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Editorial

. Qué engloba la farmacologia?

La palabra farmacologia proviene de las raices grecolatinas de los términos pharmakon (farmaco) y logos (estudio). lo que indica
que esta rama de la ciencia se centra en el estudio de como los farmacos (drogas) afectan al organismo vivo una vez que ingresan
para tratar o controlar una enfermedad o trastorno. Estos medicamentos son una parte importante de la vida cotidiana, y sus usos
van desde aliviar un dolor de cabeza hasta bajar la presion arterial o los niveles de glucosa y colesterol. Por lo cual se incluyen
una gran variedad de compuestos disponibles de forma libre como suplementos dietéticos o herbales hasta aquellos disponibles

Unicamente con receta médica.

El dia de hoy, la farmacologia es importante debido a la acumulacion de conocimientos durante generaciones de la farmacognosia.
Los farmacos se obtienen en parte de plantas, minerales o animales y no requieren un tratamiento complicado, simplemente
se recolectan, se secan o se maceran con alcohol. Ademas, se busca purificar el compuesto activo que tiene el efecto especifico
cuando se utilizan procesos de extraccion mas complejos o se realiza una sintesis quimica. Como resultado, se ha desarrollado un
mejor conocimiento de como actiian estos compuestos en la fisiologia y bioquimica de un organismo vivo (farmacodinamia), lo
que ha permitido una mejor aplicacion de estas sustancias en la clinica. Por tanto, la comprensién de la absorcién, distribucion,
metabolismo, excrecion y toxicologia se ha mejorado para entender los efectos de dosis y tiempos de tratamiento, lo que mejora
en gran medida la administraciéon adecuada de un farmaco disminuyendo en lo mas posible algunos de los efectos secundarios.
Adicionalmente, la toxicologia esta estrechamente relacionada con la quimica legal, que implica un seguimiento en el campo de
la criminalistica y la medicina industrial, que facilita el seguimiento y el cuidado de la exposicion de los empleados a sustancias

peligrosas en el lugar de trabajo.

A lo largo del tiempo se han creado otras ramas relacionadas con la farmacia con la finalidad de mejorar la calidad de vida de
las personas que consumen un medicamento, por ejemplo, la farmacovigilancia que incluyen diversos métodos para identificar y
valorar el riesgo que tiene el uso agudo o crénico en la poblacion, mientras que la biofarmacia busca mejorar la formulacion de los
medicamentos con la finalidad de que la farmacodinamia y farmacocinética se optimicen. La farmacologia molecular se encarga de
estudiar las interacciones de la estructura quimica del farmaco con la proteina que tiene efecto para mejorar o inhibir la actividad
biologica utilizando modelos animales o actualmente el modelado in silico (usando métodos computacionales o plataformas en
linea), lo que permite optimizar la sintesis quimica y predecir otras estructuras quimicas con mejores acciones farmacologicas
y menos efectos secundarios. Por otro lado, la farmacogenética, aunque menos conocida se vuelve importante al estudiar como
alteraciones genéticas transmitidas por la herencia pueden afectar la eficacia de los farmacos, lo que permite desarrollar métodos
que permitan diagnosticar estas alteraciones antes de administrar el medicamento y que la dosis sea la mas adecuada para esta

parte de la poblacion.

M.C. Monica Andrea Valdez Solana
Profesora Investigadora

Facultad de Ciencias Quimicas Gomez Palacio, UUED
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Proteinas del metabolismo mitocondrial como potenciales biomarcadores y sitios de
intervencion terapéutica en canceres metastasicos
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RESUMEN

La acelerada glucélisis aerébica es una de las
modificaciones metabdlicas del cancer asociada alproceso
de malignidad y proliferacion tumoral. Recientemente
se ha determinado que, aunque laglucélisis es la via
energética mas estudiada en esta patologia, el ATP
requerido para impulsar los procesos asociados con
el desarrollo del cancer procede principalmente de
la fosforilaciéon oxidativa (FO, i.e., proceso catabdlico
mitocondrial). En este sentido, los contenidos de ARNm
yde proteina de las enzimas y transportadores de la
FO, entre los que se encuentra el ciclo de Krebs, la
cadena transportadora de electrones, la -oxidacién, la
glutamindlisis, el metabolismo de acetato y de los cuerpos
cetdnicos, estan modificados en las células cancerosas
comparados con las células no-cancerosas. Al igual que
las enzimas/proteinas de la glucélisis, el contenido
de las enzimas/transportadores de la FO también
se encuentra regulado por factores transcripcionales
(oncogenes, genes supresores de tumor) que aumentan
o disminuyen su expresion génica y contenido proteico,
favoreciendo la adaptacion celular al microambiente
tumoral y promoviendo sus procesos de invasiéon. En
esta revision analizamos los cambios a nivel de ARNm,
contenido de proteina, y actividades de las enzimas y
transportadores de la FO en diferentes tipos de cancer.
El estudio 6mico del contenido de estas proteinas
mitocondriales puede permitir establecer su potencial
uso como nuevos biomarcadores para la detecciéon
temprana del cancer y para el desarrollo de

nuevas terapias dirigidas contra la mitocondria tumoral.

Palabras clave: Biomarcador metabdlico, fosforilacion
oxidativa, mitocondria tumoral, proteinasmitocondriales,
terapia anti-mitocondrial

Abreviaciones: ACO, aconitasa; ACoADHSs, Acil CoA
deshidrogenasas; ARNm; acido ribonucleico mensajero;
ATPS, ATP sintetasa; 3BrPyr, 3-bromopiruvato;
CS, citrato sintasa; FO, fosforilacion oxidativa; GA,
glutaminasa; GDH, glutamato deshidrogenasa; IAA,
iodoacetato; IHQ, ensayo de inmunohistoquimica;
MCTS, esferoides multicelulares tumorales; SDH,
succinato deshidrogenasa; WB, western blot; 2DG,
2-desoxiglucosa.

ABSTRACT

One of the main metabolic changes in cancer cells is an
enhanced aerobic glycolysis, which is associated with
tumor malignancy and proliferation. Ithasrecently been
determined that, although glycolysis is the most studied
cancer energy metabolism pathway, the required ATP
for driving cancer development may derived mainly
from oxidative phosphorylation (OxPhos). In this
regard,the levels of mRNA and protein of the OxPhos
enzymes and transporters are indeed altered in cancer
cells, in comparison to non-cancer cells. It is recalled
that the Krebs cycle, electron transferchain, b-oxidation,
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glutaminolysis, and the acetate and ketone bodies
metabolism are included inOxPhos as the oxidative
branch of the pathway. Similar to the glycolysis
enzymes/proteins, the OxPhos enzyme/transporter
levels are also under tight regulation by transcriptional
factors (oncogenes, tumor suppressor genes), which
affect their expression and protein contents favoring cell
adaptation to the tumor microenvironment promoting
migration, invasion and immune response evasion. In
the present paper, the changes in the mRNA, protein
and activity of the OxPhos enzymes and transporters are
analyzed in different cancer cell types and tumors. The
now fashionable “omics” analysis of the mitochondrial
protein levels may allow establishing their potential use
as novel cancer biomarkers for early detection and for
envision new therapies targeting cancer mitochondria.

Keywords: Metabolic biomarker, oxidative
phosphorylation, tumor mitochondria, mitochondrial
proteins, anti-mitochondrial therapy

INTRODUCCION

A pesar del surgimiento reciente de terapias sofisticadas
dirigidas contra el cancer, la mortalidad de los pacientes
con esta enfermedad increment6 del 6 al 14% en los
altimos 10 afios(OMS, 2018), lo cual se debe al menos de
manera parcial a la carencia de herramientas confiables
de una deteccion temprana de la enfermedad. Por lo
tanto, la identificaciéon de biomarcadores y terapias
complementarias a las ya existentes surge como una
necesidad urgente en el tratamiento clinico del cancer

(Slodkowska et al., 2009).

En 1956, Otto Warburg publicé en Inglés sus datos
generados 35 afios atras pero comunicados en Aleman
acerca de que los tumores malignos mantienen una
velocidad glucolitica mayor (10 a 15 veces) que la
determinada en las células no cancerosas (Warburg,
1956). Por loanterior, se hipotetiz6 que la aceleracion de la
glucolisis sostiene el suministro del ATP requerido para
que la célula cancerosa realice sus funciones celulares
basicas, y asumiendo que la fosforilacion oxidativa (FO)
que se realiza en la mitocondria, es disfuncional. A partir
de esta premisa, la mayoria de los estudios sobre el
metabolismo del cancer se centraron en la identificacién
de biomarcadores glucoliticos y en su posible inhibicion
para abatir el crecimiento tumoral. En este sentido, esta
documentado que diferentes tejidos cancerosos (mama,
higado, pancreas, piel, colon, estémago, ovario y cervix)
tienen contenidos més altos de los ARNm de diferentes

enzimas glucoliticas. Ejemplos de lo anterior son el
transportador de glucosa (GLUT),la hexocinasa (HK), la
hexosa fosfato isomerasa (HPI), la fosfofructocinasa tipo
1 (PFK-1), la aldolasa (ALDO), la triosa fosfato isomerasa
(TPI), la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), la piruvato cinasa (PYK), la enolasa (ENO), y
lalactato deshidrogenasa (LDH) (Cantanaria et al., 2001;
Koukourakis et al. 2003, 2006; Altenberg and Greulich,
2004; Goldman et al. 2006).

Estas observaciones condujeron a proponer a las
proteinas glucoliticas y la misma glucélisis como
potenciales biomarcadores metabolicos del cancer (Sun
et al., 2016; Schofield etal., 2020). De hecho, el aumento
en la via glucolitica tumoral se ha considerado en la
clinica como un sensor del desarrollo de varios tipos de
céncer. Asi, estos hallazgos han tenido una repercusiony
aplicacion clinica. Por ejemplo, la tomografia por emision
de positrones dela sonda2'-18fluoro, 2-desoxi-D-glucosa
acoplada a la tomografia computarizada (FDG-PET/
CT) es capaz de localizar diferentes tipos de canceres
humanos como son pulmén, mama, eséfago que se han
documentado como dependientes del metabolismo
glucolitico (Sun et al., 2016).

