los tumores, que
influyen en la capacidad de respuesta a los agentes
terapéuticos y tiene implicaciones para desarrollo de
terapias contra el cancer (Robert M. Sutherland, 1988).

Modelo 3D en la investigacion clinica

Como ya lo mencionamos anteriormente el cultivo 3D
de células cancerosas imita in vivo afecciones tumorales
(Jeppesen et al., 2017), presentan una compleja red
organizada con interacciones tridimensionales célula-
célula y célula-matriz extracelular. Esto lo hace un
modelo muy atractivo para evaluar caracteristicas
especificas de un tumor, por ejemplo, el metabolismo
celular de células neoplésicas, sefalizacion celular,
gradientes bioquimicos, proliferacion, diferenciacién,
expresion génica, penetraciéon de farmacos, resistencia
a radioterapia, resistencia farmacolégica, etc.

Figura 2, Esferoides cultivados en superficie de coligena. Tomado de Alcintara Quintana L. E.,

2019.
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La radioterapia es uno de los tratamientos ampliamente
usados para tratar ciertos tipos de tumores, sin
embargo, la respuesta al tratamiento varia en gran
medida de paciente a paciente. Se ha utilizado el
modelo 3D como un test predictivo para evaluar la
hiperradiosensibilidad de las células neoplasicas de
lineas celulares de cancer de mama expuestas a dosis
bajas de radiaciéon. Como resultado de este estudio
se desarroll6 un método que permitié6 determinar
la radiosensibilidad de los esferoides con suficiente
precisiéon y con una perturbacién minima de las
muestras experimentales. Aportando contribuciones a
la comprension de la respuesta de tumores mamarios
a la radioterapia (Guirado et al., 2012).

La toxicidad a nivel hepético es un campo ampliamente
estudiado, ha habido una serie de avances en la
comprension de las funciones de los hepatocitos, la
sefializacion celular y los mecanismos de toxicidad
hepatica. La desdiferenciacion de los hepatocitos en
un cultivo de células 2D (cultivo en monocapa) esta
bien establecida y acompafia a una reduccién en las
principales funciones hepaticas (Godoy et al., 2009).
Esto es particularmente relevante para los hepatocitos,
que tienen forma poligonal y estan multipolarizados
para presentar al menos dos superficies basolaterales
y dos apicales. La mejora de la estabilidad de los
hepatocitos se ha logrado mejorando las condiciones
del microambiente (dimetilsulfoxido, nicotinamida, y
factores de crecimiento), que interaccionan en modelos
3D para regular y mantener la funcion hepatica presente
in vivo (Kost y Michalopoulos, 1991; Tateno y Yoshizato,
1996). Recientemente, se han logrado grandes avances
en la generacién de modelos y las técnicas de cultivo
3D de hepatocitos. Los modelos son aptos para el
uso rutinario y la adaptacién de alto rendimiento los
hace particularmente deseables en el contexto del
descubrimiento industrial de farmacos (Godoy et al.,
2013; Ijima, 2010).

Por ultimo, se ha encontrado una mayor estabilidad y
una vida til més larga en los modelos de cultivo 3D.
Los esferoides 3D pueden cultivarse hasta 3 semanas,
mientras que el cultivo en monocapa 2D puede durar
menos de una semana debido a la limitacién de la
confluencia celular (Dai, Ma, Lan, y Xu, 2016). Por lo
tanto, los modelos de cultivo celular en 3D podrian ser
mas apropiados para manejar los experimentos que
requieren de periodos largos de evaluacion, ayudando
a determinar los efectos a largo plazo del medicamento

sobre las respuestas celulares (Gurski, Petrelli, Jia, y
Farach-Carson, 2010).

Esferoides en ensayos farmacolégicos

Se observé en la tltima década del siglo pasado que
la evidencia de los experimentos que utilizaban las
lineas celulares tumorales inmortalizadas crecidas en
los sistemas de cultivo 2D daban como resultado una
tasa de fracaso a la respuesta al farmaco del 95% en
sujetos humanos. Esto indicé que el modelo de cultivo
celular 2D podria ser un modelo inexacto para el
desarrollo de farmacos (Hutchinson & Kirk, 2011). Por
lo tanto, los procesos de descubrimiento y validacién
de farmacos deben integrar tanto el cribado de cultivo
celular 2D como el estudio en animales (Edmondson,
Broglie, Adcock, y Yang, 2014), cumpliendo con el
procedimiento estandar antes de los ensayos clinicos.
Sin embargo, los datos recopilados del sistema celular
2D a menudo resultaban engafiosos para las respuestas
in vivo como se menciond anteriormente, y los modelos
animales hasta la actualidad siguen siendo costosos,
requieren mucho tiempo, son controvertidos con
dilemas éticos e inconsistentes debido a las diferencias
de especies (Birgersdotter, Sandberg, y Ernberg). Debe
tenerse en cuenta que actualmente, pocos modelos
celulares pueden implementarse en procesos clasicos
de descubrimiento de farmacos, que se basan en la
deteccion de alto rendimiento de miles de entidades
quimicas y biolégicas en condiciones de ensayo
altamente estandarizadas. El desarrollo de nuevos
modelos es necesario para resolver la inconsistencia
entre los sistemas de cultivo celular 2D, los modelos
animales y los ensayos clinicos. Por lo tanto, las
plataformas 3D de cultivo celular in vitro podrian ser
el candidato potencial (Yamada y Cukierman, 2007).

El descubrimiento de farmacos podria ser uno de
los enfoques més importantes de este modelo con el
objetivo de identificar y verificar nuevos y potentes
agentes anticancerigenos para la medicacion diaria y la
quimioterapia. Para probar la capacidad de los nuevos
medicamentos contra el cancer, los experimentos se
realizan en ensayos basados en células provenientes
de tumores humanos, que ofrecen informacién sobre
las respuestas celulares a los medicamentos de forma
rentable y de alto rendimiento (Chaicharoenaudomrung,
Kunhorm, y Noisa, 2019). Por lo tanto, la estructura
del modelo 3D mimetiza las condiciones fisiol6gicas
en las que el farmaco penetra en el tumor sélido
proporcionando suficiente complejidad para representar
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ciertos aspectos de los tejidos/tumores humanos, como
geometria 3D; gradientes fisicos, quimicos y biolégicos
ademas de estratificacién celular y diferenciacién (Lin
y Chang, 2008; Mittler et al., 2017).

DISCUSION

El cultivo celular representa un elemento fundamental
en el campo de la biomedicina, tradicionalmente se
ha utilizado el cultivo 2D en donde las células se
mantienen adheridas en una superficie plana, expuestas
a las mismas concentraciones de oxigeno y nutrientes,
provocando que pierda su morfologia natural y en
ocasiones modifiquen patrones de expresion génica.
En cambio, desde la introduccién del cultivo 3D se
han logrado mantener las caracteristicas nativas de
las células en cultivo y los resultados se asemejan
en gran medida a la respuesta en modelos in vivo.
Numerosos estudios alrededor del mundo han logrado
estandarizar el modelo, identificando patrones de
crecimiento, proliferacién, morfologia, y rendimiento
de los esferoides. Muchos de estos ensayos tienen un
enfoque hacia explotar las caracteristicas tinicas del
modelo 3D en beneficio de aplicaciones clinicas, pues
tienen muchas ventajas sobre el cultivo tradicional. Por
ejemplo, el modelo ha sido utilizado para evaluar la
respuesta de células tumorales a fdrmacos, indicando
un prondstico de éxito o resistencia al tratamiento,
siendo prometedores estos resultados para posibles
evaluaciones al tratamiento quimioterapéutico. Por
otro lado, los esferoides pueden también apoyar en
los estudios predictivos de respuesta a radioterapia,
pues en ellos se puede evaluar la hiperradiosensibilidad
de las células neoplésicas expuestas a dosis bajas de
radiacion.

La forma en que se ha trabajado con cultivos celulares
estd comenzando a moverse de una dimensién en 2D
a 3D, con ventajas sumamente relevantes y llamativas
que se pueden explotar al maximo y dar aplicaciones
en cuanto a apoyo al pronéstico y tratamiento de
pacientes con enfermedades neoplésicas, ademas en
el camino hacia buscar resultados que aporten un
beneficio clinico, podemos dilucidar aspectos de la
biologia natural de los tumores sélidos o comprender
un poco maés las complejas vias de sefializacion, pues
se aprovecha holisticamente todos los aspectos de una
arquitectura en tres dimensiones, siendo posibles un
sinfin de escenarios.

CONCLUSION

Es importante mencionar que recientemente se ha
comenzado a emprender en el campo de la medicina
personalizada, que deriva de la observaciéon que cada
individuo responde diferente a la induccién de un
mismo estimulo. Llevando esto a la medicina tradicional
comprendemos el porqué de altas tasas de fracaso en
cuanto a tratamientos.

El cultivo de esferoides puede partir de células extraidas
de tejido tumoral humano (biopsia), siendo una opcién
evaluar aspectos como radiosensibilidad, resistencia al
tratamiento, proliferacion celular, potencial metastasico
del tumor (evaluaciéon de genes responsables de
metastasis). Ademas, con la implementaciéon de nuevas
tecnologias se podria aprovechar observar aspectos mas
detallados desde de las primeras fases de formacién de
tumores s6lidos humanos.
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RESUMEN

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es el
agente causal del Sindrome de la Inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). La terapia antirretroviral (TAR) es
el tratamiento para las personas infectadas con VIH,
la cual consiste en una combinacién de farmacos,
comunmente llamada “terapia antirretroviral de gran
actividad” o TARGA y suprime la replicacion del virus.

A partir de estudios sobre el virus y su tratamiento, cobra
importancia establecer un parametro de referencia antes
de la toma de cualquier medicamento para evaluar la
progresion de la enfermedad y el efecto que pueden
generar las diversas combinaciones de farmacos para
el control de diversas patologias, por lo cual surge el
concepto de sujeto naive, que marca una pauta para el
analisis de la repercusién de los farmacos en la carga
viral y el estadio clinico de los pacientes, asi como para
valorar las mutaciones virales a lo largo del tiempo y
evaluar la eficacia del tratamiento y la resistencia al
farmaco.

La trascendencia de sujetos naive en investigacion
clinica estd presente en diferentes areas de estudio,
destacando los temas relacionados a la evaluacion de
quimioterapias con parametros clinicos y moleculares.

Palabras clave: naive, investigacion clinica, VIH, SIDA

ABSTRACT

The Human Immunodeficiency Virus (HIV) is the
causative agent of Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS). Antiretroviral therapy (ART) is the
treatment for people infected with HIV, it consists of a
combination of drugs (commonly called “highly active
antiretroviral therapy” or HAART) and suppresses the
replication of HIV.

Once the virus was identified in the early 80’s, the search
for potential therapies began, the National Institutes of
Health (NIH) organized one of the main ones called the
AIDS Clinical Trials Group (ACTG)

Based on these studies, it is important to establish a
reference parameter to assess the progression of the
disease after taking various drugs, which is why the
concept of naive subject arises, which sets a guideline
for the analysis of the impact of drugs in the viral
load and clinical stage of patients, as well as to assess
viral mutations over time and evaluate the efficacy of
treatment and drug resistance.

The importance of naive subjects in clinical research
is present in different areas of study, highlighting the
areas related to the evaluation of chemotherapies with
clinical and molecular parameters.

Key words: naive, clinical research, HIV, AIDS
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INTRODUCCION

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es el
agente causal del Sindrome de la Inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). Se estima que 38,0 millones de
personas viven con el VIH en todo el mundo. Tan sélo
en 2019, se produjeron 1,7 millones [1,2 millones-2,2
millones] de infecciones por VIH. De los pacientes
reportados hasta ese afio, 25,4 millones de personas
tienen acceso a la terapia antirretrovirica. En México se
reporta al cierre del segundo trimestre de 2020, 4,567
nuevos casos de VIH-SIDA.

La terapia antirretroviral (TAR) es el tratamiento
habitual utilizado en pacientes con infeccién por VIH,
este consiste en una combinacién de farmacos que
suprime la replicaciéon del virus, aumenta la efectividad
y reduce la probabilidad de desarrollar resistencia. TAR
reduce la mortalidad y morbilidad entre las personas
infectadas con el VIH y mejora su calidad de vida.

En la década de los 80°s una vez identificado el virus,
se inici6 la basqueda de agentes que pudieran actuar
sobre la retrotranscriptasa, enzima necesaria para
transcribir el ARN del VIH en ADN. Para estudiar
terapias potenciales, los Institutos Nacionales de Salud
(NIH) organizaron el Grupo de Ensayos Clinicos del
SIDA (ACTGQG) en el afio de 1986. Desde sus inicios,
ACTG ha estudiado maltiples terapias candidatas
en adultos y nifios. Esta investigacion de ACTG,
ademas de los ensayos realizados en conjunto con
compafias farmacéuticas, ha llevado a la realizacién
de guias actuales, que marcan el manejo terapéutico
recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud
para el tratamiento de VIH-SIDA >

Con este antecedente, es necesario contar con un
pardmetro de referencia para evaluar la progresion de
la enfermedad posterior a la toma de diversos farmacos,
por lo cual surge el concepto de sujeto naive, que se
define como aquellos sujetos que no han recibido
tratamiento antirretroviral previo.

El sistema de clasificacion revisado de 1993 para
infeccién por VIH y definicion de caso de SIDA, evalta,
ademas de criterios clinicos, marcadores de progresion,
fundamentalmente el conteo total de linfocitos CD4+.
Todos estos parametros, se correlacionan con el estadio
de enfermedad del paciente, y tienden a modificarse a
lo largo del tratamiento antirretroviral, teniendo asi una
referencia en los ensayos clinicos, para evaluar la eficacia

de los farmacos cuando se prueban nuevas terapias o
combinaciones de los mismos para el tratamiento del
VIH.