Sin embargo, la FDG-PET/CT solo identifica el sitio
donde se desarrolla el cancer primarioen un 20 a 40%
de los casos (Pavlidis et al., 2003). Ademas, esta técnica
es inespecifica ya quediferentes drganos sanos como
el cerebro, y en enfermedades inflamatorias, pueden
internalizarla sonda debido a su alta capacidad para
consumir glucosa, resultando en un falso positivo (Ozeki
et al., 2011).

Aunque no existen inhibidores especificos para cada una
de estas proteinas glucoliticas, se han disefiado estrategias
utilizando como inhibidores de la via glucolitica a la
2-desoxiglucosa(2DG), el 3-bromopiruvato (3BrPyr), el
iodoacetato (IAA) y el gosipol. Sin embargo, las altas
dosis que se requiere administrar de estos compuestos,
aunado a su inespecificidad (la 2DG induce una
glucosilacion generalizada de proteinas; el 3BrPyr y el
IAA son agentes acilantes generalizados; y el gosipol es
un anédlogo de las coenzimas NAD* y NADP"), tienen
efectos letales sobre las células no cancerosas provocando
efectos secundarios adversos en pacientes con cancer
(Landau et al., 1958; Pan et al., 2016; He et al., 2017).

En los ultimos afios, la investigaciéon en céancer se ha
centrado enlaidentificacién de proteinas metabdlicas cuyo
contenido en el tejido canceroso sea significativamente
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diferente al encontrado en tejidos no cancerosos. A este
respecto, diferentes grupos de investigaciéon,incluyendo
el nuestro, han demostrado que la mitocondria de la
célula cancerosa es funcional (Pacheco-Velazquez et al.,
2018; Rodriguez-Enriquez et al., 2009; Zu & Guppy, 2004)
y suministra el ATP requerido para numerosos procesos
celulares incluyendo la metéstasis y la proliferaciéon
celular (Pacheco-Veldzquez et al., 2018). La alta tasa de
respiracion mitocondrial en estos cadnceres oxidativos
genera una diferencia de potencial transmembranal
mitocondrial interior negativo (Aym) mayor (25-30%) vs.
mitocondrias de células no cancerosas. En consecuencia,
algunos cationes lipofilicos como las casiopeinas se
internalizan en mucha mayorcantidad dentro de la
mitocondria cancerosa aumentando su concentraciéon
intramitocondrial e inhibiendo enzimas importantes
del metabolismo y funcién mitocondrial como son la
piruvato deshidrogenasa (PDH), la 2-oxoglutarato
deshidrogenasa (2-OGDH) y la succinato deshidrogenasa
(SDH). Interesantemente, las concentraciones empleadas
de casiopeina (<2 pM) requeridas para disminuir la
respiracion y el crecimiento tumoral no tiene efecto

sobre las célulasno cancerosas (Rodriguez-Enriquez et
al., 2006).

En modelos mas fisiol6gicos como los esferoides
multicelulares tumorales (MCTS) de HeLa, el suministro
de ATP para la proliferaciéon y crecimiento inicial del
esferoide depende principalmente de la FO (60%). Por el
contrario, en etapas avanzadas de crecimiento (didmetros
mayores a 500 um y generaciéon de un centro necro-
apoptoético) la glucélisis es la que abastece principalmente
la demanda de ATP (80%) (Rodriguez-Enriquez et al.,
2008). Sin embargo, a pesar de que los MCTS tienen
una alta dependencia del metabolismo glucolitico,
el crecimiento tumoral no se inhibe en su totalidad
con inhibidores dirigidos a esta via (2-desoxiglucosa,
gosipol).Nuestros hallazgos demostraron que el aporte
de ATP por parte de la mitocondria es esencial para
el crecimiento y maduracion del esferoide tumoral
(Robledo-Cadena et al., 2020).

Este conocimiento sobre el metabolismo mitocondrial en
células cancerosas proporciona informacién esencial para
la identificacién de algunas proteinas mitocondriales
como potenciales biomarcadores de cancer y por lo
tanto, abre la posibilidad de considerarlas como un
posible blanco terapéutico. Esto con la intenciéon de que
en un futuro se disefien farmacos especificos dirigidos
a estas proteinas para bloquear el crecimiento tumoral.

PROTEINAS DEL METABOLISMO MITOCONDRIAL
COMO POTENCIALES BIOMARCADORES EN
EL DESARROLLO DE NUEVAS ESTRATEGIAS
TERAPEUTICAS CONTRA CANCERES
METASTASICOS

Proteinas de la Fosforilacion Oxidativa (FO)

Algunos estudios sugieren que el aumento o disminucion
en el contenido de algunas proteinas involucradas en la
FO puede distinguir entre un tejido canceroso y uno no
canceroso (Solani et al., 2011). Sin embargo, el analisis
protedmico (i.e., western-Blot o inmunohistoquimica,
o usando la espectrometria de masas) asume que la
proteina en cuestion esta activa porque no se detectan
(a) plegamientos anormales en la proteina y/o (b)
modificaciones post-traduccionales (fosforilacion,
metilacion, frenilacién) que regulan la actividad de las
proteinas y su funcion celular (Lim et al., 2010). Por lo
tanto, la simple inspeccién del contenido de proteinas
puede dar lugar a falsas interpretaciones que conduzcan
al desarrollo de estrategias anticancerigenas poco
exitosas.

Un analisis exhaustivo de la literatura reciente revel6 que
la mayoria de los casos donde se determina la expresion
génica (niveles de ARNm) o la cantidad de proteina, no
se obtiene unacorrelacion estrecha entre los contenidos
de ARNm y proteina con las actividades enzimaticas y
velocidades de las vias metabdlicas donde se encuentran
dichas enzimas/genes (Moreno-Sanchez et al., 2016).
Por ejemplo, la expresion del ARNm del complejo I de
la cadena respiratoria (ND1) y de la enzima del ciclo
de Krebs 2-OGDH aument6 0.1-13 veces en las células
HeLa expuestas por 24 h a una condicién de hipoxia
severa (0.1%) donde la FO disminuy¢ drasticamente.
Sin embargo, la actividad de ND1, asi como el contenido
de la proteina 2-OGDH medido por andlisis western-
blot no se modificé (Rodriguez-Enriquez et al., 2010).
Por lo tanto, para alcanzar un entendimiento cabal a
nivel mecanistico de los procesos biolégicos y asi evitar
sobre-interpretaciones de los datos es esencial realizar,
en paralelo a la determinacién de los contenidos de
ARNm y proteina, la evaluacion experimental de la
funcion_estudiada, tanto a nivellocal midiendo las
actividades individuales de cada enzima participante,
como a nivel sistémico valorando el desempefio de las
vias metabdlicas (flujos) de interés.
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Aunque en la mayoria de los estudios, este andlisis
global no se lleva a cabo, la identificacién de proteinas
del metabolismo energético como biomarcadores
metabolicos y posibles sitios susceptibles de intervencion
terapéutica es ahora una necesidad urgente en la practica
oncolégica clinica. Debido a que la funcién mitocondrial
también es esencial para los 6rganos altamente
oxidativos como corazén y cerebro (Hall et al., 2012), 1a

identificacion de sitiosterapéuticos para el cancer y la
selecciéon de farmacos apropiados son tareas de suma
importancia que a través de la investigacion cientifica
se pueden alcanzar; de lo contrario, los medicamentos
usados contra esta enfermedad serdn extremadamente
toxicos y letales para las células no cancerosas, y tendran
una aplicacién clinica limitada, como ocurre actualmente
con las drogas antineoplasicas canonicas.

Tabla 1. Aumento en los Contenidos de ARNmM y proteina, y actividad enzimatica de algunas proteinas y enzimas mitocondriales en

diferentes tipos de canceres humanos

| Enzima l Tejido de origen l Modelo l Parametro [ Relacion l Referencia
Ciclo de Krebs
1 2 veces (vs. tejido no
AN tumoral)
Prostata Biopsias Proteina (WB) {uf'z":)"” (vs. tejido no Cai et al., 2020
cs e —————— LTt
Proteina (IHQ) :u1 5 \::)cos (vs. tejido no
Actividad 1 2 veces (vs. tejido no Schiichtholz et al.,
Pancreas Blopsias enzimatica tumoral) 2005
Cadena transportadora de electrones
Complejo | Gastrico Biopsias ARNmM t'u:nzr‘:)“’ (vs. tefido no Ma et al., 2012
Complejo IV Gastrico Biopsias ARNmM b e il Ma ot al.. 2012
Glutaminohisis
Colon. esdéfago.
estomago. higado, ARNM :u:,;:r‘:l'f" {ve. tejido no
cabeza y cuello Xiang et al., 2019
GA Biopsias Proteina (IHQ) trulo-s:)l)vot:os (vs. tejido no
Colorrectal
1 6 veces (vs. tejido no Huang et al., 2014
Proteina (W) tumoral)
Celulas ARNmM 1 3 veces (vs. Linea celular de
GDH Colorrectal r Liu et al., 2018
gfgtoVo. Proteina (WE) colon normal NCM460)
HCT-116,
sSwaso
ARNM
Biopsias Proteina :u:;::‘;')’"' (ve. tejido no
(WB, 1HQ)
B-oxidacién
1 5 veces (vs. tejido no
Mama o tumoral) Yu et al, 2019
m
ACOADH Slopsias 1 2-12.5 veces (vs. tejido no
Esof . fumen) Yu et al., 2018
ago u et al.,
. 1 1.5-5 veces (vs. tejido no
Proteina (WB) tumoral)
Pancreas Biopsias Proteina (IHQ) .’ufn“’:f;‘ (vs. tejido no Takadate et al., 2013
ECoAH Colorrectal Biopsias ARNmM .‘u:"‘;?_:’)'“‘ (vs. tejido no Yeh et al., 2006
RINGN Biopsias Proteina (WB) :u::o::.‘;‘” (Ve Sapdo. N Hwa ot al., 2005
Lineas
celulares
KG-1%, 1 2.5-3 veces (vs. Linea celular
Laucamia de leucemia normal EL-1)
K562,
Moim14
. Actividad
Tiolasa HEL, EOL-1 enzimatica Fan etal K 2016
Lineas
Pulmé Celulares 1 0.5-1 vez (vs. Linea celular
H1299, de pulmon normal BEAS-28)
AS549,
H292,
H157,
H596,
EKVX
| Lineas o
celulares
15*, 37b,
Tu212, 1 0.5-2.5 veces (vs. Linea
Cabeza y cuello 212LN, Tu celular de cabeza y cuelio
686, normal HOK)
UMSCC1,
uDscc2,
UMSCCAa7,
93.vu147T
Lineas 1 3 veces (vs. Linea celular de
Prostata celulares prostata normal PZ-HPV-7 y
Du145, PC3 RWPEI)
Lineas 1 15.30 veces (vs. Linea
celulares ARNM celular de ovario normal H-
6036)
Ovario OCc-314, Ayyagari et al,, 2020
SKOV-3, 1 2.5-4.5 veces (vs. Linea
A2780, Proteina (WB) celular de ovario normal H-
IGROV-1 6036)
Abreviaciones: ACOADH, acil CoA deshidrogenasa; CS, citrato sintetasa: ECoAH, enoll CoA hidratasa: GA, glutaminasa; GDH, glutamato
deshidrogenasa: IHQ. ensayo de iInmunochistoquimica: SDH. succinato deshidrogenasa: Tiolasa, Acl-CoA ar c WB,
blot.
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Proteinas del Ciclo de Krebs, ciclo del citrato o ciclo
de los acidos tricarboxilicos

Citrato sintasa (CS)

CS cataliza la reaccion de condensacion del residuo
de acetato de acetil coenzima A con una molécula de
oxaloacetato para formar citrato. La expresion génica
(ARNm) y el contenido de proteina se encuentran
aumentados en biopsias de cdnceres de prostata
y de péancreas vs. biopsias de tejido sano (Tabla 1)
(Schlichtholz et al., 2005; Cai et al., 2020). En cambio,
una disminucién de la actividad de la CS es 1til para
distinguir a los meningiomas benignos, atipicosy
anaplasicos, del tejido normal (actividad de 19-43 vs.
67 mU/mg, respectivamente) (Tabla 2) (Herting et al.,
2003). Al parecer la regulacion del contenido de la CS esté
ligado a la expresion de varios factores transcripcionales
como STAT-3, STAT-5, RORa que se encuentran sobre
expresados en varios tipos de canceres metastdsicos
(Crumbley et al., 2012; MacPherson et al.,2017). También
se sabe que en células cancerosas de colon la CS es
susceptible de modificaciones post-traduccionales como
la succinilacién (donde un grupo succinilo se agrega a
un residuo de lisina de la proteina). En este sentido se
ha demostrado que la CS se encuentra hipersuccinilada
e inactiva en cancer de colon. Sin embargo, la elevada
actividad de la SIRT5 (lacual es una desacetilasa de
proteinas localizada en la matriz mitocondrial) tumoral
podria eliminarlos grupos succinilo de la CS aumentando
su actividad (Ren et al., 2020).

Aconitasa (ACO)

La enzima ACO cataliza la interconversién de citrato
a isocitrato. La expresion de ACO esta disminuida en
cancer géstrico y de mama ER+ y triple negativo (Tabla
2, Figura 1) vs. célulasno cancerosas (Wang et al., 2013;
Ciccarone et al., 2020). En la clinica, la baja expresion
de ACO (<40%) se ha asociado con un estadio clinico
avanzado en cancer de estdmago y con un tiempode
supervivencia menor (hasta 5 afios) vs. pacientes con
cancer de estomago donde se encuentramayor expresion
de esta enzima (Wang et al., 2013). En cancer de préstata
el factor transcripcional YY1 (Yin Yang 1) se une a ACO
modulando positivamente su expresiéon dando lugar
a un aumento en la FO. De hecho, se demostré que la
inhibicién de la expresion de YY1 disminuye la expresion
de los genes de varias enzimas del metabolismo
energético en varias lineas de cancer de prostata (Park
et al., 2017). También se ha demostrado que el factor
transcripcional mTOR, involucrado en la activacion de
la biogénesis mitocondrial a través de la estabilizacion
de PGC-1a en céncer de rifién (de la Cruz Lopez et al.,
2019), promueve la activacion de YY1 a través del eje
YY1-PGC-10, favoreciendo el metabolismo mitocondrial
para la sintesis de ATP (Cunningham et al., 2007).

Succinato deshidrogenasa (SDH)

SDH cataliza la oxidacién de succinato a fumarato con la
produccién de FADH2. Se ha reportado una disminucion
del 20-90% en la actividad de SDH en meningiomas
atipicos, anaplasicos y en canceres de mama ER+ y
triple negativo vs. teijdo no canceroso (Tabla 2).
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Tabla 2. Disminucion en los contenidos de ARNm y proteina, y actividad enzimatica de algunas proteinas y enzimas mitocondriales en
diferentes tipos de canceres humanos

Enzima Tejido de origen Modelo Parametro Relacion Referencia
Ciclo de Krebs
ARNmM 1 50%
Estomago Biopsia Wang et al., 2013
Proteina (WB) (vs. tejido no tumoral)
Lineas
celulares
ACO | 50-80%
M MCF-7, Ciccarone et al.,
ma HCC1187, (vs. Linea celular de mama
HCC1143, normal MCF10A)
MDA-MB-231, | protel
MDA MB-157 | oweine (WB)
Lineas
celulares §:20-80%
MCF-7. T47D. (vs. lec c;:g; de mama
Mama MDA-MB-231 it Owens et al., 2011
| 80-85%
MCF-7, T47D, | Actividad
MDA-MB-231 | enzimética (vs. Linea celular de mama
SDH normal MCF12A)
Rifion | 50-90% Williamson et al.,
Biopsias Proteina (IHQ)
(vs. tejido no tumoral)
Actividad 47-53%
Cerebro Biopsias Herting et al., 2003
e enzimatica (vs. tejido no tumoral) che
Cadena transportadora de electrones
1 50%
Ovario Biopsias Proteina (IHQ) Wang et al., 2013
(vs. tejido no tumoral)
MCF-7, T47D R
Complejo | MDA-MB-231 | Proteina (WB) (vs. Linea celular de mama
normal MCF12A)
o 10-90%
MCF-7, T47D, Actividad i
SKBr3. MDA- | - matica (vs. Linea celular de mama
MB-231 normal MCF12A)
Owens et al., 2011
MCF-7, T47D, 1 40-70%
SKBr3, MDA- | Proteina (WB) (vs. Linea celular de mama
MB-231 normal MCF12A)
Mama
1 30-99%
Complejo IV MCF-7, T47D, | Actividad
MDA-MB-231 | enzimatica (vs. Linea celular de mama
normal MCF12A)
Actividad | 48-65%
Cerebro Blopsias Herting et al., 2003
P enzimatica (vs. tejido no tumoral) i
bl 115% Pacheco-Velazquez
s
e (vs. tejido no tumoral) etal; 2014
MCF-7. Proteina (WB) | 50-60%
ATPS Mama SKBr3, MDA- (vs. Linea celular de mama
MB-231 normal MCF12A)
Owens et al_, 2011
1 10-90%
MCF-7, MDA- Actividad
MB-231 enzimatica (vs. Linea celular de mama
normal MCF12A)
Glutaminolisis
-~ " i e (WE) 1 50% Pacheco-Velazquez
ama Biopsias Proteina
(vs. tejido no tumoral) etel, 2014
B-oxidacién
1 40% Rodriguez-Enriquez
Mama Proteina B
ko (vs. tejido no tumoral) etal., 2015
ACoADH Biopsi
125%
Colorrectal ARNmM Wu et al., 2021
(vs. tejido no tumoral)

Abreviaciones: ACO, aconitasa; ACOADH, acil CoA deshidrogenasa; ATPS, ATP sintetasa; GA, glutaminasa; |H

inmunohistoquimica; SDH, succinato deshidrogenasa; WB, westem blot.
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(Herting et al., 2003; Owens et al., 2011). Diferentes
mutaciones en la isoforma B de la SDH se asocian con
canceres (feocromocitomas y los paragangliomas) con
alto indice de metéstasis (79%) vs. pacientes que no
presentan mutaciones en la SDH (Venkatesan et al.,
2011; Smestad et al., 2019). Al parecer, la translocacion
del factor transcripcional MAML-3 al nacleo regula el
contenido y actividad de las isoformas mutadas de la
SDH (Smestad et al., 2019).

Malato deshidrogenasa (MDH)

Las 2 isoformas (mitocondrial y citosdlica) de la MDH
catalizan la oxidacion reversible de malato a oxaloacetato
con la producciéon de NADH. En cancer de rifién el
contenido de la MDH es menor vs. biopsias de tejido
sano (Tabla 2) (Aggarwal et al., 2021). En otros tipos de
cancer como el de pulmén y de mama ER+, el ARNm
y la actividad de la MDH esta aumentada de 1 a 9veces
(Tabla 1) (Zhang et al., 2017; Mansouri et al., 2017; Ma
et al., 2021).

Proteinas de la Cadena Respiratoria o Cadena
Transportadora de Electrones

NADH: wubiquinona oxidoreductasa, NADH
deshidrogenasa, Complejo I de la cadena respiratoria.

La NADH deshidrogenasa cataliza la transferencia de
electrones del NADH a la coenzima Q10 (CoQ10). Este es
el complejo respiratorio mas grande con 42 subunidades
y un peso molecular mayor a 500,000 Da. EI contenido
de proteina y la actividad enzimatica del complejo I
disminuyen significativamente en el adenocarcinoma
de ovario seroso y enlos canceres de mamaHER2+, ER+
y triple negativo (Tabla 2) (Owens et al., 2011; Wang et
al., 2013), correlacionandocon una sobrevida libre de la
enfermedad menor a 5 afios del 44% (Wang et al., 2013).
Por otro lado, el complejo I se encuentra sobre expresado
en cancer gastrico (Tabla 1) (Ma et al., 2012). En pacientes
con leucemia mieloide aguda con mutaciones en la
NADH deshidrogenasa mantienen una supervivencia
libre de enfermedad mas prolongada (hasta 12 afios) que
los pacientes con NADH deshidrogenasa sin mutaciones
(Damm et al., 2012), indicando que las mutaciones
contribuyen a la progresién de la enfermedad y podrian
ser importantes para el desarrollo de terapias biolégicas.