El buscador PubMed, arroja 7,495 resultados con la
combinacién de palabras clave “drug-naive-HIV”
desde 1990 al 2020, en donde se incluyen estudios de
diferentes paises, que buscan evaluar combinaciones
de farmacos efectivas para disminuir la carga viral en
sujetos recién diagnosticados, su repercusioén clinica o
la medicién de parametros moleculares, un ejemplo es
el trabajo realizado por Stella Ascariz y cols. “Cambios
en la longitud de los telémeros en sangre después de
darunavir potenciado con ritonavir combinado con
raltegravir o tenofovir-emtricitabina en adultos naive
infectados por VIH-1" que destaca en los resultados la
ganancia en la longitud telomérica de los pacientes que
fueron sometidos al régimen darunavir potenciado con
ritonavir y tenofovir disoproxil fumarato / emtricitabina
respecto a los que recibieron runavir y raltegravir
potenciados con ritonavir, gracias a la inclusién de
los sujetos naive en el estudio, se pudo obtener una
comparacion pre y post exposicién a fdrmacos. También
es trascendente, observar la resistencia a los farmacos
en sujetos naive a consecuencia de mutaciones del virus
como en el estudio de Lila L. Ross “Cambios de 2000
a 2009 en la prevalencia de mutaciones asociadas al
VIH-1 que contienen farmacorresistencia en pacientes
infectados por VIH-1 sin tratamiento antirretroviral en
los Estados Unidos”, estos estudios han sido replicados
en diferentes paises como Israel, Brasil o México,
con el trabajo publicado en la revista Aids Research
and Human Retroviruses por Escoto Delgadillo y
Cols. “Resistencia a los medicamentos contra el VIH
en pacientes sin experiencia con antirretrovirales en
Meéxico después de 10 afios: ;Hay alguna diferencia?”
que concluy6 que la prevalencia de la resistencia a la
terapia ARV se mantuvo estable desde 2002 hasta 2014,
teniendo con esto un punto de referencia para continuar
empleando las terapias actuales.'® ! 12

La importancia clinica de contar en investigacion
cientifica con sujetos naive va més alla del campo de la
virologia y de los estudios enfocados a quimioterapias,
en el buscador antes mencionado, al incluir las palabras
clave “drug-naive” se observan 634 resultados, tan s6lo
en las publicaciones de 2019-2020, dénde se destacan
estudios como el de Lu L y cols. Sobre “Caracterizaciéon
de anomalias corticales y subcorticales en nifios sin
tratamiento previo a las con trastorno por déficit
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de atencién / hiperactividad” aqui, se presentaron *

resultados que reportan, alteraciones significativas en
la morfologia cortical y subcortical en varios nodos
importantes de la red de atencién en nifios portadores
de TDAH (Trastorno por Déficit de Atencién e
Hiperactividad), sentando un precedente para poder
realizar un estudio prospectivo posterior a la toma de
tratamiento en este grupo de sujetos, otro ejemplo a
destacar es el estudio de “Respuesta rapida a la terapia
con vedolizumab en pacientes naive a terapia biolégica
con enfermedad inflamatoria intestinal” en el cudl, se
tenia un pardmetro en pacientes que no habian sido
sometidos a tratamiento y se pudo observar en los
resultados reportados una respuesta clinica favorable
con disminucién significativa de los sintomas.”®

Respecto a los aspectos éticos, siempre es imperativo
tener en cuenta la Declaracién Universal sobre Bioética
y Derechos Humanos de la UNESCO en cualquier
investigacion cientifica, anteponiendo sobre todo el
principio de beneficencia y el derecho al paciente a
recibir un tratamiento. '

CONCLUSION

Un pilar fundamental, no sélo en la investigacion acerca
de nuevos tratamientos contra VIH, sino en cualquier
estudio donde se necesite valorar la repercusion clinica
de terapias o tener un punto de referencia del estadio
clinico de una enfermedad, se vuelve indispensable
utilizar como un pardmetro mas, al sujeto naive.
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RESUMEN

Introduccién: La depresion y el estrés crénico son
condiciones que afectan principalmente a estudiantes
de ciencias de la salud, aunado a esto una mala
alimentacion se asocia a un mayor riesgo de depresion.
Objetivo: Analizar la prevalencia de estrés y depresion
y su relacion con la dieta en estudiantes de Ciencias de
la Salud. Disefio: Estudio piloto. Material y métodos:
Se reclutaron 60 alumnos de las carreras de Medicina
y Nutricién, se les aplicaron cuestionarios de Estrés
percibido e inventario de Depresion de Beck, asi como
un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos
mediante autoaplicacién previo a instrucciones de forma
digital. Resultados: Los niveles de depresién en los
alumnos fue: minimo 56%, leve 17%, moderado 17%, y
severo 10%, el nivel de estrés: bajo 10%, moderado 58 %
y alto 32%, se encontré una relacién casi significativa
con consumo de acidos grasos p=0.14 y una relaciéon
inversa entre el consumo de frutos rojos y frutos azules
y depresion -0.26 y -0.30 respectivamente p<0.05.
Discusién: La mala alimentacion se asocia a un mayor
riesgo de depresion ya que la dieta rica en alimentos
grasos disminuye el volumen del hipocampo, deteriora
la funcién cognitiva, la atencién en humanos y, lo mas
importante, aumenta la vulnerabilidad a la depresiéon
y la ansiedad, por lo tanto es necesario hacer mejoras
en la dieta ya que una dieta saludable se relaciona con
una menor incidencia de depresiéon. Conclusiones: La
prevalencia de depresion y el consumo inadecuado
de ciertos macronutrientes y grupos de alimentos fue
alto, el consumo inadecuado de frutos azules y rojos
se relacion6 con depresion por lo tanto es necesario
hacer acciones remediales en los alumnos para bajar la
incidencia de depresién, como programas preventivos
en la Facultad de Ciencias de la Salud.

Palabras clave: Depresion, estrés, frutos azules, frutos rojos,
dcidos grasos saturados.

ABSTRACT

Introduction: Depression and chronic stress are
conditions that mainly affect health science students,
besides this, a poor diet is associated with an even
greater risk of depression. Objective: Analyze the
prevalence of stress and depression and its relationship
with diet in Health Sciences students. Design: Pilot
study. Material and methods: 60 students of Medicine
and Nutrition careers were recruited; questionnaires of
Perceived Stress and Beck’s Depression Inventory were
applied, as well as a questionnaire of the frequency of
food consumption by self-application before digital
instructions. Results: The levels of depression in the
students were: minimum 56 %, mild 17 %, moderate 17%,
and severe 10%, the level of stress: low 10%, moderate
58% and high 32%, a relationship was found almost
significant with fatty acids consumption p = 0.14 and an
inverse relationship between the consumption of red and
blue fruits and depression - 0.26 and -0.30 respectively
p <0.05. Discussion: Poor diet is associated with an
increased risk of depression since a diet rich in fatty
foods reduces the volume of the hippocampus, impairs
cognitive function, attention in humans and, most
importantly, increases vulnerability to depression and
anxiety, therefore it is necessary to make improvements
in the diet since a healthy diet is related to a lower
incidence of depression. Conclusions: The prevalence
of depression and the inadequate consumption of
certain macronutrients and food groups were high, the
inadequate consumption of blue and red fruits was
related to depression, and therefore it is necessary to
take remedial actions in students to lower the incidence
of depression, like preventives programs in the Faculty
of Health Sciences.

Keywords: Depression, stress, blue fruits, red fruits,
saturated fatty acids.
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INTRODUCCION

La depresién es un desorden mental comtin que afecta
a mas de 300 millones de personas de todas las edades,
y que tiene una alta prevalencia en los estudiantes de
medicina (Romo N, et al., 2016). Se caracteriza por la
presencia de tristeza, pérdida de interés, sentimientos
de culpa, baja autoestima, trastornos del suefio y
alteracion de apetito (Hernandez S, 2020). Ademas, se
considera como parte de los padecimientos que afectan
el funcionamiento de las personas, y se encuentra entre
los primeros lugares de las listas de enfermedades
discapacitantes, por ello, es una prioridad de atencién
en el mundo (Berenzon S,, et al., 2013). A su vez, hay
dos trastornos comunes en adultos jovenes, los cuales
son la depresién mayor y la ansiedad, que ocurren en
10.9% y 22.3%, respectivamente (Wattick R, et al., 2018).

El estrés se concibe como el resultado de un intercambio
entre la persona y el ambiente, es un juicio cognitivo
que realiza el sujeto al pensar que los recursos con los
que cuenta no serdn suficientes para dar respuesta a
una demanda del ambiente (Nieto M. and Jozami M.
2016). De igual manera, recientemente existe mayor
importancia en investigar el estrés en estudiantes
del 4rea de la salud debido a su elevada prevalencia
(Karlén J., et al. 2011). Los estudiantes de medicina,
especificamente, se encuentran expuestos con
constantes factores estresantes crénicos derivados de
sus exigencias en las practicas clinicas de entrenamiento,
carga de trabajo y de contenidos que deben de aprender,
estudiar para los exdmenes o escoger una especialidad,
por lo anterior, disminuye el tiempo libre que pasan
con sus familiares y amigos, motivos por los cuales
el sindrome de Burnout se llega a manifestar desde
el pregrado (Alfaro P., et al. 2013). Dicho sindrome
es un proceso secundario a una respuesta negativa
al estrés laboral crénico, que aparece cuando fallan
las estrategias funcionales de afrontamiento que el
sujeto suele emplear y se caracteriza por agotamiento
emocional, despersonalizacion y una baja realizacion
personal, se presenta con mas frecuencia en profesiones
que tienen contacto directo y constante con personas,
donde destacan los profesionales de la salud (Carrillo R,
et al 2012; Pera G. and Serra M. 2002). En estudiantes de
medicina se reporta un incremento del estrés psicolégico
y frecuencias de Burnout de 28-45% y en residentes
hasta el 75%.

Un estudio realizado en Pert a estudiantes de medicina,
observé una sintomatologia ansiosa de 34.1% y
sintomatologia depresiva de 29.9% (Osada ], et al.,
2010). Por otro lado se considera que los trastornos de
salud mental afectan al 22.1% de la poblacién de adultos
jovenes (edades 18-25), que es la prevalencia mas alta
en cualquier grupo de edad. Dado que el estrés crénico
se puede ver implicado en el rendimiento académico
y laboral, asi como en el desarrollo de depresion, se
han realizado estudios para evaluar los sintomas de
estrés y factores asociados que pudieran causar estrés
en los estudiantes (Huhn D., et al., 2018). El estrés
puede favorecerse por su estilo de vida y alimentacién
deficiente. Ademads, la adolescencia y la adultez
temprana son los periodos donde hay un incremento
de padecer depresion, por lo tanto, son periodos criticos
para establecer patrones saludables (Francis H., et al.,
2019).

Por otro lado, los desérdenes alimenticios son
desordenes mentales bien definidos por hébitos
alimenticios anormales que afectan negativamente la
salud fisica y mental de un individuo (Zboun and Abu
2017). La dieta regula procesos bioldgicos importantes
como los trastornos del estado del &nimo, incluyendo la
plasticidad cerebral y el sistema de respuesta al estrés
e inflamacién (Sarris J., et al., 2014). Existe evidencia
que una dieta rica en alimentos grasos disminuye el
volumen del hipocampo, deteriora la funcion cognitiva
(incluida la memoria), la eficiencia psicomotora, la
atencién en humanos Y, lo més importante, aumenta
la vulnerabilidad a la depresién y la ansiedad (Dutheil
S., et al., 2016).

Se sabe que cuando hay una dieta desequilibrada
desencadena la falta de ciertos componentes
nutricionales en el organismo, como acidos grasos
poliinsaturados omega-3 (PUFAs) o vitamina D, por
lo que puede desarrollar un trastorno depresivo mayor
(MDD) (Lang U., et al., 2015). Por lo cual este estudio
piloto tuvo el objetivo de analizar la prevalencia de estrés
y depresion y su relacion con la dieta en estudiantes de
ciencias de la salud.

JUSTIFICACION

La prevalencia de depresién y estrés en alumnos de
Ciencias de la Salud es alta ya que la profesién médica
desde las etapas de estudiante estd asociada con una
carga sustancial que podria tener impacto en su calidad
de vida privada, en comparacion con la poblacion
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general los médicos muestran una mayor prevalencia
de agotamiento (sindrome de Burnout) y esta tendencia
ya es visible en estudiantes de medicina, con el inicio
de sus estudios en la universidad ellos muestran un
aumento de estrés psicolégico con tasas de agotamiento
que oscilan entre el 28% y 45 %, comparado con los
médicos residentes de 27% a 75 %; es cuando tienden
a desarrollar actitudes cinicas negativas y sentimientos
impersonales hacia sus pacientes. A su vez, se ha
demostrado que al llevar una dieta rica en alimentos
grasos los expone a una mayor vulnerabilidad a
la depresién y la ansiedad (Dutheil., et al., 2016). Es
por eso la importancia de investigar los niveles de
estrés y depresion, asi como la calidad de la dieta en
nuestros estudiantes de ciencias de la salud ya que ellos
tienen un impacto en la practica clinica, sin embargo
en nuestra Facultad no se conoce con exactitud y
mucho menos se han hecho acciones preventivas para
disminuirla, y de esta manera los estudiantes tengan
un buen desempefo en sus actividades académicas y
hospitalarias y mas atn en tiempos de pandemia. El
presente estudio evaltia ademds de la prevalencia de
estrés y depresion en alumnos de ciencias de salud,
la relacion con el consumo adecuado o inadecuado de
ciertos macronutrientes y grupos de alimentos mediante
un cuestionario de Frecuencia de consumo de alimentos,
para posteriormente realizar estudios preventivos a fin
de remediar o disminuir la prevalencia de depresiéon y
estrés en estudiantes de la Facultad de Ciencias de la
Salud.