El factor transcripcional p53 en condiciones de normoxia
(21% O2) promueve un aumento substancial de 2
veces en el contenido de NADH deshidrogenasa

(Rodriguez-Enriquez et al., 2019), lo que se asocia a
una estimulacién de la FO y del potencial eléctrico
transmembranal mitocondrial de 3 veces en células HeLa
sobre expresantes de p53 (Hernandez-Reséndiz et al.,
2015). También el factor transcripcional NRF1 (Nuclear
Respiratory Factor 1 por sus siglas en inglés) promueve
la actividad promotora de genes involucrados en la
funcion mitocondrial como la NADH deshidrogenasa
y el complejo bcl o complejo respiratorio III (Evans &
Scarpulla, 1990).En carcinoma de vejiga de humano
T24, el factor transcripcional STAT3 (Signal Transducer
and Activator of Transcription 3 por sus siglas en inglés)
también promueve un aumento en la actividadde la
NADH deshidrogenasa del 40-80% favoreciendo el
aumento en el flujo de FO del 70% (Rodriguez-Enriquez
et al., 2019).

Citocromo c oxidasa (COX), Complejo IV de la cadena
respiratoria

El complejo IV cataliza la transferencia de 4 electrones del
citocromo c a una molécula de oxigeno, lo que convierte
el oxigeno molecular en agua; ademas transloca o
“bombea” cuatro protones de la matriz mitocondrial
al espacio intermembranal a través de la membrana
interna mitocondrial. La disminucién drastica en el
contenido de proteina y en la actividad de COX es util
para distinguir a los meningiomas atipicos, anaplasicos
(18-27mU/mg) y a los canceres de mamaER+, HER2+y
triple negativo vs. sus respectivos tejidos sanos (Tabla 2)
(Herting et al., 2003; Owens et al., 2011). Por el contrario,
en el cancer gastrico el ARNm de COX esta aumentado
vs.tejidos no cancerosos (Tabla1) (Ma et al., 2012). En el
cancer colorrectal (CRC), mutaciones enCOX se asocian
con una mayor probabilidad de desarrollar metastasis
hacia los ganglios linfaticos(Lascorz et al., 2012). En el
adenocarcinoma de Barrett, el alto contenido de COX (>
50% por IHQ) se asocia con una mayor sobrevivencia
(hasta el 50%) para el paciente con cancer de es6fago
(Elsner et al., 2012). En varios tipos de cancer (RCC4,
HeLa, Hep 3B, A495, y HCT11) expuestos a hipoxia
moderada (1% O2) durante 24 horas el contenido del
ARNm de COX aumenta?2 veces, lo cual se asocia a la
presencia de HIF-1a (Fukuda et al., 2007). También
otros factorestranscripcionales como YY-1(Seelan et
al., 1997), PPARs (Peroxisome Proliferator Activated
Receptors), H-Ras y PTEN regulan positivamente el
contenido de ARNm, proteina y actividad deCOX en
diferentes carcinomas de humano (Rodriguez-Enriquez
et al., 2019).
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ATP sintetasa (ATPS)

La ATPS es la enzima que produce ATP a partir de ADP
+ Pi, utilizando también como substrato 3 protones
del gradiente electroquimico generados por la cadena
respiratoria, que fluyen del espacio intermembranal
hacia la porcién FO de la enzima provocandole cambios
conformacionales que termodinamicamente facilitan la
condensacién del ADP con el Pi en un ambiente apolar. En
los cdnceres de mama subtipos ER+ y HER2+ el contenido
de proteina y laactividad de la ATPS se encuentran
disminuidos vs. el tejido o células no tumorales (Tabla
2, Figura1) (Owens et al., 2011; Pacheco-Velazquez et al.,
2014). Sin embargo, en carcinomas de préstata LNCaP
y LAPC4 el contenido de ARNm de la ATPS es mayor
(2 veces) que en las células no cancerosas. Al parecer
la activacion del receptor de andrégenos y de la via de
mTORestén asociado a un aumento transcripcional de la
ATPS (Audet-Walsh et al., 2017). También un aumento
en el contenido de la ATPS esté ligado a la activaciéon
del factor transcripcional PTEN en gliomas humanos
(Phosphatase and Tensin homolog on chromosome 10 por
sus siglas en inglés) [Rodriguez-Enriquez et al., 2019).

Figura 1

UCL L1ICLAUVULIDLILIV L1 HtuLVUlLIuULIdl 11101 uy CllUuv 1udlulliiacliull
oxidativa y glutamindlisis de células de cancer. Los
cuadros verdes representan las proteinas y enzimas
que aumentan su contenido de ARNm o proteina; los
cuadros rojos representan a las proteinas y enzimas
que disminuyen su contenido de ARNm o proteina.
Los cuadros amarillos representan a las proteinas
cuyo aumento o disminucién en el ARNm o proteina
varia dependiendo del tipo de cancer. Abreviaciones:
ACO, aconitasa; ACoADH, acil CoA deshidrogenasa;
ATPS, ATP sintetasa; CS, citrato sintasa; ECoAH, enoil

CoA hidratasa; GA, glutaminasa; GDH, glutamato
deshidrogenasa; MDH, malato deshidrogenasa;
SDH, succinato deshidrogenasa; Tiolasa, Acil-CoA
acetiltransferasa.

Glutamindlisis
Glutaminasa (GA)

Esta enzima amidohidrolasa genera glutamato a partir
de glutamina. En los cdnceres de mama triple positivo,
triple negativo, HER+ y ER+ el contenido de proteina
se encuentra disminuido (Tabla 2) (Pacheco-Velazquez
et al., 2014), en tanto que en los cénceres colorrectal,de
esofago, estomago, higado, cabeza y cuello su expresion
y contenido de proteina aumentan vs. el tejido no tumoral
(Tabla 1) (Huang et al., 2014; Xiang et al., 2019).

El factor de transcripciéon EB (TFEB) es un regulador
maestro de la funcién lisosomal y la autofagia el cual
se activa por respuesta a estrés celular y nutricional.
En carcinoma de pancreasse ha observado una unién
directa de este factor con los promotores de los genes
de la GA; ala par que la inhibicién de TFEB disminuye
la transcripcion de la GA (Kim et al., 2021). Por otra
parte, el factor de transcripciéon c-Jun, producto del
proto-oncogéne JUN, es un regulador clave de los
niveles de GA en cancer de mama. La activacion de
c-Jun, mediada por la via de Rho GTPasa conduce a una
elevada expresion del gene y de la actividad de la GA.
c-Jun puede unirsedirectamente a la regiéon promotora
de GA para aumentar su expresion génica (Lukey et al.,
2019).

Glutamato Deshidrogenasa (GDH)

La GDH cataliza la reaccion de oxidacion del glutamato
a 2-oxoglutarato generando NADHy NH4". Se ha
reportado que su expresion y contenido de proteina se
encuentran aumentado encancer colorrectal (Tabla 1,
Figura1) (Liu etal., 2015). Actualmente, no hay reportes
de factores transcripcionales que regulen su expresiéon
en mamiferos.

P-oxidacion
Acil CoA deshidrogenasas (ACoADHs)

La ACoADH cataliza la deshidrogenaciéon de los
carbonos a y 3 de los acil-CoA grasos generando un
acido graso insaturado en los carbonos 2 y 3 (A2-enoil-
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CoA); al perder dos atomosde hidrégeno sus respectivos
electrones son captados por el grupo prostético de la
enzima FAD que se reduce a FADH?2. Existen 4 grupos
de isoformas de la ACoADH especificas para diferentes
acidos grasos; estas son las ACOADH de cadena corta,
mediana, larga y muy larga. En los canceres de mama
ER+y de eséfago el ARNm y el contenido dela ACoADH
de cadena larga y corta se encuentra aumentado (Tabla
1) vs. el tejido de origen (Yu et al., 2018; Yu et al., 2019).
Sin embargo, en otros canceres como el carcinoma
colorrectal, el contenido del ARNm se encuentra
disminuido vs. el tejido de origen (Tabla 2) (Wu et al,,
2021), haciéndolo un biomarcador importante para estos
tipos de tumores. En células de hepatocarcinoma, se sabe
que HIF-1a (mediado por PGC-1p) inhibe la expresion
de las acil-CoA deshidrogenasas de cadena media y
larga (Huang et al., 2014).

Enoil-CoA hidratasa (ECoAH)

La ECoAH cataliza la hidratacién del enoil-CoA para
formar beta-hidroxilacil-CoA. En los canceres de
péancreas, rifién y colorrectal el ARNm y la cantidad
de proteina aumentan vs. el tejido de origen (Figura
1, Tabla 1) (Hwa et al., 2005; Yeh et al., 2006; Takadate
et al., 2013). Actualmente, no hay reportes de factores
transcripcionales que regulen su expresion en mamiferos.

Acil-CoA acetiltransferasa o Acetil-CoA tiolasa

La enzima tiolasa cataliza la ruptura del p-cetoacil-
CoA para dar lugar a una cadena de &cido graso con
2 carbonos menos y una molécula de acetil-CoA que
alimenta al Ciclo de Krebs.

Esta enzima se encuentra aumentada en ARNm,
contenido de proteina y actividad (0.5-30 veces) en
diferentes tipos de tumores como son leucemia, pulmon,
prostata, ovario, cabeza y cuello vs. células no cancerosas
(Figura 1, Tabla 1) (Fan et al., 2016; Ayyagari et al.,
2020). Actualmente, no hay estudios donde se analice
el efecto de algtn factor de transcripcién involucrado
en la regulacion de su expresién génica. Cabe sefalar
que todos estos datos analizados de las enzimas de la
b-oxidacién indican que esta via metabdlica se encuentra
claramente estimulada en células tumorales, lo cual a
su vez sugiere que la glucosa no es la tnica fuente de
carbono y energia en el cincer sino que los acidos grasos
también pueden ser una fuente importante (Rodriguez-
Enriquez et al., 2015).