MATERIAL Y METODOS
Reclutamiento

El estudio se realiz6 en el periodo de marzo a julio
del 2020. Se invit6 a participar a los alumnos de las
licenciaturas de Médico Cirujano y de Nutricién de
cuarto y quinto semestre respectivamente de la Facultad
de Ciencias de la Salud UJED, el muestreo fue por
conveniencia. A los estudiantes que aceptaron participar,
se les explico el proposito del proyecto. Posteriormente,
por medio de una encuesta de opcion multiple en linea
se les tomaron los datos sociodemograficos.

Para la aplicacion de la Escala de Estrés Percibido
(variable estrés) y el Inventario de Depresion de Beck
II (variable depresion), se enviaron a los correos
personales de los participantes del estudio los links de
las encuestas para poder llevarlas a cabo en la plataforma
digital Google forms y ellos mismos contestarlas, (por

autocontestacion). Previo a su aplicacién se dieron las
indicaciones, correspondientes de cada instrumento,
donde se les explica como contestar cada documento
y el tiempo aproximado que les tomaria en hacerlo,
todo esto por la aplicacién por videollamadas en la
nube Zoomy, a su vez, aclarando el caracter voluntario.
Asimismo, se atendieron y resolvieron dudas de forma
individualizada.

Medicion de estrés
Aplicacion de la escala de estrés percibido (EEP)

La finalidad del instrumento, desarrollado por Cohen
y Cols en 1983, fue evaluar desde un punto de vista
cognitivo el grado en que los individuos sienten que los
sucesos de su vida son “impredecibles, incontrolables
y los desbordan (Cohen S., et al., 1983). Se emple6 el
cuestionario en espafiol. Remor (2006) realiz6 un estudio
sobre la validez y confiabilidad de la EEP en su version
en idioma espafiol, con una muestra de 440 personas
en Espafia, el alfa de Cronbach (a) para la escala total
alcanz6 .81, realiz6 un analisis factorial exploratorio,
con andlisis de componentes principales. En México, se
realiz6 una adaptacion cultural de dicho instrumento
en una muestra de 365 estudiantes universitarios.
Los resultados indicaron una adecuada consistencia
interna (a =.83) y se confirmo la estructura factorial, al
utilizarse analisis factorial confirmatorio; con el Factor
1, explicando un 42.8% de la varianza y el Factor 2,
un 53.2%; asi como estadisticos de ajuste aceptables
(Chi2=200.979, gl=76;, RMSEA =.067; CFI =.92; GFI1=.93),
los resultados fueron satisfactorios en cuanto a la
adaptacion cultural (Gonzalez and Landero, 2007).

El instrumento consta de 14 items, siendo todos por
autocontestacion, que evaltda el nivel de estrés percibido
del altimo mes, con una escala de respuestas de 5 puntos
(0 =nunca, 1 = casi nunca, 2 = de vez en cuando, 3 = a
menudo, 4 = muy a menudo).

La puntuacién total de la EEP se obtiene invirtiendo las
puntuaciones de los puntos 4, 5, 6, 7,9, 10 y 13 (de la
siguiente manera:0=4,1=3,2=2,3=1y4=0) yluego
agregar las 14 partituras de items. Una puntuaciéon
mas alta indica un mayor nivel de estrés percibido.
Los elementos de escala son faciles de entender y
las alternativas de respuesta son féciles de marcar
(Gonzalez D., et al., 2015). Este instrumento también
fue también validado para esta poblacién, donde se
obtuvo un Alpha de Cronbach de 0.83 y una fiabilidad
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de 0.7182 (Rivera M., et al., 2019). (Tabla 7 anexo 1)
Medicion de Depresion
Aplicacion del Inventario de Depresion de Beck II

Se aplicaron dos cuestionarios en intervalos de tiempo
de un mes para realizar el andlisis de confiabilidad
del instrumento en esta poblacién (que se muestra
en la tabla 7 del anexo 1). El inventario consta de 21
items con respuesta multiple, que se responde en
una escala de 4 puntos, de 0 a 3 (donde 0 es que no
te identificas en absoluto, pudiendo concluir que no
presenta los sintomas sobre los que versa la pregunta;
y 3 es que hay una identificaciéon absoluta, por lo cual,
el sujeto padece los sintomas) (Carranza R., 2013). Los
items se relacionan con sintomas depresivos, como la
desesperanza e irritabilidad, cogniciones como culpa
o sentimientos como estar siendo castigado, asi como
sintomas fisicos relacionados con la depresiéon (por
ejemplo, fatiga, pérdida de peso y de apetito sexual).
Las puntuaciones minima y maxima en el testsonde 0 a
63 puntos (la mediana del BECKScore para este estudio
se muestra en la tabla 6 del anexo 1). Se han establecido
puntos de corte que permiten clasificar a los sujetos en
uno de los siguientes 4 grupos: 0-13: minima depresion,
14-19: depresion leve, 20-28: depresion moderada y 29-
63: depresion grave (Beltran M., et al., 2012).

Medicion de la dieta

Aplicacién del cuestionario de frecuencia de consumo
de alimentos

Durante el proceso del semestre A2020 se midi6, pesé
a los participantes y ademds se cuestioné sobre la
actividad fisica que realizaban para poder proceder
a la aplicaciéon de un cuestionario semicuantitativo
de frecuencia de consumo de alimentos validado por
Macedo y Cols en 2013 (Macedo O., et al., 2013), el cual
analiza la ingestion diaria promedio de alimentos y
nutrimentos en un afio, se utilizé un procedimiento
ad-hoc desarrollado en Excel®, evitando asi errores
resultantes de calculos mentales rapidos. Ademés, se
consideraron ajustes estacionales para frutas o alimentos
que tradicionalmente se consumen mads en ciertas
épocas del afio. La ingesta promedio de cada alimento
se registré utilizando nueve opciones propuestas por
Willet (Willet W., 2013): nunca o casi nunca, 1-3 veces
por mes, una vez por semana, 2-4 veces por semana, 5-6
veces por semana, 1 porcion por dia, 2-3 porciones por

dia, 4-6 porciones por dia y més de seis porciones por
dia. Esto se realiz6 mediante dos plataformas en linea:
la plataforma 1 para la entrevista con el participante y
posteriormente la plataforma 2, en la cual se registré a
cada participante por medio de un ID y se contesto el
cuestionario. En forma automatica se cre6 un registro
con las respuestas de cada participante, teniendo asi
una base de datos.

Analisis estadistico

Para el andlisis de datos y obtencién de resultados
se realiz6 una base de datos en Microsoft Excel 2016
con la informacién obtenida de los alumnos incluidos
en el estudio. Se obtuvo estadistica descriptiva con
medidas de tendencia central que mejor expresaron las
variables. Las variables cualitativas fueron expresadas
como porcentajes o proporciones, mientras que las
cuantitativas como mediana y rango intercuartilico.
Para el analisis de Confiabilidad, o Test-Retest del
inventario de depresién de Beck se utiliz6 coeficiente de
correlacion de Pearson, y para evaluar la homogeneidad
de los items se utiliz6 el coeficiente Alfa de Cronbach.
Los datos fueron analizados en el programa estadistico
Stata 13.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se reclutaron 60 estudiantes, de forma general en su
mayoria presentaban normo-peso, 65% eran mujeres
y 66.67% reportaron ser sedentarios (Tablal). Aqui da
a entender que todos en la muestra son sedentarios,
sin embargo, en la tabla mencionan a 20 como activos.

Dos trastornos comunes en adultos jévenes son la
depresion mayor y la ansiedad, que ocurren en 10.9%
y 22.3%, respectivamente (Wattick R, et al., 2018).
De acuerdo con el inventario de Beck II aplicado,
el porcentaje de depresion del 27% de los alumnos
encuestados, con un rango entre los 19-21 afios,
presentan niveles de depresion de moderado con el
17% a severo con el 10%. También se encontré una
relacion significativa (p=0.003) con el porcentaje de
nivel de estrés y el porcentaje de nivel de depresiéon de
los estudiantes (Figura 1), ya que cuando el nivel de
estrés incrementa los sintomas de depresiéon también
aumentan en los sujetos (Rho de Spearman de 0.4592
p=0.0002) (datos no mostrados). Se conoce que algunos
factores psicosociales y elementos propios de la vida
universitaria, estdn asociados a un deterioro de la
salud mental de los estudiantes. La depresion, la
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de los sujetos.

Variables n =60
Sociodemogrificas

Hombre, n % 21 (35)
Mujer, n % 39 (65)
Edad, anos, mediana, RL 20 (19-21)

IMC, kg/mt?, mediana, RI

23.31 (21.22 - 25.75)

Actividad fisica
Activos 20 (33.33%)
Sedentarios 40 (66.67%)

n: frecuencia, %: porcentaje, RI: rango intercuartilico; IMC: Indice de masa corporal; kg/mt2:

Kilogramo sobre metro cuadrado.

SEVERO 100
MINIMO 17.65

% DENIVEL
DE ESTRES

p=0.0
03

Figura 1. Relacién de los porcentajes de nivel de estrés con el porcentaje del nivel de depresién

en los estudiantes de pregrado. La figura muestra que el porcentaje de los individuos con estrés

alto aumenta cuando el porcentaje de depresién es mas severo. Chi2 p=0.003

Tabla 2. Distribucion de macronutrientes en los alumnos de pregrado.

DIETA Mediana, R.I SUFICIENTE n(%) EXCESO n(%)
Energia, kCal 1958 (1644-2497) 9(9) 51(91)

Media, D.E. EQUILIBRADA NO

n(%) EQUILIBRADA
n(%)

Protefnas, % 15.98+3.47 22 (36.67) 38(63.33)
Lipidos, % 41.0617.27 0(0) 60 (100)
Carbohidratos, % 43.6418.91 5(8.33) 55(91.67)

Mediana, R1. MODERADO n(%) ALTO n(%)
AGS, g 26.79 (21.94-36.26) 7(11.67) 53(88.33)
AGP, g 17.59 (11.07-17.59) 33(55) 27(45)

n: frecuencia, %: porcentaje, D.E.: Desviacién estandar, g: gramos, RI: Rangos intercuartilicos, AGS:

Acidos grasos saturados, AGP: Acidos grasos poliinsaturados.
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ansiedad y el estrés han sido ampliamente estudiadas,
demostrandose su relacién con dichos factores. En el
ambito universitario uno de los principales factores
asociados a la depresion es el estrés académico, que se
constituye en un elemento detonante y que perpetta la
enfermedad (Wilson and Gillies 2005). Se sabe que en
estudiantes de Medicina a mayores niveles de estrés,
éstos experimentan mayores niveles de depresion
(Barraza L., et al., 2017).

Adicionalmente, una mala alimentacién se asocia a un
mayor riesgo de depresion, sin embargo es un factor de
riesgo modificable. Por otra parte, hay evidencia que

indica que una dieta saludable se relaciona intimamente
a una menor incidencia de depresion. Por esto, es
importante que las edades de mayor vulnerabilidad
(adolescencia y adultez) establezcan conductas y
habitos alimenticios adecuados para obtener mayores
beneficios, en la salud fisica y mental (Francis et al.
2019). En cuanto al consumo de macronutrientes se
observa desequilibrio de lipidos y de carbohidratos
41.06% y 43.64 % respectivamente (Tabla 2) de acuerdo
ala distribucién recomendada para poblacion mexicana
(Fernandez G., et al., 2015), en cuanto al consumo de
acidos grasos saturados se encontré un alto porcentaje
de consumo no adecuado 88.33% vs 11.67 % adecuado

SEVERO

MODERADO

LEVE

MINIMO

B NORMAL
WALTO

T T T T

0 10 20 30

40 50 60 70 80 90

Figura 2. Relacion de los niveles de depresion con el consumo de acidos grasos saturados. Se
muestra que el porcentaje de los sujetos que tienen depresién mas severa y tienen un alto consumo
de 4cidos grasos saturados es muy alto (84 %) comparado con los demés porcentajes. Chi? p=0.14.
Niveles de Depresion en el eje de las y de minimo, leve, moderado y severo. El consumo normal en

color azul y el consumo alto en color rojo.

Tabla 3. Ingesta de alimentos.

VARIABLES 1 60

Alimentos Gramos** Adecuado* No adecuado*
Cereales integrales 12 (0-12) 4 (6.67) 56 (93.33)
Cereales de maiz 49.57 (31.61 - 107.42) 0(0) 60 (100)
Cereales de trigo 42.57 (19.70 - 67 .46) 33 (55) 27 (45)
Cereales de arroz 12.85 (4.28 - 12.85) 3(5) 57 (95)
Verduras y frutos rojos 26.35 (15.73 - 67.66) 13 (21.67) 47 (78.33)
Verduras v frutos azules 5(0-15.66) 3(5) 57 (95)
:J:lraimrillﬂzsy e 15551 (64.88 - 249.79) 41 (68.33) 19 (31.67)
Verduras y frutos verdes 0(0-9.5) 2(3.33) 58 (96.67)
Verduras y frutos blancos 86.21 (44.14 - 114.71) 31 (51.67) 29 (48.33)
Pollo y huevo 88.57 (67.61 - 114.28) 53 (88.33) 7 (11.67)
Carne de res y cerdo 56.66 (31.90 - 76.42) 41 (68.33) 19 (31.67)
Pescados y mariscos 27.59 (12.38 - 45.52) 16 (26.67) 44 (73.33)
Tubérculos 4(0-8.57) 2(3.33) 58 (96.67)
Leguminosas 19.66 (15 - 32.16) 13 (21.67) 47 (78.33)

Ingesta de alimentos en gramos **(mediana y rangos intercuartilicos), consumo adecuado y no

adecuado * frecuencia y porcentaje.
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Tabla 4. Relacion entre los valores de depresién y consumo de frutas.