CONCLUSION

El analisis del contenido del ARNm y/o de las proteinas
del metabolismo energético y de otras vias anabdlicas
ha despertado un interés creciente en el campo de
la biologia del cancer por su posible aplicacion en el
sector clinico como biomarcadores terapéuticos vy,
eventualmente, como posibles sitios de tratamiento
terapéutico. Los cambios en expresién y contenido de
algunas de estas proteinas han permitido identificar
y localizar tejido canceroso vs. tejido sano (Figura
2). Sin embargo, es importante hacer notar que la
inspeccién de los contenidos de ARNmy /o proteina
no siempre estan ligados a cambios en sus actividades
enzimaticas y su funcién dentro de la via metabdlica
(Moreno-Sanchez et al., 2016), pues existen diferentes
mecanismos de regulacién a los distintos niveles de
complejidad molecular de los seres vivos (duplicacion
del ADN, transcripcion, traduccién, ensamblaje de
proteinas, actividad enzimaética), por lo que se propone
que las futuras investigaciones en cancer consideren un
analisis més integral (i) midiendola actividad de aquellas
enzimas cuyas variaciones en ARNm y/o proteina sean
significativamente diferentes en cancer vs. tejido de
origen; y (ii) valorando directamente la funcion biolégica
(i.e., determinando los flujos de las vias metabdlicas).

Lo anterior toma relevancia porque estos biomarcadores
metabdlicos pueden ser ttiles para la seleccion de una
terapia mas acertada en aquellos tejidos cancerosos
como el cancer de mama triple negativo que carece de
un biomarcador especifico y cuyo tratamiento clinico
no es exitoso (Pacheco-Velazquez et al., 2014; 2018). El
analisis sobre los cambios en la expresion y cantidad de
proteinas puede generar un panel de biomarcadores de
diagnostico y de pronéstico mitocondriales especificos
para cada tipo de cancer, ademés de proponerlos como
posibles blancos terapéuticos.
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Figura 2A
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Figura 2. Biomarcadores metabélicos mitocondriales y su
distribucién anatémica en A) cancer de cerebro, eséfago,
higado, estdémago, pancreas, prostata, colorrectal y B)
cancer de pulmon, rifién, ovario, endometrio, leucemia,
mama, cabeza y cuello. Los cuadros verdes representan el
aumento y los cuadros rojos representan la disminuciéon
en el contenido de ARNm o proteina o actividad
enzimatica. Abreviaciones: ACO, aconitasa; ACOADH,
acil CoA deshidrogenasa; ATPS, ATP sintetasa; CS,
citrato sintasa; ECoAH, enoil CoA hidratasa; GA,
glutaminasa; GDH, glutamato deshidrogenasa; MDH,
malato deshidrogenasa; SDH, succinato deshidrogenasa;
Tiolasa, Acil-CoA acetiltransferasa.
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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte
en el mundo con una prevalencia de >10 millones de
muertes al afio. Los tratamientos actuales contra el
cancer incluyen la intervenciéon quirdrgica, la radiacién
y la toma de medicamentos quimioterapéuticos, que a
menudo matan las células sanas y provocan toxicidad
en los pacientes. Por tanto, es necesario buscar nuevas
alternativas naturales con propiedades anticancerigenas.
Los hongos comestibles representan una fuente
importante de metabolitos con propiedades terapéuticas
contra el cancer. En este trabajo se emple6 un enfoque
bioinformatico para determinar si la cromoproteina
rosa del hongo ostra posee biopéptidos anticancer
encriptados. Servidores en linea de uso libre como
PeptideCutter de Expasy, CSM-peptides, AcPred y
MLACP 2.0 permitieron predecir que el péptido WQGNQ
posee actividad anticancer y antitumoral. Ademas,
los servidores pepSite2, HPEPDOCK2.0 y PacDock
ayudaron a determinar que la glutaminasa 1 (GLS1)
y el transportador de aminoécidos neutros (ASCT2)
son dos potenciales blancos del péptido WQGNQ. Por
tanto, este estudio proporcionar una base tedrica sélida
para desarrollar evidencia experimental que permita la
posible aplicacion del péptido WQGNQ contra el cancer
en cultivos celulares y modelos animales.

Palabras claves: hongo ostra, cromoproteina,
biopéptidos, cancer, herramientas informaticas.

ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death in the
world, accounting for more than 10 million deaths
each year. Current cancer treatments include surgical
intervention, radiation, and the administration of
chemotherapeutic drugs, which frequently kill healthy
cells and cause toxicity in patients. As a result, it is
necessary to seek out new natural alternatives with
antitumor properties. Consumable mushrooms are
a significant source of metabolites with anti-cancer
properties. In this study, a bioinformatics approach
was used to determine whether pink chromoprotein
from oyster mushroom contains anticancer biopeptides.
Free-to-use online bioinformatics tools such as Expasy’s
PeptideCutter, CSM-peptides, AcPred, and MLACP 2.0
allowed researchers to determine whether WQGNQ has
anticancer and antitumoral activity. Furthermore, the
servers pepSite2, HPEPDOCK?2.0, and PacDock assisted
in determining that glutaminase 1 (GLS1) and the neutral
amino acid transporter (ASCT?2) are two potential targets
of WQGNQ peptide. As a result, this study provides
a solid theoretical foundation for developing actual
evidence that allows for the possible application of the
peptide WQGNQ against cancer in cell cultures and
animal models.

Keywords: oyster mushroom, chromoprotein,
biopeptides, cancer, bioinformatics tools.
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El céncer es una de las principales causas de muerte en
todo el mundo y represento casi 10 millones de muertes
en 2020 segtin la OMS (2023). De acuerdo con el Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en el 2021
murieron 90 mil 525 personas por tumores malignos en
México. De esta cifra, se registraron 7 mil 973 muertes
por cancer de mama, de las cuales 99.4% fueron mujeres.

Los tratamientos contra el cancer son diversos e incluyen
cirugia, tratamiento con medicamentos contra el cancer,
radioterapia y terapia sistémica (quimioterapia y terapias
biolégicas dirigidas). Sin embargo, los medicamentos
contra el cancer disponibles actualmente en el mercado
no tienen un objetivo especifico, lo que lleva al desarrollo
de resistencia a los medicamentos e incluso causa varios
efectos secundarios en la quimioterapia clinica (Joseph et
al., 2018). Por tanto, se estan buscando formas de poder
eliminar solo las células cancerosas. Sin embargo, la
heterogeneidad intratumoral de las células cancerosas
es el principal obstaculo en el camino de un tratamiento
eficaz contra el céncer.

El ajuste del metabolismo es una caracteristica clave
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del cancer. Siendo uno de los aminodacidos libres
mas prevalentes en la sangre humana, la glutamina
promueve los procesos metabdlicos y bioenergéticos, el
crecimiento tumoral y la produccién de antioxidantes a
través de la glutamindlisis en las células tumorales. Mas
de la mitad de los metabolitos del ciclo de Krebs (CK)
se derivan de la glutamina en las células cancerosas que
dependen de la glutamina. La glutamindlisis regula el
proceso de conversion de glutamina en metabolitos de
CK mediante la regulacién de varias enzimas, jugando
la glutaminasa un papel importante como primer
paso en este proceso (Figura 1). Ademas, durante el
desarrollo del cdncer y otras enfermedades metabdlicas,
las proteinas que confieren ventajas de crecimiento y
supervivencia, como los transportadores de aminoécidos,
a menudo se sobreexpresan (Fuchs & Bode, 2005). Estos
transportadores se pueden encontrar en la membrana
plasmatica o en compartimentos intracelulares como las
mitocondrias, los endosomas, los lisosomas y el aparato
de Golgi (Kandasamy, et al., 2018). Los transportadores
de aminodacidos neutros miembro 5 de la familia de
transportadores de solutos/transportador 2 de alanina,
serina y cisteina (SLC1A5/ASCT2) y el miembro 5 de

Cistina

h

Glutamato

Nucleétidos

Aminoéacidos

Glutamina

Figura 1. Metabolismo de la glutamina en el cancer. Las células cancerosas captan glucosa y
glutamina a través de GLUT y ASCT2, respectivamente. Después de transportarse a las células, la
glutamina es catalizada a glutamato por las glutaminasas, que tienen dos isoformas: GLS1 y GLS2.
El glutamato se convierte ademéds en a-cetoglutarato a través de GLUD o aminotransferasas. Los
metabolitos resultantes pueden suministrar bioenergética a través del ciclo del acido
tricarboxilico/critico (TCA) y respaldar la biosintesis de proteinas, nucleétidos y lipidos. Ademas,
el metabolismo de la glutamina también contribuye directamente a la sintesis de GSH. La
regulacion de la glutaminasa estd marcada en rosa. Tomado y modificado de (Wang et al., 2020).
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la familia de transportadores de solutos/transportador
de aminoacidos tipo L 1 (SLC7A5/LAT1) garantizan
el intercambio rapido de diferentes aminoacidos y el
mantenimiento de un grupo de aminodacidos en el citosol,
probablemente involucrado en el desarrollo de varios
tumores malignos (Figura 1; (Broer et al., 2019). Como
resultado, el bloqueo de la glutamindlisis por inhibicién
de la glutaminasa y/ o los transportadores como ASCT2
parece ser efectivo para el tratamiento contra el cancer
(Wang et al., 2020).

Meéxico tiene una alta diversidad de hongos y
un importante desarrollo cientifico-tecnolégico
aplicado a su cultivo. Sin embargo, atin no se ha
considerado el potencial fitoterapéutico antitumoral
de los hongos comestibles cultivados en nuestro
pais. En este contexto, los hongos se consideran
“pequenias fabricas farmacéuticas” que producen
cientos de compuestos bioactivos, muchos de los
cuales han demostrado ejercer actividad antitumoral
en diferentes tipos de céncer.

Se ha demostrado que las setas son capaces
de producir una gran cantidad de ‘farmacos
potenciales’, como polisacaridos, fenoles, esteroles,
proteinas y péptidos responsables de los efectos
terapéuticos atribuidos a esta especie (Zhou et al.,
2019). Pleurotus ostreatus indujo la expresion del
supresor tumoral p53 y el inhibidor de la cinasa
dependiente de ciclina p21 (CIP1/WAF1), mientras
que inhibi6 la fosforilaciéon de la proteina Rb del
retinoblastoma en las células MCF-7. Ademas, P.
ostreatus también regul6 al alza la expresion de p21
e inhibi6 la fosforilacién de Rb en células HT-29, lo
que sugiere que P. ostreatus suprime la proliferacion
de células de cancer de mama y colon a través
de vias dependientes de p53 e independientes
de p53 (Jedinak, 2008). Otro estudio reporto
que los extractos proteicos de Calvatia lilacina
(CL), P. ostreatus (PO) y Volvariella volvacea (VV)
exhibieron eficacia terapéutica contra las células de
adenocarcinoma colorrectal humano y las células
de leucemia monocitica humana. Los extractos de
proteina PO indujeron la apoptosis en las células
SW480 parcialmente a través de la produccion
de ROS, el agotamiento de GSH y la disfuncién
mitocondrial. Por lo tanto, los extractos proteicos
de estos hongos podrian considerarse una fuente
importante de nuevos farmacos contra el cancer.

Por otro lado, los investigadores han ampliado la

btsqueda por un péptido capaz de ejercer efectos
tisiol6gicos se considera un péptido bioactivo (BP),
y los pequenos fragmentos de proteinas aislados
con efectos positivos en la salud humana pueden
considerarse BP (Chakrabarti et al., 2018). De hecho,
a diferencia de las proteinas, los péptidos se absorben
completamente a nivel intestinal, provocando
efectos locales o alcanzando las células diana en
formas intactas a través del sistema cardiovascular.
Por tanto, los BP son generalmente compuestos con
menos de 100 aminoacidos conectados por enlaces
peptidicos y que tienen efectos farmacologicos.
Debido a sus ventajas tinicas, como actividad
significativa, fuerte especificidad y baja toxicidad, se
aplican ampliamente en el tratamiento de diversas
enfermedades. El disefio y desarrollo de nuevos
farmacos peptidicos tiene amplias perspectivas, y
determinar las caracteristicas moleculares de los
farmacos peptidicos relacionados con enfermedades
es la clave para el disefio de farmacos.

Tradicionalmente, los BP se han identificado y
sintetizado en el laboratorio a través de diversas
técnicas experimentales; este proceso es intensivo,
costo, requiere mucho tiempo y mano de obra
especializada (Liscano et al., 2020). Recientemente,
sin embargo, los estudios con soporte computacional
para determinar las posibles interacciones de los BP
identificados con diferentes proteinas ayudaron a
avanzar en su desarrollo (Lee et al., 2019). Estas
técnicas ofrecen herramientas relativamente precisas
para predecir actividades potenciales de BP antes
de comenzar las evaluaciones in vitro, ahorrando
tiempo, minimizando costos y maximizando la
produccion.

MATERIALES Y METODOS

En la figura 2 se muestra el diagrama de flujo de
los servidores que se emplearon en este estudio.
Inicialmente se obtuvo la secuencia de aminoécidos
en formato FASTA de la cromoproteina de
Pleurotus ostreatus en la base de datos Uniprot
(https:/ /www.uniprot.org/). A continuacion se
carga la secuencia de aminodacidos en el servidor
PeptideCutter de Expasy para realizar la digestion
virtual con peptidasa K (https:/ /web.expasy.org/
peptide cutter/). De todos los péptidos obtenidos,
se realiz6 un analisis preliminar con PeptideRanker
(http:/ /distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/) para
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Figura 2. Diagrama de flujo con los diferentes servidores en linea para analizar el péptido

anticancer y su interaccién con blancos enzimaticos del metabolismo de la glutamina.

seleccionar el mejor péptido bioactivo. Se emple6 el
servidor CSM-peptides (https:/ /biosig.lab.ug.edu.
au/csm_peptides/) para conocer las potenciales
actividades terapéuticas del péptido seleccionado.
Se confirm¢ su actividad anticancer mediante los
siguientes servidores (https://webs.iiitd.edu.
in/raghava/tumorhpd/), (http://codes.bio/
acpred/) y anti-tumoral (http://pmlabstack.
pythonanywhere.com/SCMTHP). Se analizé la
posible toxicidad del péptido mediante el servidor
ToxinPred (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/
toxinpred /index.html). Para conocer los potenciales
blancos moleculares se emplearon el servidor;
PepSite2 (http://pepsite2.russelllab.org/) y se
obtuvo las proteinas blanco en formato PDB de la
base de datos del RCSB Protein Data Bank (https://
www.rcsb.org/), para el caso de la glutaminasa
la estructura cristalogréfica seleccionada fue (PDB
ID: 5w2j) y para el transportador de aminoécidos
neutros fue (PDB ID: 7bcs). Por dltimo, se realizé
el modelado molecular y sus sitios de contacto e
interacciones débiles con los programas online;
HPEPDOCK 2.0 (http://huanglab.phys.hust.edu.
cn/hpepdock/) y PacDOCK (https:/ /pegasus.Ibic.
unibo.it/pacdock/).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se empled la secuencia de la cromoproteina de
Pleurotus salmoneostramineus en formato FASTA
dentro del servidor Expasy PeptideCutter para
realizar la digestion in silico empleando la
proteinasa K.

La proteinasa K produce 114 péptidos diferentes, de
los cuales el pentapéptido WQGNQ llamo nuestra
atencion ya que es el altimo péptido en el extremo
C-terminal y presento las siguientes propiedades
fisicoquimicas y biolégicas (Tabla 1).

A continuacién, realizamos un andlisis de
bioactividad con el servidor CSM-peptides y
resulto que este péptido presenta cuatro posibles
actividades (anti-angiogenico (0.53), anti-cancer
(0.68), antiinflamatorio (0.89) y anti-quorum sensing
(0.97; tigura 3). Ademads, se comprob6 su propiedad
anti-cancer empleando el servidor AntiCP y se
obtuvo una probabilidad de 0.82.

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos
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Figura 3. La linea punteada gris representa el promedio de acuerdo con la clase del péptido

seleccionado. Mientras que la linea roja punteada indica los valores del péptido analizado.

Tabla 1. Caracteristicas estructurales y propiedad antitumoral del péptido WQGNQ

INNOVAGEN

secuencia Numero de | Peso pl tedrico GRAVY* Tiempo de
residuos molecular vida media
WQGNQ 5 631.65 5.52 -2.36 2.8 horas
MLCPP ToxinPred | MLACP 2.0
Permeable a | Puntaje de | Eficiencia | Puntaje de | Prediccién | Probabilidad
la célula o | Probabilidad de Probabilidad ACP
no captura
CPP 0.644 bajo 0.364 Non-toxin | 0.787

*Los datos fueron obtenidos del servidor ProtParam tool via Expasy. El gran promedio del indice
de hidropaticidad (GRAVY) se utiliza para representar el valor de hidrofobicidad de un péptido,
que calcula la suma de los valores de hidropatia de todos los aminoacidos divididos por la longitud
de la secuencia. GRAVY se calcul6 utilizando los valores de hidropatia de (Kyte & Doolittle, 1982).

Los valores positivos de GRAVY indican hidréfobo; los valores negativos significan hidréfilo.

por diversos servidores. En el caso de INNOVAGEN
nos indica que el péptido tiene un peso molecular de
631.65 Da y un punto isoeléctrico de 5.52. Ademas,
la vida media del péptido es de 2.8 horas y el valor
de GRAVIes -2.36. El servidor MLCPP indica que el
péptido es permeable a la célula, pero su captura es
baja. Por altimo, el péptido no es toxico de acuerdo
con el servidor ToxinPred. Con los servidores
MLACP2.0, ACPPred y SCMTHP se corroboro que
el péptido tiene actividad anticancer y se localiza
en el tumor (THP).

Apuntar al recableado metabdlico se considera
una estrategia prometedora para tratar el cancer
y representa un medio sdlido para superar la
resistencia a los agentes quimioterapéuticos
debido a la enorme plasticidad del metabolismo
tumoral. La terapia combinada que consiste en la
orientacion simultanea de los ganglios reguladores
sigue siendo un procedimiento capaz de mejorar
las respuestas al tratamiento (Hanahan, 2022).
Entre los reguladores clave de la glutamindlisis, la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS) y la biosintesis
de nucleétidos y aminoacidos, la glutaminasa (GA,
EC3.5.1.2) se ha investigado como diana en muchos
tipos de cancer (Matés et al., 2020).
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El aumento del metabolismo de la glutamina
(glutamindlisis) es una caracteristica del cancer
y se reconoce como un cambio metabdlico clave
en las células cancerosas. El cancer de mama es
una enfermedad heterogénea con diferentes
subtipos morfolégicos y moleculares y respuestas
a la terapia, y se sabe que las células de céncer de
mama reconfiguran el metabolismo de la glutamina
para apoyar la supervivencia y la proliferacion.
Las isoenzimas de glutaminasa (GLS y GLS2) son
enzimas clave para el metabolismo de la glutamina.
Curiosamente, GLS y GLS2 tienen funciones
contrastantes en la tumorigénesis (Masisi et al.,
2020). Las proteinas glutaminasas controlan el
primer paso en el metabolismo de la glutamina y su
expresion se correlaciona con la malignidad y la tasa
de crecimiento de una gran variedad de canceres.
Los dos tipos de isoenzimas de glutaminasa, GLSy
GLS2, difieren en sus patrones de expresiéon y roles
funcionales: GLS tiene propiedades oncogénicas
y GLS2 se ha descrito como un factor supresor de
tumores (Matés et al., 2020).

Inicialmente, se empleo el servidor PepSite2 para
determinar si el péptido se puede unir a la proteina
blanco. La probabilidad de unién entre el péptido y
la GLS presento un valor de 0.051. Posteriormente,
el modelado molecular se realiz6 con el servidor en
linea HPEPDOCK 2.0. La energia de unién entre
la GLS y el péptido WQGNQ fue -170.73 kcal/
mol. En la figura 4 se muestra las interacciones
molecular entre la GLS de rinén de Mus musculus

(PDB ID: 5w2j) con el péptido a través de puentes de
hidrogeno, contactos hidrofébicos y puentes salinos
con diversos aminoacidos como K250, Y254, F323,
N340,D472, 5389, R392 y Y419 mediante el servidor
en linea PacDock con la herramienta PacView.