VARIABLES Rho de Spearman p value

Frutos rojos -0.26 <0.05=

Frutos azules -0.30 <0.05=
Frutas amarillas -0.15 0.24
Frutas verdes -0.06 0.59
Frutas blancas -0.03 0.76

Correlacion de Spearman.2 p < 0.05

Tabla 5. Puntajes de Depresion de los estudiantes y su relacion con el consumo adecuado y no
adecuado de distintos grupos de alimentos.

Beck_II (Mediana RI)

Grupos de Consumo Consumo
alimento adecuado no

adecuado

p value

Verduras y 7 (5-13) 13 (9-22) 0.03*
frutos rojos
Verduras y 9 (5-13) 13 (7-21) 0.29
frutas azules
Verduras y 12 (6-21) 13 (11-18) 0.39
frutas amarillas
Verduras y 9 (5-13) 13 (7- 21) 0.38
frutas verdes
Verduras y 13 (6- 21) 13 (9-19) 0.70
frutas blancas
Trigo 13 (8-22) 11 (6- 18) 0.37
Arroz 13 (4-15) 13 (7-21) 0.52
Cereal integral 14 (4.5-26.5) 13 (7.5-20) 0.92
Tubérculos 9 (5-13) 13 (7-21) 0.38
Leguminosas 11 (5-15) 13 (8-22) 0.21
Res y cerdo 13 (9-21) 13 (6-22) 0.52

RI= rangos intercuartilicos. U de Mann-Whitney, *valores significativos p<0.05
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(Tabla 2), los estudiantes no tienen una dieta equilibrada
aunque el IMC de los estudiantes es normal 23.3 (21.22-
25.75) como se muestra en la tabla 1, evidencia reciente
apunta a una relacion entre la dieta y la salud mental,
la dieta rica en alimentos grasos disminuye el volumen
del hipocampo, deteriora la funcién cognitiva (incluida
la memoria), la eficiencia psicomotora, la atencién en
humanos y, lo que es mas importante, aumenta la
vulnerabilidad a la depresién y la ansiedad (Dutheil
S., et al., 2016). Por otro lado, la dieta mediterranea
considerada la mas balanceada (la cual incluye consumo
alto de frutas, verduras, cereales no procesados, grasas
buenas como aceite de oliva, nueces y comida de mar)
ha sido relacionada a una mejor funcién cognitiva en
jovenes adultos (Antonopoulou M., et al., 2020); aunque,
en este estudio no encontramos relacién con los niveles
de estrés y el consumo de acidos grasos, si se observé una
tendencia significativa (p=0.14) con depresion (Figura
2). Los jovenes universitarios se ven, en su mayoria,
expuestos a altas tasas de inseguridad alimentaria,
esto se define como la falta de acceso constante a una
cantidad suficiente de alimentos saludables (Wattick
R., et al., 2018), lo cual se refleja en problemas fisicos,
como obesidad y sobrepeso, y en problemas mentales,
como lo es la depresion y el estrés. Estan comparando
con una dieta mediterranea, pero eso es comparable?
La alimentacién en general de la poblacién mexicana
no coincide con Europa.

En este periodo, los estudiantes universitarios se
enfrentan a muchos desafios, que tienen que sobrellevar
todos los dias para cumplir con las demandas
académicas (Perveen A., et al., 2018); los hédbitos, como
el consumo de alimentos poco saludables, favorecen
la aparicion de depresion y estrés. Robinson y Cols
en 2019 en una muestra de estudiantes, demostr6 que
la disminucién de la ingesta de frutas y verduras se
asocia con un aumento de los sintomas depresivos
(Jao N., et al., 2019). Lo cual concuerda con nuestros
hallazgos ya que se encontré un consumo no adecuado
de frutas y verduras principalmente de frutos rojos y
azules (tabla 3), y se encontré una relacion negativa
entre el consumo de frutos azules y rojos y los niveles
de depresion (tabla 4), lo cual se corroboré comparando
el consumo adecuado y no adecuado del consumo de
frutos rojos y azules y los niveles de depresion (tabla
5). Con respecto a esto existen componentes como la
vitamina E, C y polifenoles (Baharzadeh E., et al., 2018)
con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias en
los frutos rojos y azules que proponen esta relacion

inversa con la depresion, ya que se ha observado que
el estrés oxidativo y la inflamacién estdn directamente
asociados con ésta (Lang et al. 2015).

Dentro de los frutos rojos, las fresas son una excelente
fuente de potasio, fibra, diversas vitaminas comola B, C,
K; manganeso, yodo, folato, acidos grasos de omega 3,
magnesio y cobre (Hidalgo G., et al., 2017). La vitamina
C tiene un efecto equivalente a un potente medicamento
antidepresivo (Lang U., et al., 2015) aunque se ha
sugerido que en los frutos rojos, los polifenoles y las
antocianinas son las que contribuyen sustancialmente
a la ingesta de antioxidantes, mientras que el 4cido
ascorbico solo tiene una menor contribucién en este
consumo total (Hidalgo G., et al., 2017).

En cuanto a los frutos azules como la uva, destacan
por ser ricos en flavonoides los cuales pueden tener un
efecto benéfico significativo sobre la funcién cerebral y
el sistema nervioso central ya que los flavonoides en la
uva, especificamente las antocianinas, pueden prevenir
procesos neurodegenerativos tanto por la inhibicion de
la neuroinflamacién como por la reduccién del estrés
oxidativo (Georgiev V., et al., 2014).

Numerosos mecanismos de accién han sido investigados
para explicar los efectos benéficos en la cognicion por los
flavonoides, como el incremento en el flujo sanguineo
cerebral, protegiendo contra el estrés neuronal por
efectos de las vias antiinflamatoria, antioxidante y la
inhibicién de la monoaminooxidasa (MAO) para tratar
los trastornos del estado de animo (Khalid S., et al.,
2017).

También, los flavonoides incrementan el nivel del factor
neurotréfico derivado del cerebro (Baharzadeh E., et
al., 2018), el cual es una importante proteina para el
desarrollo neuronal y la plasticidad sinaptica, ya que un
menor nivel resulta en una baja salud mental, incluida
la depresién (Lang U., et al., 2015).

Ademés la combinacién de antidepresivos con una dieta
rica en frutos azules, como los arandanos que contienen
polifenoles antiinflamatorios, mejoran el rendimiento
cognitivo y los sintomas del estado de animo (Chang
J., et al., 2020).

Teniendo en cuenta la composiciéon nutricional de
tas y verduras, deben constituir una gran parte de
estra dieta. De hecho, la OMS y otras organizaciones
salud recomiendan una mayor ingesta de frutas y
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verduras (400 g / dia) para mejorar la salud general
(Lapuente M., et al., 2019). Por lo tanto es necesario
hacer acciones remediales para los alumnos y bajar la
incidencia de depresién, como programas preventivos
multidisciplinarios para mejorar los habitos alimenticios
y en la Facultad de Ciencias de la Salud se vendan
alimentos adecuados para el alumnado.

CONCLUSIONES

La prevalencia de depresion y el consumo inadecuado
de ciertos macronutrientes y grupos de alimentos fue
alto, el consumo inadecuado de frutos azules y rojos
se relacion6 negativamente con depresion Este estudio
piloto abre el panorama para seguir estudiando de
manera mas profunda la relacién de los sintomas de
depresion, estrés y la dieta por lo que se hara un célculo
de tamafio de muestra en base a este estudio para hacer
un andlisis transversal y longitudinal preventivo en los
estudiantes de pregrado de la Facultad de Ciencias de
la Salud UJED.
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Prevalencia de depresion y estrés y su relacion con la dieta en estudiantes de pregrado
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MATERIAL SUPLEMENTARIO
ANEXO 1

Tabla 6. Puntaje de Estrés percibido y Escala de depresién de Beck II.

VARIABLES n 60
PUNTAJE DE ESTRES M (DE)
PPE_SCORE 26.91+9.16
PUNTAJE DE BECK IT MEDIANA RI
BECK_SCORE 13(7-21)

M: Medjia, DE: Desviacién estdndar, RI: Rango intercuartilico.

Tabla 7. Validacién de los instrumentos psicométricos para medir los niveles de estrés percibido y
niveles de depresion.

EEP BECK-II
Confiabilidad 0.830 0.923
Fiabilidad 0.718 0.759

EEP, Escala de estrés percibido, BECK-II: Inventario de Depresién de Beck.
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RESUMEN

La COVID19 es la enfermedad altamente infecciosa
causada por el coronavirus (SARS-CoV-2) que se ha
descubierto mas recientemente. Tanto este nuevo virus
como la enfermedad que provoca, eran desconocidos
antes de que estallara el brote en Wuhan (China) en
diciembre de 2019. Actualmente la COVID19 es una
pandemia que afecta a muchos paises de todo el
mundo. La bisqueda de anticuerpos anti SARS-CoV-2
en pacientes con sindrome respiratorio en México
durante los 6 primeros meses de la pandemia no estaba
autorizada, sin embargo, en paises de América Latina
si se ha utilizado como prueba de tamizaje. En nuestro
estudio incluimos 1125 pruebas de PCR y 850 para
busqueda de anticuerpos en pacientes con diagnoéstico
de sindrome respiratorio agudo. Encontramos 750
pruebas de PCR negativas, 375 positivas, de estas
altimas solo 225 fueron positivas también por PCR RT,
113 pruebas positivas para PCR fueron negativas por
anticuerpos anti SARS-CoV-2. Concluyendo que las
pruebas de anticuerpos son eficientes en el proceso de
la evolucién del sindrome respiratorio agudo, pero no
para hacer el diagnostico.

Palabras Clave: Coronavirus, Sars-COV-2, anticuerpos
contra COVID-19

ABSTRACT

COVID 19 is the most recently discovered highly
infectious disease caused by the coronavirus (SARS-
CoV-2). Both, this new virus and the disease that causes,
were unknown before the outbreak broke out in Wuhan
(China) in December 2019. Currently, COVID 19 is a
pandemic that affects many countries around the world.
The search for anti-SARS-CoV-2 antibodies in patients
with respiratory syndrome in Mexico during the first 6
months of the pandemic was not allowed, however, in
Latin American countries it has been used as a screening
test. In our study, we included 1125 PCR tests and 850
tests to search for antibodies in patients with a diagnosis
of acute respiratory syndrome. We found 750 negative
PCR tests, 375 positive, of the latter only 225 were
also positive by RT PCR, 113 positive PCR tests were
negative by anti-SARS-CoV-2 antibodies. Concluding
that antibody tests are efficient in the process of the
evolution of acute respiratory syndrome, but not to
make the diagnosis.

Keywords: Coronavirus, Sars-COV-2, Antibodies
against COVID-19
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INTRODUCCION

Los coronavirus son una familia de virus que pueden
causar enfermedades como el resfriado comun, el
sindrome respiratorio agudo grave (SARS, por sus siglas
en inglés), y el sindrome respiratorio de Oriente Medio
(MERS, por sus siglas en inglés). En 2019 se identificé
un nuevo coronavirus como la causa de un brote de
enfermedades que se originé en China (OMS, 2020).

Los coronavirus tienen forma esférica o irregular,
con un didmetro aproximado de 125 nm. Su genoma
estd constituido por RNA de cadena sencilla, con
polaridad positiva, y con una longitud aproximada de
30.000 ribonucleodtidos. Poseen una capside de simetria
helicoidal, constituida por la proteina de nucleocapside
(N). La proteina N esla tinica presente en la nucleocapside
y se une al genoma viral en forma de rosario; se cree que
participa en la replicacion del material genético viral
en la célula y en el empaquetamiento del mismo en las
particulas virales (WHO, 2019). Los coronavirus tienen
una envoltura lipidica con tres proteinas ancladas en
ella, denominadas E (envoltura), M (membrana) y S (del
inglés, spike, o espicula), la cual le da al virion (particula
infecciosa) la apariencia de una corona, y es la proteina
que media la unioén al receptor y facilita su fusién con
la membrana celular (Figura 1.) Los coronavirus son
causas frecuentes de infecciones respiratorias en las que
se sabe que 6 especies principales causan infecciones en
humanos ademés del SARS-CoV-2 (CDC, 2020) Figura
1.

Este virus ahora se conoce como el sindrome
respiratorio agudo grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2).

La enfermedad que causa se llama enfermedad del
coronavirus 2019 (COVID-19). En marzo de 2020 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré
que este brote de COVID-19 es una pandemia (Diaz-
Castrillon, 2020).

Los coronavirus son causas frecuentes de infecciones
respiratorias en las que se sabe que 6 especies principales
causan infecciones en humanos ademas del SARS-
CoV-2. Estas especies incluyen el SARS-CoV-2 altamente
patégeno y respiratorio de Oriente Medio sindrome de
coronavirus (MERS-CoV-2), junto con especies menos
virulentas que incluyen NL63, 229E, OC43 y HKUL.

Tanto este nuevo virus como la enfermedad que provoca
eran desconocidos antes de que estallara el brote en
Wuhan (China) en diciembre de 2019. Actualmente el
COVID-19 es una pandemia que afecta a muchos paises
de todo el mundo (Li G., 2020).

Los sintomas notificados por personas con COVID-19
varian desde aquellos pacientes que presentan sintomas
leves hasta quienes se enferman gravemente. Los
sintomas pueden aparecer de 2 a 14 dias después de
la exposicion al virus. Las personas que podrian tener
COVID-19, presentan sintomas tales como: fiebre o
escalofrios, tos, dificultad para respirar, fatiga, dolores
musculares y corporales, dolor de cabeza, pérdida
reciente del olfato o el gusto, dolor de garganta,
congestion o moqueo, nduseas o vomitos, diarrea.
Esta lista no incluye todos los sintomas posibles. Los
investigadores del CDC seguiran actualizando esta lista
a medida que aprendamos mds acerca del COVID-19
(CDC, 2020).

Glicoproteina
spike (S)

I— Proteina

RNA viral de envoltura (E)

nucleoproteina (N)

Proteina de membrana (M)

Figura 1. (A) Microfotografia del virion. (B) Esquema de la estructura del SARS-CoV-2, que muestra

los diferentes componentes estructurales del virion. (Diaz-Castrillon, F.J. Toro-Montoya A.1. 2020).
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Para evaluar mas a fondo el rendimiento de IgM
anti-SARS-CoV-2 en el diagnoéstico de la COVID-19,
analizamos los datos de las 26 muestras que tenian
una muestra de plasma y una muestra de hisopado de
garganta emparejados dentro un intervalo de 4 dias.
Entre ellos, 7 pacientes fueron PCR negativos al analizar
las muestras de hisopado, pero 6 pacientes fueron IgM
positivos. Los 7 pacientes que dieron resultado positivo
en la PCR en la segunda muestra de hisopado. Estos
resultados sugieren que IgM por ELISA puede aumentar
la tasa de deteccion positiva cuando se combina con el
método de PCR y se puede utilizar para el diagndstico
precoz de infecciones por COVID-19 (Gao X, 2020).

La titulacién de punto final de los anticuerpos contra
el SARS-CoV-2, a menudo es utilizada para el tamizaje
de paciente con probable diagnéstico de COVID-19,
utilizando métodos inmunolégicos de cromatografia de
flujo lateral, fluorescencia e inmunoensayo enzimatico
(ELISA) para IgM en fase aguda, IgA e IgG en fase
crénica. En comparacion con los titulos enlos dias0a 7,
los niveles de anticuerpos IgM aumentaron entre los dias
8y 14, en general se determiné que los anticuerpos IgM,
IgG e IgA contra SARS-CoV-2 se pueden encontrar entre
0-7 dias después de los sintomas incrementdndose entre
8-14 dias después de los sintomas y decrece hasta el dia
21 (Li G., 2020). La IgA incrementa los niveles entre los
dias 8-14. Los niveles de IgG se detectan entre 0-7 dias
después que aparecen los sintomas incrementdndose
entre los dias 8-14 y contintian hasta los dias 15 y 21
comenzando una meseta al dia 21 (Su S., 2020)

s RO

020z

En general, la tasa de detecciéon por PCR fue mayor
que la prueba de anticuerpos IgM antes de los 5 dias
posteriores a la presencia de sintomas. En general, la
tasa de deteccién positiva por PCR fue solo del 51,9%
en una sola prueba. Hay tres tipos de pruebas de
laboratorio para el diagnéstico de SARS-CoV-2: Pruebas
de deteccion de acidos nucleicos (reaccion en cadena de
la polimerasa o PCR), Pruebas de deteccion de antigeno,
Pruebas de deteccion de anticuerpos (IgG, IgM) (Diaz-].,
2020).

Es sorprendente la gran rapidez con la que se identific6
la causa, valiéndose de las diferentes técnicas modernas
para la secuenciacion y obtencién del ARN, que
hizo posible, en alrededor de 1 mes, contar con el
método diagnéstico en la fase aguda, que es la PCR
transcriptasa reversa (RT-PCR) para SARS-CoV-2. En
una linea del tiempo puede observarse la secuencia de
eventos en la que, desde que se reportan los casos de
neumonia en Wuhan, pasaron solo 10 dias para tener
la primera secuenciacion del genoma del virus, lo que
es sorprendente (Ai T., 2019).

Hasta el momento se dispone de dos tipos de técnicas
de laboratorio para el diagnéstico de COVID-2019:
Diagnoéstico agudo del virus SARS-CoV-2 en enfermedad
aguda 3-7 dias: la prueba de referencia es la técnica de
reaccién en cadena de polimerasa transcriptasa reversa
(RT-PCR), que es una prueba de biologia molecular
en la que se detecta y amplifica una o varias regiones
especificas del virus (Nuccetelli M., 2020). Sin embargo,

~
c
@ ™
Positivo
)

el
igM

Invalido

IgM-/1gG- No hay evidencia de infeccion por SARS-Cov 2.

IgM+/1gG- Probable infeccién reciente sin anticuerpos protectores.

IgM+/1gG+ Probable Infeccidn reciente con anticuerpos protectores en desarrollo.
IgM-/1gG+ Probable infeccién pasada con anticuerpos protectores.

Figura 2. Interpretacion de los resultados de Anticuerpos anti SARS.Cov-2. (COFEPRIS 2020). El

cassette de prueba rdpida Certum de

inmunoensayo cromatogréfico de flujo.

anticuerpos

IgG / IgM 2019-nCoV es un
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Figura 3. Interpretacion de los resultados de PCR RT/Ac en la evolucion de la enfermedad. Junio
20, 2020/ Por Laboratorio Guemes. Fuente: www.intramed.net.

para la seleccién de un método comercial es importante
la sensibilidad de la prueba debido a que unos métodos
son mas sensibles que otros, lo cual influye en la
deteccion en fases mas tempranas de la enfermedad.
Para la deteccion de anticuerpos contra el virus SARS-
CoV-2 después de 7 dias: la prueba indicada es ELISA o
inmunocromatografia de flujo lateral para la deteccion
de anticuerpos IgM e IgG para el virus SARS-CoV-2 y
la valoraciéon de los datos clinicos del paciente (Zhao

MATERIAL Y METODOS

Se extrajo muestra de sangre (Sangre total o suero) con
protocolo de bioseguridad en el 4rea de Unidad de
Cuidados Respiratorios (UCR) de paciente con sindrome
respiratorio agudo y probable diagnéstico de SARS-
COV-2. Se determind la presencia de anticuerpos segtn
el protocolo de la marca comercial Certum-Diagnostic:
prueba répida Certum de anticuerpos IgG/IgM 2019-
nCoV, el cual es un inmunoensayo cromatografico de
flujo lateral (oro coloidal) para la deteccion cualitativa

vacio,
neutralizar
con etanol

J.]., 2019).
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Figura 4. Diagrama para la extraccién y purificacién de RNA de SARS-CoV-2. Autor: Dr. Gonzélez
Zamora A. Profesor Investigador de la Facultad de Ciencias Biologicas UJED.
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Figura 5. Diagrama para la deteccion de SARS-CoV-2 por RT PCR. Autor: Dr. Villalobo Polo E.
Academic rigor, journalistc flair, Profesor Titular de Universidad en el Departamento de

Microbiologia, Universidad de Sevilla

y diferenciada de la presencia de anticuerpos IgG e IgM
contra el virus.

Se retir6 el casete de prueba de la bolsa sellada y usé en
el periodo de una hora. Se obtienen mejores resultados
si la prueba se realiza inmediatamente. Se coloco el
casete sobre una superficie limpia y nivelada.

Se dejo correr por 15 min la cromatografia después de
agregar 3 gotas de buffer al cartucho con la muestra.
La Interpretacion de los resultados de anticuerpos por
cromatografia de flujo lateral se muestran en la Figura
2y laprueba de PCR para diagnoéstico de SARS-CoV-2,
Figura 3.

La prueba de PCR en tiempo real fue el método utilizado

para la deteccion. Esta prueba comienza tras recibir las
muestras respiratorias. La deteccion es directa: lo que
se detecta es el ARN del coronavirus, primeramente, se
extrae y purifica el ARN, Figura 4.

Luego se realiza la reaccion RT PCR Figura 5. A
continuacién el ARN se convierte en ADN de cadena
simple mediante retrotranscripciéon (RT). Ese ADN se
utiliza en la reacciéon de PCR en tiempo real (qQPCR)
que genera miles de millones de copias de los genes
seleccionados. En el proceso se incorpora a cada
molécula de ADN un compuesto fluorescente, distinto
para cada uno de los tres genes. El instrumento se llama
termociclador, este mide la fluorescencia y manda
los datos a una computadora donde el software lo
interpreta. Si los niveles de fluorescencia estdn por

I Muestras Analizadas 1125

1125 MUESTRAS PROCESADAS

® Muestras Positivas  » Muestras Negativas

Correlacion entre | a prueba de anticuerpos y la prueba de PCR RT

SOLO PCR
37
POSITIVO S/Ac.

225 Anticuerpos

225 PRUEBAS DE ANTICUERPQOS

=271gM

=451g6 =28 1gM, Ig6

FIGURA 6. Resultados de la correlacién entre PCR/ Ac en el diagnédstico de la COVID-19.
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encima del umbral predeterminado y se evidencia
la amplificacién del ADN. El resultado es positivo si
la fluorescencia medida de los tres genes especificos
(en nuestro caso es N1, N2 informadores (N1, N2 y
PNP) esta por encima del umbral. Es negativo si las
fluorescencias estan por debajo del umbral.

RESULTADOS

Se tom6 1125 muestras para diagnoéstico de COVID-19,
en La Comarca Lagunera de Durango, todas fueron
procesadas por PCR RT para la basqueda directa de
RNA viral de SARS-CoV-2. Se encontré que solo 375
pruebas dieron resultados positivos. Se realizaron
850 pruebas de Anticuerpos IgM, IgG contra SARS-
CoV-2, las cuales coincidieron solamente 225 con las
pruebas positivas por PCR/Ac., de las 150 pruebas de
PCR positivas restantes, dieron 113 negativas para Ac.,
sin embargo, 37 pruebas de PCR positivas no se les
realiz6 busqueda de Ac debido a que el médico tratante
consider6 que ya no era necesario debido a que ya tenia
el diagnostico. Las 225 pruebas positivas de Ac., fueron
60 pruebas positivas a IgM, 101 positivas a IgG y 64
fueron positivas a IgM, e IgG Figura 6.

DISCUSION

La utilidad diagnoéstica de las pruebas de laboratorio
en la pandemia por la COVID-19 ha sido muy
importante, pero mas importante es la interpretacion
de los resultados. En nuestro estudio se encontramos
que de 1125 pruebas de PCR, solo 375 pruebas fueron
225 positivas también para anticuerpos. La prueba de
anticuerpos sugiere que el estadio de la enfermedad
para los diferentes pacientes, fue tomada en dias
distintos posteriores a la apariciéon de los sintomas
debido a que hubo pruebas positivas para IgM, IgG y
ambas inmunoglobulinas al mismo tiempo en el mismo
paciente, lo cual coincide con los descrito por Li G, et al.,
2020) al describir que la aparicién de los anticuerpos es
en diferentes estadios de la enfermedad aun cuando se
pueden encontrar desde el dia 0 posterior a la aparicion
de los sintomas, pero estos se van incrementando segtin
la evolucion de la enfermedad. La Pruebas de PCR fue
positiva y correlacionada con IgM (fase aguda), IgG
(fase crénica), lo que sugiere que la prueba de PCR fue
positiva aun cuando la presencia de anticuerpos era baja
para una inmunoglobulina o alta para otra, pero hubo
113 pruebas positivas por PCR que dieron negativa
la prueba de anticuerpos. Lo que hace pensar que la
prueba positiva de PCR fue diagnoésticado con carga

viral baja, siendo la prueba de PCR altamente sensible
lo cual coincide por lo descrito por Diaz Jiménez en el
2020 al proponer que la interpretacion de las pruebas
para SARS-CoV-2, debe considerarse la sensibilidad
y el estado inmunolégico del paciente. En base a los
resultados del trabajo de investigacion afirmamos que
las pruebas de anticuerpos son muy importantes para
dar seguimiento al padecimiento, pero no es suficiente
para hacer diagnéstico, sin embargo, la prueba de PCR
al ser utilizada al mismo tiempo con los anticuerpos su
valor diagnostico se incrementa tal como lo describe Su
S., en el ano 2020.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos por pruebas de anticuerpos
ya sea por cromatografia de flujo lateral o fluorescencia
y por un método cuantitativo, no deben utilizarse para
hacer el diagnéstico de la Covid-19, por la sensibilidad
y porque para determinar que el agente causal es
en realidad virus SARS-CoV-2 (Enfermedad por
COVID-19), de debe practicar una prueba de mayor
poder analitico como la PCR TR, tal como lo indican
las instituciones internacionales.
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Toxoplasmosis: 1o conocido, 1o ignorado y lo que necesitamos investigar
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RESUMEN

Introduccién: La toxoplasmosis es causada por el
parésito intracelular Toxoplasma gondii (T. gondii) una
enfermedad zoonética que infecta a casi todos los
animales de sangre caliente, incluidos los humanos.
Aproximadamente el 30% de la poblacién alrededor
del mundo tiene una infeccién crénica por T. gondii y la
infeccion podria contraerse por ingestion de alimentos
(carne cruda o cruda de animales infectados), contacto
directo con heces de gatos o suelo contaminado con
ooquistes. Ademads, la infecciéon por T. gondii puede
tener consecuencias graves y potencialmente mortales
para el feto o el recién nacido en desarrollo, incluido
el aborto espontaneo, ceguera congénita, hidrocefalia,
retraso mental e incluso la muerte. Objetivo: Revisar la
informacion publicada que describe aspectos relevantes
de la infecciéon por T. gondii desde su descubrimiento
hasta sus medidas profilacticas. Conclusiones: La vision
general del conocimiento actual sobre el impacto de
la toxoplasmosis y su conocimiento desde aspectos
generales del agente infeccioso como lo son el ciclo
de vida y aspectos especificos como su morfologia y
patogenia nos muestran un agente infeccioso descubierto
hace mas de 100 afios y que debido a su heterogénea
epidemiologia sigue siendo de importancia mundial.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, toxoplasmosis,
embarazo, seroprevalencia, zoonosis.