En el caso de la inhibicién de la actividad GLS,
sulfuro de bis-2-[5-fenilacetamido-1, 2, 4-tiadiazol-
2-il] etilo (BPTES) (Robinson et al., 2007), CB-839
(Gross et al., 2014) y compuesto 968 (Wang et al.,
2010) se reportan como bloqueadores del GLS. Los
datos de cocristalizaciéon mostraron que BPTES
inhibe selectivamente GLS1 (KGA y GAC) mediante
la unién de un bucle de activaciéon diferenciado
cerca del sitio de unién al sustrato (glutamina)
y ejerce un efecto alostérico para bloquear el
tetrdmero en una conformacién no productiva.
Las mutantes puntuales de GAC F318Y/F322S y
GAC Y394L fueron resistentes a la inhibiciéon de
BPTES, lo que indica que los residuos Phe 322 y Tyr
394, son importantes para la selectividad de BPTES
(DeLaBarre et al., 2011). En el caso del péptido
WQGNQ también interactia con los residuos
Phe323 y Tyr419, por tanto, se une al mismo sitio
alostérico de BPTES.

El transportador ASCT?2 esté codificado por el gen
SLC1AS5 y su estructura muestra un homotrimero.
Funciona como un intercambiador de aminoacidos
(antiportador) y acepta solo aminoécidos neutros
para el transporte en ambas direcciones (Ganapathy
et al., 2009). El transportador ASCT2 muestra una

Figura 4. Complejo péptido-glutaminasa. Las interacciones no covalentes entre la GLS y el péptido
se muestran como lineas punteadas (azul, puentes de hidrogeno; gris, contactos hidrofébicos;

amarillo, interacciones iénicas; y naranja, cation-i).
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Figura 5. Complejo péptido-transportador. Las interacciones no covalentes entre el transportador y
el péptido se muestran como lineas punteadas (azul, puentes de hidrogeno; gris, contactos

hidrofébicos; amarillo, interacciones iénicas; y naranja, cation-Ir).

especificidad asimétrica: alanina, metionina y
valina se transportan solo al entorno intracelular
y asparagina, glutamato, serina y treonina
se transportan en ambas direcciones (Leke &
Schousboe, 2016). Se ha demostrado que la cisteina
no funciona como un sustrato para ASCT2, sino
como un modulador en concentraciones ligeramente
mas altas, ya que desencadena el flujo de salida por
modo uniportador (Scalise et al., 2015). La glutamina
es un sustrato preferido y se ha demostrado que
su captacion en varias lineas de células cancerosas
estd mediada principalmente por este transportador
(Ganapathy et al., 2009).

Con el servidor PepSite2 se determind si el péptido
puede unirse a la proteina blanco. La probabilidad
de unién entre el péptido y el transportador de
aminoacidos neutros B de Homo sapiens (PDB ID:
7bcs) fue de 0.00089, lo cual indica que el péptido
presenta una gran afinidad por el transportador.
La energia de union entre el transportador y el
péptido WQGNQ fue -160.84 kcal /mol de acuerdo
con el servidor HPEPDOCK 2.0. En la figura 5
se muestra las interacciones moleculares entre el
transportador con el péptido WQGNQ a través de
puentes de hidrogeno y contactos hidrofébicos con
diversos aminoacidos como W139, R330, L481, y
R488 mediante el servidor en linea PacDock con la
herramienta PacView.

En el caso de los transportadores de glutamina, el
transportador 2 de alanina-serina-cisteina (ASCT?2,
también conocido como SLC1A5) y el transportador
1 de aminoacidos de tipo L (LAT1, también
conocido como SLC7A5) se sobreexpresan en la
mayoria de los cdnceres (Elorza et al., 2012); El acido
2-aminobiciclo(2,2,1)-heptano-2-carboxilico (BCH)
inhibe la funcién de LAT1 (Nicklin et al., 2009);
mientras que y-L-glutamil-p-nitroanilida (GPNA)
inhibe la funcién de ASCT2 (Wang et al., 2014). De
acuerdo con Schulte et al., (2018), el compuesto2-
amino-4-bis(ariloxibenzil)acidos aminobutanoicos,
surgié como una molécula lider (V-9302) para inhibir
la captacion de glutamina mediada por ASCT2 en
células humanas de una manera dependiente de la
concentraciéon y mostré una mejora de 100 veces
en la potencia (Concentracion inhibitoria media
maxima de V-9302 (IC50) = 9,6 uM) sobre y-L-
glutamil-p-nitroanilida (GPNA; IC50 = 1000 pM) un
inhibidor previamente informado de la absorcion
de glutamina. Ademas, los autores demostraron
que V-9302 era compatible con el sitio ortostérico
de unién a aminoécido de hASCT?2, que se localiza
dentro de la region transmembrana de la proteina.
En este estudio, el péptido WQGNQ interacttia en
un sitio distante de la union de la glutamina o de
otros inhibidore como el V-9302 y el GPNA.
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CONCLUSION

Este estudio in silico demostré que la cromoproteina
rosa es una potencial fuente de biopéptidos y que
el pentapéptido WQGNQ que se obtiene por la
digestion virtual con la proteinasa K presenta
diversas propiedades terapéuticas. La actividad
anticancer y antitumoral del péptido pueden
ser atribuidas a su unién a dos proteinas de la
glutaminolisis. Las energias de union de WQGNQ
con GLS y ASCT2 fueron -170.73 kcal/mol y
-160.84 kcal/mol, respectivamente. Sin embargo,
se requieren estudios in vitro con la enzima aislada
y ensayos con lineas celulares para corroborar las
propiedades antitumorales del péptido WQGNQ.
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RESUMEN

La fresa es una fruta altamente consumida que contiene
antioxidantes incluyendo vitamina C, fendlicos y
flavonoides, los cuales protegen contra radicales
libres causantes de procesos crénico degenerativos y
envejecimiento. Por otro lado, la manipulacién del aporte
de nutrientes durante la produccién de fresa puede
aumentar la calidad nutricional de este fruto, lo cual
resultaria benéfico para la salud de los consumidores.
El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de
combinaciones de macronutrientes aportadas a plantas
de fresa hidropénica sobre el contenido de acido ascérbico
(vitamina C) del fruto. Las plantas de fresa (variedad
San Andrés) fueron producidas en un invernadero de
Torreén, Coahuila. Los tratamientos consistieron en la
aplicacién de 12 soluciones nutritivas con combinaciones
de N-K, y fueron realizadas 5 repeticiones. La prueba
analitica realizada fue la determinacion del contenido
de 4cido ascorbico mediante Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucién (Limite de Deteccién = 11.5 ppm).
El disefio aplicado en el presente experimento fue un
bifactorial 4x3 (200, 273, 338 y 401 ppm de potasio, y 130,
165 y 196 ppm de nitrégeno). La calidad nutricional de
la fresa producida puede ser considerada como alta, y la
aplicaciéon de combinaciones de N-K afect6 el contenido
de vitamina C del fruto, el cual fue de 205.6 - 482.7 mg
de AA /100 g de muestra fresca. Las combinaciones N-K
con mayor efecto sobre la calidad nutracéutica de la fresa
fueron la que contenia alto nitrégeno (196 ppm) - bajo
potasio (200 ppm), seguida de la de bajo nitrégeno (130
ppm) - alto potasio (338 y 401 ppm). Es posible que la
planta perciba a dichas combinaciones como un factor
estresante (déficit nutricional de K o N), y reaccione
produciendo una mayor cantidad de fitoquimicos.
Se concluye que la aplicacién de combinaciones de
nitrégeno-potasio en soluciones nutritivas contribuye
a que se obtenga fresa con mayor calidad nutricional

en sistemas de produccion hidropoénica en invernadero.
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ABSTRACT

Strawberry is a highly consumed fruit that contains
antioxidants including vitamin C, phenolics and
flavonoids, which protect from free radicals that
promote chronic degenerative and aging processes.
On the other hand the manipulation of the nutrient
supply during strawberry production can increase the
nutritional quality of this fruit, which would result
beneficial to consumers health. The aim of the current
study was to evaluate the effect of macronutrient
combinations supplied to hydroponic strawberry plants
over the ascorbic acid (vitamin C) content of the fruit.
Strawberry plants (San Andrés variety) were produced
under greenhouse conditions in Torreén, Coahuila.
Treatments consisted in the application of 12 nutritive
solutions with nitrogen-potassium combinations,
and five replicates were run. The analytical assay run
was the quantification of ascorbic acid by using High
Performance Liquid Chromatography (Detection Limit
=11.5 ppm). Experimental design was a 4x3 bifactorial
(200, 273, 338 and 401 ppm of potassium, and 130, 165
and 196 ppm of nitrogen). The nutritional quality of the
strawberry fruits produced can be considered as high,
and the N-K combinations applied affected the fruit
ascorbic acid content, which was from 205.6 to 482.7 mg
of AA / 100 g of fresh sample. The potassium-nitrogen
combinations that affected the most were low nitrogen
(130 ppm) - high potassium (338 and 401 ppm), and
low potassium (200 ppm) - high nitrogen (196 ppm). It
is possible that plants perceive the N-K combinations as
a stress (N or K supply deficit), and react producing a
higher amount of phyto chemicals. It is concluded that
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the application of nutritive solutions with potassium-
nitrogen combinations contributes to the production of
strawberry fruits with a high nutritional quality.

Keywords: Strawberry, fertilization, vitamin C
INTRODUCCION

La fresa (Fragaria vesca) es uno de los productos frutales
mas consumidos a nivel mundial con alta rentabilidad
econdmica. En México los estados con mayor produccion
de este fruto son Baja California, Guanajuato y
Michoacén, con una produccién aproximada de 93 000
toneladas, que dan una rentabilidad minima de 50 000
pesos/ha. (INEGI, 2004). La fresa es un producto de
excelente calidad nutricional debido a que presenta
mayor contenido de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante que muchos productos frutales incluyendo
el mango, la manzana y la sandia, ademés de ser
considerada una buena fuente de acido ascérbico o
vitamina C, superando a la pera, manzana, ciruela,
pifa, limén y naranja (Hansawasdi et al., 2006; Krpina
et al., 2006). De hecho, una racién de 160 g de fresas
frescas aporta hasta 140% de los requerimientos diarios
de vitamina C (Voca et al., 2009). La vitamina C es un
antioxidante que dona electrones a especies reactivas
como hidroxilo, peréxido, superéxido, peroxinitrito y
oxigeno, formando compuestos menos reactivos (radical
ascorbilo y dehidroascérbico) (Schuler, 1990). El consumo
de vitamina C esta relacionado con la prevencién de
diversos tipos de cancer mediante la inhibicién de
la formacién de células cancerosas y de compuestos
nitrosos en el estémago, ademas de que se estimula
el sistema inmune (Hussein et al., 2000). Asimismo,
este micronutriente juega un papel importante en la
prevencion de la enfermedad de Alzheimer (Zulueta
et al., 2007).