ABSTRACT

Introduction: Toxoplasmosis is caused by the
intracellular parasite Toxoplasma gondii (T. gondii) a
zoonotic disease that infects almost all warm-blooded
animals, including humans. Approximately 30% of the
population around the world has a chronic T. gondii
infection and the infection could be contracted by
ingesting food (raw or raw meat from infected animals),
direct contact with cat feces, or soil contaminated with
oocysts. Additionally, T. gondii infection can have serious
and life-threatening consequences for the developing
fetus or newborn, including miscarriage, congenital
blindness, hydrocephalus, mental retardation, and even
death. Aim: To review the published information that
describes relevant aspects of T. gondii infection from its
discovery to its prophylactic measures. Conclusions:
The general view of current knowledge on the impact of
toxoplasmosis and its knowledge from general aspects
of the infectious agent such as the life cycle and specific
aspects such as its morphology and pathogenesis show
us an infectious agent discovered more than 100 years
ago and that due to its heterogeneous epidemiology it
is still of global importance.

Keywords: Toxoplasma gondii, toxoplasmosis, pregnancy,
seroprevalence, zoonotic infection.
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INTRODUCCION

Toxoplasma gondii (T. gondii) es un parasito protozoario
que infecta casi todos los animales de sangre caliente,
incluyendo a los humanos, y estd considerado como uno
de los patégenos eucariéticos mas exitosos (Liu, Singla,
& Zhou, 2012). Aproximadamente el 30% de la poblacion
alrededor del mundo tiene una infeccion crénica por T.
gondii (Moncada & Montoya, 2012). Ademas, T. gondii
es uno de los parésitos mas estudiados debido a su
importancia médica y veterinaria, y su adaptabilidad
como modelo para ensayos de biologia celular y
molecular con un organismo intracelular (Dubey, 2008).

La infeccién en el humano y otros hospederos puede
ocurrir de 3 maneras con tres fases morfologicas
diferentes: la via digestiva por comer carne cruda
o mal cocida con quistes tisulares, agua o comida
contaminada con ooquistes; la via transplacentaria es
decir, de la madre al feto, en tal caso los taquizoitos
atraviesan la placenta y la via parenteral a través de
transfusiones sanguineas. La mayoria de las infecciones
por toxoplasmosis en el humano son asintomaticas y
los signos de una infeccién aguda son similares a la
mononucleosis con fiebre, escalofrios, dolor de cabeza
con inflamacién de los nédulos linfaticos (Dalimiasl
A, 2016). Ademas, la infecciéon por T. gondii puede
resultar en consecuencias graves y que amenazan la
vida del feto o recién nacido en desarrollo, incluyendo
aborto espontdneo, ceguera congénita, hidrocefalia,
retraso mental e incluso la muerte (Galvan-Ramirez,
Troyo-Sanroman, Roman, Bernal-Redondo, & Vazquez
Castellanos, 2012). Sin embargo, la probabilidad de
transmision aumenta con el avance de la gestacion,
siendo de alrededor de 80% al final de la misma (de la
Luz Galvan-Ramirez, Gutiérrez-Maldonado, Verduzco-
Grijalva, & Jiménez, 2014). Celik y colaboradores (Celik
T., Erdogan B., Aydin S., & Kolgelier S., 2013), en un
estudio realizado en 2013, encontraron que entre el
30 y 63% de las infecciones por T. gondii en mujeres
embarazadas fueron por comer carne mal cocida. Esto
fue interpretado como el principal factor de riesgo en
mujeres embarazadas en Europa.

En individuos sanos, la toxoplasmosis puede causar
fiebre, linfadenopatia, faringitis y ocasionalmente
hepatoesplenomegalia (McCabe R., Brooks R., Dorfman
R., & J., 1987). La mayoria de las personas infectadas
son asintomaticas, sin embargo, entre el 10 al 15% de
los casos de toxoplasmosis primaria tienen sintomas y

signos clinicos (Boyer K., Remington J., & McLeod P.,
2004). Asi mismo, T. gondii causa graves manifestaciones
clinicas en los pacientes inmunosuprimidos y cuando
se contrae una infeccién durante el embarazo, puede
provocar defectos de nacimiento o desarrollo anormal.
La incidencia en los afios setenta era de 1 por cada 1
000 a 4 000 recién nacidos (Ferrés M., 2008). T. gondii
tiene una distribucién mundial y tal vez es el parasito
protozoario con el rango mas amplio de hospederos. S6lo
hay una especie del género Toxoplasma que corresponde
a gondii en la cual algunos hospederos desarrollan
la toxoplasmosis clinica entre una gran mayoria que
son asintomadticos, pero éstas cifras se desconocen
(Dubey, 2008). En la literatura, se han descrito brotes
de toxoplasmosis en las comunidades debido a
fuentes comunes de agua y alimentos contaminados,
destacando que este parasito es un riesgo para la
salud publica (Contopoulos-loannidis et al., 2015). Sin
embargo, el riesgo de una infeccién por toxoplasmosis
aumenta con la edad, bajo estatus socioeconémico, bajo
nivel educativo, contacto con gatos y malas précticas
higiénicas (Sroka et al., 2010; Torgerson P, 2013).

La infeccion genera una respuesta inmune manifiesta,
entre otras, por la presencia de inmunoglobulinas, por lo
que la presencia de IgG implica que ha habido contacto
entre el individuo y el parasito en algin momento de
la vida. La produccién de estos anticuerpos inicia 8 a
10 dias post-infeccién, con una concentracion maxima
a los 12 meses, cuando su titulo baja hasta un nivel
progresivamente menor, que se mantiene por cerca de
10 afios. La deteccion de anticuerpos IgM clasicamente
ha sido considerada como el marcador de la fase aguda
de la enfermedad (Cardenas et al., 2015). Entre todos los
métodos disponibles para detectar anticuerpos anti-T.
gondii en suero, el inmunoensayo ELISA (Enzime-Linked
ImmunoSorbent Assay) es el mas adecuado debido a
su simple implementacién, sensibilidad relativamente
alta, accesibilidad de materiales y medios como kits
comerciales y el no utilizar dispositivos de alto costo.
Aunque los métodos como la inmunotransferencia y el
radioinmunoensayo son diagnésticamente adecuados,
no son utilizados en la mayoria de laboratorios
diagnoésticos debido ala complejidad de implementacion
(Montoya ]G, 2002; Robert-Gangneux & Darde, 2012).
Una terapia efectiva para la toxoplasmosis es el uso de
sulfonamida y pirimetamina durante la infecciéon aguda
el taquizoito se encuentra en el momento apropiado
para el tratamiento, sin embargo, el bradizoito o los
quistes tisulares no pueden ser erradicados en la
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infeccion crénica (Zahra A, 2016).
DISCUSION

La toxoplasmosis en una enfermedad provocada por
el protozoario T. gondii altamente prevalente en el
mundo y cuando es adquirida por primera vez durante
el embarazo, puede causar serios dafios en el feto. Las
consecuencias en el nifio pueden ser tan diversas como
hidrocefalia, microcefalia, calcificaciones cerebrales,
coriorretinitis, o terminar en un aborto, dependiendo
de la etapa gestacional en que la madre se infect6
(Lopez-Castillo C., Diaz-Ramirez J., & Gémez-Marin
J., 2005). T. gondii, parésito intracelular obligado, es
capaz de afectar las células de todos los tejidos de los
vertebrados (con excepcion de los eritrocitos) e incluso
de algunos invertebrados, como las lombrices de tierra,
que acttia como huésped paraténico (Escalante M.,
Gutiérrez-Hernandez J., Garza-Le6én M., Navarro-
Lopez L., & Arellanes-Garcia L., 2008). Los felinos son
los hospederos definitivos del T. gondii siendo éstos los
Unicos animales que excretan ooquistes esporulados
del parasito en el medio ambiente (Dubey J. P., 2004).
Los cerdos, como otros animales de sangre caliente,
sirven como hospederos intermediarios y pueden ser
infectados por la ingestiéon de ooquistes presentes en
el ambiente o por el consumo de quistes presentes
en tejidos de mamiferos infectados, comtnmente de
pequeiios roedores (Mufioz-Zanzi C., Tamayo R.,
Balboa J., & Hill D., 2012).

Conoide

Anillos apicales 1,2
Anillo polar 1

MORFOLOGIA

Dependiendo de la etapa del ciclo celular, T. gondii
presenta las formas parasitarias: 1) Taquizoito, 2)
Ooquiste y 3) Bradizoito.

Taquizoito

El taquizoito es la forma de toxoplasma maés
caracterizada debido a la facilidad para mantenerlo en
condiciones de cultivo celular y en un modelo murino
de inoculacién intraperitoneal y corresponde a la forma
asexual infectiva altamente invasiva y de diseminacion
tisular. Tiene una apariencia de arco o media luna con
un tamafio de 3 x 7 pm y con una distribucion polarizada
de sus organelos citopldsmicos, de tal forma que se
identifica un extremo apical y un extremo posterior. Se
encuentra rodeado por un complejo de tres membranas
(membrana plasmatica y el complejo membranal
interno) conocido como plasmanema. Posee un ntcleo,
una Unica mitocondria que tiene la caracteristica de
convolucionar dentro del citoplasma del taquizoito y
alrededor del nacleo (Figura 1), aparato de Golgi y
reticulo endoplasmico. En la region apical se encuentran
organelos relacionados con la motilidad, la secrecién y
la invasion celular, como son: el conoide, el anillo polar
anterior, las roptrias, los micronemos y los granulos
densos (Mufiiz-Herndndez S. & Mondragén-Flores
R., 2009).

Roptria
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Figura 1.- Morfologia de T. gondii un taquizoito a
tomada de: (Dubey, Lindsay, & Speer, 1998).
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la izquierda y un bradizoito a la derecha. Imagen
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El citoesqueleto del T. gondii estd constituido por
22 microttbulos subpeliculares que se encuentran
anclados al anillo polar anterior y que recorren en forma
helicoidal 2/3 partes del cuerpo del T. gondii. Asociada
a los microttibulos se encuentra una red subpelicular
que esta constituida por actina y proteinas asociadas
a actina, como profilina y miosina (Patréon S. A. et al.,
2005); se ha sugerido que la funcién de la red podria
ser la de definir la forma del T. gondii y determinar
su motilidad. Varias lineas de evidencia sugieren que
las proteasas son importantes durante la invasiéon por
T. gondii, y las proteasas se consideran criticas para el
invasion y el desempefio sobre los organelos (Kim K.,
2004; Que X., Ngo H., Lawton J., Gray M., & Liu Q,,
2002).

Ooquistes

Los ooquistes (Figura 2) se encuentran en las heces de
los gatos, tiene forma ovalada, midiendo de 11-15 por
9-11 pm; contienen un par de esporoquistes elipsoidales,
conteniendo cada uno cuatro esporozoitos cada uno
dando como resultado 8 nuevos parasitos (Diaz L.,
Zambrano B., Chacén G., Brs. Rocha A., & Diaz S., 2010).
La pared del ooquiste es una estructura de doble capa,
extremadamente resistente a las agresiones fisicas y

quimicas. La capa externa contiene principalmente
proteinas y carbohidratos y parece proporcionar
resistencia estructural. La capa interna tiene un alto
contenido de lipidos y parece proporcionar proteccion
contra las agresiones quimicas por su naturaleza
impermeable. Como tal, es fundamental para la
supervivencia del parésito y sin esta pared, el parasito
no podria sobrevivir en el entorno externo durante los
periodos prolongados necesarios para la transmisién
entre los huéspedes por contaminacién fecal (Ferguson
& Dubremetz, 2020).

Bradizoito

Los bradizoitos se diferencian de los taquizoitos en que
se dividen lentamente, tienen forma de coma y estan
rodeados de una verdadera membrana que constituye
al quiste (Figura 1), los cuales parasitan diferentes
células del organismo, siendo el estado letargico o
inactivo en hospederos inmunocompetentes (Diaz L.
et al., 2010). Los bradizoitos son un estado morfologico
previo al enquistamiento y su ingreso dentro de las
células del huésped es mucho mas lento a comparacién
de los taquizoitos; se diseminan por torrente sanguineo
y al iniciar una respuesta inmunolégica por parte del
huésped se enquistan en musculo estriado.

Figura 2.- Ooquiste de T. gondii. (A) coquiste no esporulado. (B) Ooquiste esporulado con dos

esporoquistes. Cuatro esporozoitos (flechas) son visibles en uno de los esporoquistes. (C) OQoquiste

esporulado. Imagen tomada de: (Dubey et al., 1998).
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CICLO BIOLOGICO

Su ciclo de vida es complejo, incluye dos fases, la fase
sexual y la asexual, la primera de ellas produce ooquistes
infecciosos s6lo en los felinos, mientras que la asexual
ocurre en todos los animales infectados y el resultado
de ella son los taquizoitos y posteriormente bradizoitos
los cuales finalmente se convierten en quistes tisulares
latentes (Elmore S. A. et al., 2010; Sullivan W] Jr. & Jeffers
V., 2012). El ciclo biolégico (Figura 3) comienza con
ooquistes no esporulados que se eliminan en las heces
de los gatos. Los ooquistes generalmente se eliminan
durante un periodo de 1-2 semanas y se desprenden en
grandes cantidades. Los ooquistes tardan de 1 a 5 dias
para esporular en el ambiente y volverse infecciosos. Los
gatos se infectan después de consumir hospedadores
intermedios que albergan quistes tisulares o por la
ingesta de ooquistes esporulados. El ser humano puede
infectarse por cualquiera de varias rutas: comer carne
mal cocida de animales que albergan quistes en tejidos,
consumir alimentos o agua contaminados con ooquistes
o por tierra contaminada con heces de gato que contiene
ooquistes (exquistamiento), por transfusion de sangre
u 6rgano y transplacentariamente de la madre al feto
(Centers for Disease Control Prevention, 2014). El
exquistamiento de los ooquistes es estimulado por
incubacién en una mezcla de tripsina y sales biliares.
Este liquido de exquistamiento parece actuar sobre la
pared de los esporoquistes causando un aumento de la

tension, lo que resulta en un pliegue de los bordes de
las placas a lo largo de las lineas de sutura y la posterior
ruptura del ooquiste provocando la diseminacién de
esporozoitos de T. gondii (Ferguson & Dubremetz, 2020).

Fase asexual

Los huéspedes intermedios en la naturaleza (incluyendo
aves y roedores) se infectan después de ingerir tierra,
agua o material vegetal contaminada con ooquistes.
Los ooquistes se transforman en taquizoitos poco
después de la ingestion, estos taquizoitos se localizan
en el tejido muscular y neural y se convierten en
bradizoitos después de enquistarse en musculo
estriado del hospedero conociéndosele como quistes
tisulares. La invasion celular es un evento crucial
en la supervivencia del T. gondii. Este parasito tiene
la capacidad de infectar cualquier célula nucleada de
un organismo. El taquizoito presenta tres organelos
secretores involucrados en la adhesion a la célula
hospedera, en la penetracién y en la formacién de la
vacuola, que incluyen a los micronemos, roptrias y
granulos densos, respectivamente. La descarga inicial
de las proteinas de micronemos permite la adhesion y
el movimiento por deslizamiento sobre la membrana
de la célula blanco como un evento necesario para la
invasion. Posteriormente, se presenta la secrecion del
contenido de las roptrias sobre la membrana de su célula
hospedera, con la formacién de una unién “movil” entre

A\ = \nfective Stage
A = Diagnostic Stage

Figura 3. - Ciclo biolégico de T. gondii. Tomado de: (Centers for Disease Control

Prevention, 2014)
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las membranas plasmaticas de la célula hospedera la
generacion de una horadacién de menos de 1 um por la
cual el taquizoito se internaliza mediante movimientos
tipo tornillo. Al mismo tiempo que el T. gondii penetra en
su célula hospedera, se va generando una invaginacién
membranal compuesta principalmente por elementos
de la membrana plasmatica de la célula hospedera
(esencialmente lipidos) y por algunos componentes
secretados por el T. gondii (Alexander D. L., Mital J.,
Ward G. E,, Bradley, & Boothroyd J. C., 2005).

La replicacién del T. gondii lleva a la muerte celular
ademas de una rapida invasion a las células vecinas,
lo que provoca una fuerte respuesta inflamatoria
y destruccion tisular con las manifestaciones de la
enfermedad. Posteriormente estos taquizoitos se
transforman en bradizoitos por la presion del sistema
inmune y se convierten en quistes tisulares. Cada quiste
puede tener de cientos a miles de bradizoitos, los cuales
son morfolégicamente idénticos a los taquizoitos, pero
de multiplicacién lenta. Estos bradizoitos persisten
en los quistes tisulares de por vida en el hospedero.
Sin embargo, en pacientes inmunodeficientes pueden
liberarse bradizoitos de los quistes que se transforman
de nuevo en taquizoitos y causan recrudescencias de la
enfermedad (Montoya JG., Kovacs J., & Remington JS.,
2005; Montoya JG. & Liesenfeld O., 2004).

Fase sexual

Cuando los hospederos definitivos (gatos domésticos)
ingieren presas en cuyos tejidos se encuentran quistes
tisulares conteniendo bradizoitos, que son liberados
a la luz intestinal por las enzimas digestivas (Sibley
L. D., Krahenbuhl J., Adams M., & Weidner E., 1986).
Los bradizoitos invaden a los enterocitos intestinales y
proliferan, diferencidandose en un macrogameto (célula
femenina) y un microgameto (célula masculina) (Rivera-
Fernandez N. & Mondragon-Flores R., 2010). La fase
sexuada del T. gondii tiene lugar en la mucosa intestinal
de los felinos (el gato es el hospedero definitivo del
T. gondii), donde los gametocitos dan origen a los
ooquistes. Durante la infecciéon aguda, millones de
ooquistes son excretados en las heces del gato durante
7 a 21 dias. Los gatos jovenes eliminan mas ooquistes
que los gatos maduros durante la infeccién aguda. Estos
ooquistes no son infectantes de inmediato, sino luego
de la esporulacién, que ocurre durante los primeros 20
dias después de emitidos los ooquistes, éstos liberan
esporozoitos que son infectivos al ser ingeridos

por diferentes mamiferos (incluido el hombre).
Posteriormente en el intestino delgado de los mamiferos
se transforman en taquizoitos, los cuales invaden las
células epiteliales de la mucosa y se diseminan por via
hematoégena y/o linfatica a varios 6rganos del cuerpo
entre ellos cerebro, ojos, corazén, musculo esquelético,
placenta y al feto (Rosso F., Agudelo A., Isaza A., &
Montoya J., 2007).

MODOS DE TRANSMISION

La infeccién humana normalmente se produce por la
ingestion de quistes u ooquistes. En las comunidades
rurales y suburbanas, un porcentaje variable de gatos
sufre infeccién al menos una vez en la vida y liberan
millones de ooquistes al entorno. El raton doméstico
y otros roedores pequefios, que son devorados por
los gatos, constituyen un importante reservorio de la
infeccion por T. gondii. Existen varias vias de entrada
al organismo: via digestiva, via transplacentaria y via
parenteral (Kasper LH., 1998; Masur H., 1994).

Via digestiva

La ingestiéon de quistes u ooquistes es sin duda
la principal via de transmisiéon. La ingestiéon de
carne cruda o semicocida portadora de quistes, es
extraordinariamente peligrosa, pues las infecciones
pueden adquirirse por el consumo de carne infectada
que contenga quistes tisulares, o por la ingestion de
ooquistes en el agua o en los alimentos contaminados
con las heces de gatos. Las carnes cocidas y conservadas
(saladas, ahumadas, congeladas o refrigeradas) no
suelen ser infectantes.

Via transplacentaria

Se produce en un tercio de las mujeres embarazadas
cuando son afectadas por una infeccién primaria con los
taquizoitos en fase de division rdpida circulando por el
torrente sanguineo. Esta transmision generalmente tiene
lugar en el curso de una infeccion materna silenciosa o
sin diagnosticar. Se sabe que la toxoplasmosis puede ser
una causa de abortos espontédneos en la mujer (Martin-
Hernandez 1. & Garcia-Izquierdo S., 2003). En ovejas
prefiadas, durante la infeccién aguda, la placenta es
invadida por taquizoitos infectando a los trofoblastos, lo
que resulta en necrosis y mineralizacién de la placenta.
Puede producirse una infeccién transplacentaria del
feto y puede producirse un aborto espontdneo, con o
sin invasion del feto (de Moraes, da Costa, Dantas, da
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Silva, & Mota, 2011). La toxoplasmosis congénita puede
ser evidente con resultados severos que van desde
pérdida fetal espontanea, muerte en el ttero, retraso del
crecimiento intrauterino, hidrocefalia. Los sintomas que
los bebés infectados prenatalmente que desarrollan al
nacer o dentro de los primeros seis meses de vida pueden
resumirse como parto prematuro, peso anormalmente
bajo al nacer, dafio ocular, pérdida auditiva, retrasos
motores y del desarrollo, calcificaciones intracraneales,
convulsiones y retraso mental leve a severo (Khan &
Khan, 2018).

Actualmente en México, no existe un monitoreo de rutina
de esta enfermedad durante el embarazo por lo cual no
se conoce su prevalencia exacta. Las consecuencias que
esta parasitosis puede provocar en el feto aumentan a
medida que la edad gestacional de la mujer es menor.
La infeccion aguda en la embarazada, por lo general es
asintomaética y s6lo puede ser detectada con pruebas
serologicas. La transmisiéon de la toxoplasmosis de
la madre al hijo tinicamente puede ocurrir cuando
la infeccién se adquiere por primera vez durante el
embarazo y esta probabilidad aumenta gradualmente
con el progreso de la gestacion. El control serolégico de
la embarazada debe ser realizado de rutina con el fin
de ofrecerle tratamiento oportuno y asi con él, reducir
la tasa de transmision vertical o, si la infecciéon ya se
produjo, para reducir el dafio del producto.

Via parenteral

Se han descrito casos humanos por transfusion de
sangre o leucocitos. También es tedricamente posible
que se produzca a través de otros fluidos tisulares.
Aunque algunos autores insisten en que este modo de
transmision es de poca importancia en comparacién con
la que se produce a través de la via digestiva ya que en
reinfecciones en pacientes con VIH se han encontrado
taquizoitos en fluido cerebroespinal pero debido a la
probabilidad de ocurrencia no es considerado con tanta
importancia como las infecciones adquiridas por via
digestiva (Kasper LH., 1998; Masur H., 1994).

Patogenia

Una de las caracteristicas que determinan la patogenia de
la toxoplasmosis esta relacionada con la alta capacidad
del T. gondii para diseminarse por todos los tejidos
del huésped, alcanzando incluso el cerebro, ojos y
placenta en mujeres embarazadas. Las formas invasivas
incluyendo el esporozoito, taquizoito y bradizoito

tienen la capacidad de invasién celular sin embargo,
el taquizoito es la forma mas invasiva, proliferativa y
con mayor capacidad de diseminacién tisular, en gran
medida debido a su elevada propiedad dindmica y
secretora que lo caracteriza (Muhiz-Hernandez S. &
Mondragoén-Flores R., 2009). La invasién de la célula
huésped por T. gondii es un proceso activo, en el que
el parasito se invagina dentro de la célula huésped
simulando ser una especie de tornillo. T. gondii forma
un nuevo compartimento especializado denominado
vacuola parasitofdrica (PV) la cual deriva principalmente
de la membrana del huésped. Ademas T. gondii inhibe
la respuesta inmunolégica de la célula huésped y
posteriormente se replica dentro de la PV. Después de
la replicacion, el parasito sale activamente de la célula
y reinvade una nueva célula huésped. Los organelos
del complejo apical (micronemas, roptrias y granulos
densos) excretan proteinas sucesivamente para facilitar
la motilidad, invasién y formacion del compartimento
vacuolar especializado. Las proteinas del micronema
se redistribuyen a la superficie del parésito una vez
secretadas donde contribuyen a la motilidad, a la unién
del parasito al huésped e inhiben la sefializacion en la
célula huésped. Las proteinas secretadas por las roptrias
y los granulos densos del parasito, se introducen en la
célula huésped y contribuyen al proceso de penetracion,
amodificar la respuesta inmune y a la salida de la célula
huésped (Lebrun, Carruthers, & Cesbron-Delauw,
2020).

El contenido de los quistes intracelulares (bradizoitos)
liberan los esporozoitos por el proceso digestivo en el
tracto gastrointestinal del hospedero. Se multiplican en
los enterocitos y a continuacion los taquizoito formados
se diseminan por el torrente sanguineo o linfatico y
parasitan las células de una variedad de 6rganos,
particularmente tejidos linfaticos, musculo esquelético,
miocardio, retina, placenta y mds frecuentemente
el sistema nervioso central (SNC). Penetran en las
células de forma activa gracias a sus movimientos
y a la producciéon de lisozimas y hialuronidasas; en
algunas ocasiones lo hacen por un procedimiento
similar a la fagocitosis. En éstas células se multiplican
por endodiogénesis, forman camulos citoplasmaticos
y provocan lesiones tisulares como consecuencia de
la destruccién celular y una reaccién inflamatoria
subsiguiente, que consiste tipicamente en células
mononucleares, algunos polimorfonucleares y edema.
Este periodo de proliferacion corresponde a la fase
aguda de la toxoplasmosis y es aqui cuando T. gondii
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es mas vulnerable a los farmacos. En el hospedero
inmunodeprimido la respuesta inmune humoral y
celular necesaria para controlar la expansiéon de los
taquizoitos estd afectada (Martin-Hernandez I. & S,
2003).

La localizacién de los quistes se encuentra con
preferencia en las células del SNC, coriorretina y
musculos (esquelético y miocardio). Ocasionalmente
los quistes pueden romperse y dejar en libertad a
los bradizoitos; si son muchos los que se rompen, se
produce una reactivacion de la enfermedad que puede
ser localizada o generalizada (Dubey JP., Speer CA.,
Shen SK., Kwok OCH., & Blixt., 1997; Kasper LH., 1998).
Aunque la toxoplasmosis en los seres humanos con una
capacidad inmune normal es asintomatica en la mayoria
de los casos, el T. gondii se vuelve una amenaza para
las personas que estan inmunodeficientes, como los
portadores del VIH (Walle F., Kebede N., Tsegaye A.,
& Kassa T., 2013). Los parasitos extracelulares como
Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii y Leishmania
son fagocitados por los macréfagos. Los anticuerpos
pueden facilitar la absorciéon de (opsonizar) los
parésitos. La eliminacion de los parasitos sigue a la
activacién del macréfago por IFN-y o TNF-a (producido
por otros macrofagos) y la induccién de mecanismos
de destruccion dependientes de oxigeno (peréxido,
superdxido, 6xido nitrico) (Murray, Rosenthal, & Pfaller,
2016). Los taquizoitos pueden replicarse en el macréfago
y esconderse de la deteccién inmune posterior.

T. gondii estimula la producciéon de anticuerpos IgG,
IgM, IgA e IgE contra antigenos secretores excretores
y de membrana. Anticuerpos especificos en presencia
del complemento lisan a los taquizoitos extracelulares
lo que induce un enquistamiento tisular cesando
la proliferacién e infeccion por T. gondii (Blanchard,
Salvioni, & Robey, 2020).

DIAGNOSTICO

Eldiagnéstico primario de toxoplasmosis es demostrando
la existencia de anticuerpos IgM e IgG en muestras de
suero contra T. gondii (Sun X. et al., 2013). La prueba
inmunoenzimaética ensayo de inmunoabsorcion ligada
a enzimas ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), ha mostrado claras ventajas sobre otras
pruebas. Se pueden analizar muchas muestras en forma
simultdnea con poco equipo sofisticado, comparado
con la prueba de inmunofluorescencia, y los resultados
obtenidos ofrecen mayor consistencia y son mas

confiables que las obtenidas con la hemaglutinacion
(Waltman W. D., Dreesen D. W., Prickett M.D., Blue
J.L., & Oliver D.C., 1984). Ademas, la prueba de ELISA
tiene alta sensibilidad y especificidad y puede detectar
tanto infecciones recientes como enfermedades latentes
(Romero T., Bermudez M., Dosil P., Mantiel M., & Ruiz
A., 1995). El diagnéstico oftalmolégico es usualmente
clinico ya que las lesiones necrotizantes retinocoroideas
acompafiadas de reacciéon inflamatoria vitrea y
frecuentemente asociada con una cicatriz adyacente
es tipica de la enfermedad (Escalante M. et al., 2008).

EPIDEMIOLOGIA

La distribucién geografica de esta parasitosis, aunque
cosmopolita, difiere de acuerdo con las variaciones
climatolégicas y culturales. El parasito T. gondii es un
protozoario ampliamente distribuido alrededor del
mundo. Se ha estimado que arriba de un tercio de
la poblaciéon mundial estéd infectada por T. gondii. La
seroprevalencia en nifios menores de 10 afios varia entre
0y 20%, mientras que en la poblacién adulta en algunos
lugares llega a ser del 85% (Remington J., Mcleod R., &
Thulliez P., 2006).

Con respecto a la prevalencia nacional, en México en
1992 mediante la técnica de inmunofluorescencia, se
encontr6 una prevalencia nacional de las diluciones
1:16 y 1:128 de 32.0 y 19.5 por ciento respectivamente,
indicando que casi un tercio de los mexicanos en ese
afo tenfan una infeccion latente de toxoplasmosis. En
el afio 2006 un estudio llevado a cabo por Alvarado
Esquivel en la ciudad de Durango, Durango, report6
la seroprevalencia de anticuerpos contra T. gondii en
mujeres embarazadas en el hospital general de la ciudad
de Durango. En el cual la seroprevalencia de anticuerpos
IgG e IgM fueron de 6.1% y de 0% respectivamente. Un
meta-analisis de la infeccion por T. gondii realizado en
la poblacién mexicana en 2012 por Galvan-Ramirez y
cols. (Galvan-Ramirez Mde, Troyo, Roman, Calvillo-
Sanchez, & Bernal-Redondo, 2012) incluy6 132 estudios
con un total 70,123 personas de las cuales 19,262 eran
casos positivos a toxoplasmosis, la busqueda de datos
incluyo estudios desde el afio 1951 hasta el afio 2012
este estudio mostro mediante un ajuste de proporciones
que la prevalencia de toxoplasmosis ajustada para la
poblacion mexicana es de 20.26%. En 2012 Caballero-
Ortega et al. tom6 un banco de sueros tomado por la
Encuesta Nacional de Salud 2000 y la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion 2006 donde, las prevalencias
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fueron 40.0% para la Encuesta Nacional de Salud 2000,
y 43.1% para la Encuesta Nacional de Salud 2006; en este
estudio se hizo una divisién entre las zonas centro, de
costa y norte encontrando prevalencias para la Encuesta
Nacional de Salud 2000 en las zonas centro, de costa y
norte de 39.1%, 52.7% y 25.7% respectivamente y para
la Encuesta Nacional de Salud 2006 en las zonas centro,
de costa y norte de 24.5%, 35% y 43.1% respectivamente.
Recientemente, un estudio llevado en el afio 2016 por
Alvarado Esquivel y cols. (Alvarado-Esquivel et al.,
2016) en la ciudad de Aguascalientes, Aguascalientes en
mujeres embarazadas en tres centros de los servicios de
salud del Estado de Aguascalientes donde se encontré
una seroprevalencia de anticuerpos IgG e IgM contra
T. gondii de 6.2% y 4.8% respectivamente.

La prevalencia internacional de toxoplasmosis es
variada de acuerdo a las condiciones climaticas por
ejemplo en Zambia por Frimpong y cols. en el afio 2017
(Frimpong, Makasa, Sitali, & Michelo, 2017) reportaron
5.87% para anticuerpos IgG y 0% para anticuerpos IgM.
Otro estudio realizado en Francia por Tourdjman y cols.
en 2015 (Tourdjman, Tchéandjieu, De Valk, Goulet, & Le
Strat, 2015) report6 una prevalencia en 2010 de 36.7%.
En Estados Unidos (Jones et al., 2001) en el afio 2001
report6 una seroprevalencia de anticuerpos IgG contra
T. gondii en mujeres en edad reproductiva (15 a 44 afios)
de 15% y en el afio 2014 el mismo autor y cols. (Jones et
al., 2018) reportaron una seroprevalencia del 7.5% para
anticuerpos IgG contra T. gondii. En Noruega Findal
y cols. en el afio 2015 (Findal et al., 2015) reportaron
una seroprevalencia de anticuerpos IgG contra T. gondii
de 9.3%. Otro estudio en Corea por Song y cols. en el
afno 2005 (Song, Shin, Shin, & Nam, 2005) mostr6é una
prevalencia de 0.79%.

PROFILAXIS

La toxoplasmosis congénita puede prevenirse
informando a las mujeres como evitar una infecciéon
durante el embarazo (prevencién primaria), por
monitoreo serolégico de rutina de la mujer, por una
infeccion reciente de toxoplasmosis (prevencion
secundaria) la cual permite el correcto diagnoéstico
mediante pruebas serolégicas asi como un tratamiento
oportuno y tratamiento de los recién nacidos infectados
(Logar et al., 2002). Es necesario dar a conocer el ciclo
biolégico de T. gondii para prevenir a las mujeres
y de esta manera prevenir y disminuir el riesgo de
adquisicion de la toxoplasmosis durante el embarazo

(Kravetz & Federman, 2005). En los casos de los pacientes
inmunodeprimidos y embarazadas seronegativas a T.
gondii se hace necesario que cumplan las siguientes
medidas higiénicas sanitarias (Martin-Herndndez I. &
Garcia-Izquierdo S., 2003):

* Coccion adecuada de los alimentos y en especial de
las carnes.

* Beber agua potable.

* Lavarse las manos con agua y jabon antes de ingerir
alimentos.

* Lavar las verduras y frutas antes de consumir.

* Si se trabaja con tierra, protegerse con guantes y
mascara.

* Tener especial cuidado con los gatos. Preferiblemente,
este tipo de pacientes debe evitar el contacto con los
gatos y en especial con sus heces; si tiene que realizar
el cambio de la arena higiénica, debe realizarlo con
mascara y guantes, después lavarse bien las manos.

* Mantener los gatos dentro de la casa para que no
salgan de caceria y alimentarlos con carnes bien cocidas.

Tratamiento

No hay consenso general sobre la mejor estrategia para
el control de la embarazada y el mejor esquema de
tratamiento. En nuestro pais una mujer gestante puede
no tener ningtn control, un control por embarazo, o
un control trimestral segtin el lugar donde se atienda
y las posibilidades del equipo tratante. No siempre las
pruebas seroldgicas disponibles son las adecuadas o
suficientes. Un tercio de las madres que adquieren la
toxoplasmosis en el embarazo, la transmiten a sus hijos,
presentado la toxoplasmosis congénita grave un 15%,
moderada un 19% y asintomatica el resto (Couvreur
J. & Desmonts G., 1962). Con mayor frecuencia, la
enfermedad es asintomatica al nacer, pero puede
provocar coriorretinitis que puede diagnosticarse solo
mas adelante en la vida. El riesgo de dafio cerebral es
mayor en caso de infeccién al comienzo del embarazo
(Thiebaut, Leproust, Chene, & Gilbert, 2007). En
términos generales, un tercio de las madres con infeccién
aguda dardn a luz un hijo con toxoplasmosis, en su
mayoria con un desarrollo normal; sin embargo, el 4%
tiene posibilidades de morir, tener un dafio neurolégico
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Problema de bioquimica

L Sierra Campos Erick y 'Valdez Solana Monica Andrea

1Facultad de Ciencias Quimicas. Unidad G6émez Palacio. Universidad Judrez del Estado de Durango (UJED),
Articulo 123 s/n, Fraccionamiento Filadelfia, Gémez Palacio, Dgo. CP 35010. Tel (871) 71588 10 y 7 15 29 64.

Email: ericksier@gmail.com; valdezandyval@gmail.com

Una solucion de proteina (0.3 mL) fue diluida con 0.9 mL de agua. A 0.5 mL de esta
solucion diluida, se le adicionaron 4.5 mL de reactivo de Biuret y se incubo hasta el
desarrollo de color. La absorbancia de la mezcla a 540 nm fue de 0.18 en un tubo de ensayo
de 1 cm de didmetro. Una solucion estdndar (0.5 ml., que contiene 4 mg, de proteina/ml.)
mas 4.5 mL del reactivo de Biuret dan una absorbancia de 0.12 en el tubo de ensayo del
mismo tamano. Calcule la concentracién de proteina en la solucién desconocida no diluida.
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Respuesta al Crucigrama del numero anterior
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2. Conjunte organizado e interrelacionado de atomos de diversa
naturaleza, ya sea de un mismo elemento guimico o de
elementos diferentes que dan un conjunto estable.

8. Macromolécula que almacena energia en las células de los
mamiferos

9. Obtenido por la transesterificacion de los lipidos en ésteres

12. Estudia la actividad catalitica de las enzimas

13. Unidad mas pequefia e indivizible que constituye la materia

14 fibra sintética derivada del petraleo

15. Mecanismo de autodestruccion celular que permite al cuerpo
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1269
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Delimitacion, administracion, preservacion y comunicacion son
funciones de:

Se especializa en la argquitectura molecular de las sustancias
organicas y macremoléculas biclogicas

Unidad mas pequefia que conforma a las macromoléculas
Macromoléculas que fienen funcion estructural

Se obtieme por la fermentacion de monosacaridos no
cristalizables o por la hidrolisis de polimeros de carbohidratos
por las levaduras. Requiere de tres etapas: fermentacion,
destilacion vy deshidratacion

Término acufiado por Hermann Staudinger en 1920. Sincnimao
de polimero

Mezcla de gases que se descomponen de la materia organica
por accion bacteriana

Publico un arficulo sobre la sintesis de la urea, demostrando
que los compuestos  organicos  pueden  producirse
artificialmente

Proteina que fiene un mecanismo de accidm sobre otros
tejidos para el confrol de la glucosa en sangre
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Respuesta al problema del nimero anterior

Explica cémo esta constituido y cémo funciona un electrodo para la
medicion de pH.
Desde el punto de vista electroquimico el electrodo conduce electricidad en un circuito que se forma mediante

dos electrodos donde se establece una diferencia de potencial y los cuales estan unidos por una solucién
electrolitica. En la figura 1 se muestran los componentes de un electrodo pH.

cable

parte superior del electrodo

-

_ vaina de cristal

apantallamiento

o

electrodo conductor interno Ag/AgCl)

, buffer intemo + KCi (pH 7)

N

~_—membrana de cristal sensible al pH

Fig. 1.- Esquema de un electrodo para medicién de pH. La membrana sensible a pH es de una formulacién especial ya que es
polarizable| es decir, permite la conduccién de cargas eléctricas porque contiene éxido de litio, 6xido de silice v éxido de
calcio. La vaina de cristal es de vidrio comtn, por lo cual no conduce cargas eléctricas.

Funcionamiento.

La estructura del vidrio es tal que permite el intercambio de iones litio por iones de hidréogeno en solucion
acuosa, de modo que se forma una capa (fina) hidratada en la region base de la membrana sensible. De este
modo, se crea un potencial (del orden milivolts) a través de la interface creada entre el vidrio (en el "seno" del
vidrio) y la solucion acuosa. El voltaje creado hacia el interior del bulbo es constante porque se mantiene su pH
constante (mediante una solucién buffer de pH 7 usualmente de KC1 1M pH 7.0) de modo que la diferencia de
potencial depende solo del pH del medio externo. La incorporacion de un alambre (usualmente de Ag/AgCl)
permite conducir este potencial hasta un amplificador.

El potenciémetro determina el pH midiendo el potencial generado (en milivolts) por el electrodo de plata o
platino y lo compara contra un electrodo de referencia, que genera un potencial constante e independiente del
pH. El electrodo de referencia que se utiliza comumumnente es el de calomel. Ambos electrodos (Ag/ApCl v
calomel), estan embebidos en una solucion saturada de KCl que actia como puente salino para permitir el
paso de los milivolts generados hacia al circuito de medicion. En la practica industrial se utilizan los electrodos
de referencia y de pH por separado porque permite sefiales mas confiables y procedimientos de mantencion

que, en ciertos casos, resultan mas controlables y de menor costo.
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