El contenido de &cido ascérbico en los productos
frutales y horticolas varia entre especies y variedades,
y puede estar influenciado por el tipo de suelo, la
forma de cultivo y las condiciones climaticas (Beltran
etal., 2009). Las nuevas tendencias del mercado indican
que los consumidores prefieren productos mejorados
nutricionalmente que tengan buena calidad comercial.
Asi pues, el mejoramiento de la calidad nutricional
de esta fruta seria benéfico para la salud de los
consumidores. Sin embargo, la produccién de vegetales
con mayor contenido nutricional regularmente resulta en
la obtencién de productos de menor calidad comercial,
ademads de bajos rendimientos. La aplicacion de niveles

mayores de ciertos macronutrientes (especificamente
nitrégeno y potasio) durante la produccién de vegetales
ha contribuido a mejorar la calidad de dichos productos,
ademas de impactar positivamente en su rendimiento
(Voca et al., 2009). Algunos investigadores reportan que
la manipulacién de la aportacion de nutrientes como
nitrégeno, potasio, fosforo, azufre, calcio y magnesio
en el suelo durante la produccién de fresa afecta el
contenido de fitoquimicos (incluyendo el acido ascérbico
o vitamina C) en el fruto. El nitrégeno es un elemento
muy movil en la planta (Rodriguez et al., 2001) que forma
parte de las proteinas y otros compuestos organicos
esenciales como aminodcidos, enzimas, coenzimas,
vitaminas, clorofila, acidos nucleicos, aminas, amidas,
nucleoproteinas y clorofila (Ruano, 2003). El contenido
de N en la planta varia entre 2 y 4% en materia seca, y
es absorbido tanto en forma nitrica (ion nitrato NO,"
), como amoniacal (ion amonio NH,*), siendo ambos
metabolizados por la planta. La falta o deficiencia de
N estimula la activacion de la ruta bioquimica de los
flavonoides, pero no tiene un efecto notable sobre la ruta
bioquimica de Shikimate, la cual produce fenilalanina.
El incremento de las aplicaciones de nitrégeno resulta
en aumento del crecimiento de tejido vegetativo y
se obtienen frutos més grandes. No obstante, dichos
frutos tienen menor calidad nutracettica debido a la
disminucién en contenido de fitoquimicos y acido
ascorbico por efecto de dilucion (Stefanelli et al., 2010).
El potasio es un nutriente vegetal indispensable que
participa en la activacién de enzimas requeridas en la
formacion de almidones y proteinas (Salisbury y Ross,
2000). Este nutriente mantiene la permeabilidad de las
membranas celulares, aumenta la concentracién del
contenido celular (esto contribuye a que la planta tenga
mayor resistencia a las bajas temperaturas), reduce la
velocidad de transpiracion y desecacion de la planta,
ademas que favorece el desarrollo de raices (Carretero
et al., 2002). En el caso de productos frutales como las
fresas se ha reportado que requieren altos niveles de
K para un buen tamafio, sabor, rendimiento y calidad
de conservacién de la fruta (Morgan, 2000). Este macro
nutriente tiene diversas funciones en el metabolismo
primario y secundario de las plantas. Las funciones de
este nutriente en el metabolismo primario que incluyen
aumento en el ajuste osmoético, absorcion y/o retenciéon
de agua, y en el equilibrio fito-hormonal, ademas
de regulacion de la sintesis de proteina, funciones
enzimaticas en general, y conductividad de los estomas,
lo cual mejora la fotosintesis. Por otro lado, entre las
funciones de este mineral en el metabolismo secundario
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destacan su contribucién a la sintesis de compuestos
secundarios o defensivos, asi como la mejoria en el
balance oxidativo de la planta mediante estimulaciéon
de los sistemas antioxidantes (Wang et al., 2013).

Algunas précticas agronémicas como la manipulacién
del aporte nutricional a las plantas (fertilizacion)
han resultado en incremento tanto en el rendimiento
de productos vegetales, asi como en el contenido de
compuestos nutricionales en frutas y vegetales, lo cual
representa un drea de oportunidad para el mejoramiento
de la calidad de estos productos alimenticios (De
Pascaleet et al., 2001). Asi pues, es posible que la
aplicacion de diversos niveles de potasio y nitrégeno
contribuya a aumentar la calidad nutricional de la
fresa producida en condiciones de invernadero en La
Laguna. En el presente estudio se evalu6 el potencial
aumento del contenido de acido ascérbico de fresa
variedad San Andrés producida en invernadero en La
Laguna, mediante la manipulacion del contenido de dos
macro nutrientes vegetales (nitrégeno y potasio) en las
soluciones nutritivas aportadas a las plantas.

MATERIALES Y METODOS

Definiciéon de poblacion y muestra. La unidad
experimental consiste en frutos de fresa recolectados
cuando tenian madurez comercial (color rojo intenso y
textura firme del fruto). Los frutos fueron cosechados
de 60 plantas producidas en un invernadero semi
automaético ubicado en el Instituto Tecnolégico de
Torreén (Torreén, Coahuila). Los frutos seleccionados
para su evaluacion de cada tratamiento (30-40 frutos
por tratamiento) estaban libres de defectos y dafios
visibles. Las plantas de fresa variedad San Andrés fueron
producidas bajo un sistema hidropénico en macetas que
contenian arena de rio como sustrato (una planta por
maceta), y fueron aplicadas 12 soluciones nutricionales
(5 plantas por cada solucién nutricional o tratamiento) a
las macetas, con combinaciones de N-K (Nitrégeno: 130,
165 y 196 ppm; Potasio: 200, 273, 338 y 401 ppm), con
5 repeticiones (dias de recoleccién) de tratamientos. El
tratamiento control fue la solucién 165 ppm de nitrégeno
/ 273 ppm de potasio correspondiente a la solucién
Steiner (1984) (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracién de elementos minerales en la
solucidén Steiner

Nutriente Concentracion (mg/L)
Nitrogeno 168
Fosforo 31
Potasio 273
Calcio 180
Magnesio 48
Azufre 336
Hierro 2-4
Cobre 0.02
Zinc 0.11
Manganeso 0.62
Boro 0.44
Molibdeno No considerado

(Steiner, 1984).

Preparacion de muestras. Los frutos seleccionados fueron
troceados y colocados en un liofilizador LABCONCO
para su deshidrataciéon. Las muestras liofilizadas fueron
luego molidas manualmente hasta obtener un polvo
fino, el cual fue colocado en tubos Falcén de 50 mL y
almacenado a -20 °C hasta la obtencién del extracto.

Preparacion del extracto. El extracto para cuantificacion
de acido ascérbico fue obtenido mezclando muestra
(polvo liofilizado de fresa) con metanol grado HPLC en
un tubo Falcén de 15 mL agitando la mezcla a 20 rpm.
Después, el sobrenadante fue separado y centrifugado a
2000 rpm por 10 minutos, y la fase superior fue extraiday
filtrada con filtro de membrana de acetato de celulosa de
poro de 0.45 y, colocando el extracto en tubos Eppendorf
de 2 mL, los cuales fueron almacenados a -20 °C hasta
la cuantificacion de vitamina C.

Cuantificacion de acido ascoérbico por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resoluciéon (HPLC). La cuantificacion
de acido ascorbico fue realizada usando una modificaciéon
del método cromatografico publicado por Berra (2012),
basado en el método citado por Barba et al (2006). El
extracto fue inyectado en un equipo HPLC Hewlett
Packard chromatograph (Serie 1200, Palo Alto, Calif.,
E.U.) utilizando el software Chem Station software para
cromatografia de liquidos (Agilent Technologies, Palo
Alto, Calif., E.U.). El &cido ascorbico fue eluido en una
columna Supelco C18 (150 mm x 5.0 p x 0.5 cm) con un
flujo de 0.5 mL/min, usando como fase mévil acido
fosférico al 0.1% (solvente A), y acetonitrilo con ac.
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fosforico al 0.1% (solvente B). La elucion fue llevada a
cabo iniciando con un 100% de solvente A, manteniendo
por 5 minutos esta fase movil, y luego se modificé hasta
tener una mezcla 50% solvente A-50% solvente B a los
25 minutos, y luego se increment6 el solvente B hasta
tener 100% a los 30 minutos, y finalmente se tuvo un
100% de solvente A a los 35 minutos. El efluente fue
monitoreado a 254 nm en un detector de arreglo de
diodos. La presencia de acido ascorbico fue determinada
usando el tiempo de elucién de reactivo grado standard
HPLC de acido ascérbico (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, E.U.).

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

El disefio aplicado en el presente experimento fue un
bifactorial 4 x 3 (200, 273, 338 y 401 ppm de nitrégeno
y 130, 165 y 196 ppm de potasio). Los datos obtenidos
fueron analizados mediante un ANOVA bifactorial, y las
diferencias entre medias fueron obtenidas mediante la
prueba de comparacién multiple de Diferencia Minima
Significativa (p < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de acido ascérbico (CAA) de la fresa
analizada en el presente estudio fue de 205.99 - 482.73
mg de acido ascorbico (AA)/100 g peso fresco (PF) de
fruto (Tabla 2). Los mayores valores de CAA fueron
obtenidos en fresas producidas con las soluciones de
130 ppm de nitrégeno (N) - 401 ppm de potasio (K), y
de 196 ppm N - 338 ppm K (482.73 y 467.89 mg de AA
/ 100 g PF respectivamente).

El contenido de &cido ascérbico de la fresa variedad
San Andrés analizada en el presente experimento fue
mayor que el publicado en otros estudios en frutos
cultivados en forma tradicional, en invernadero, y por
hidroponia en invernadero (Voca et al., 2009; Lester
et al., 2012). El alto contenido de acido ascérbico en la
fresa producida en invernadero en el presente estudio
puede ser atribuido a factores tales como la variedad
y nutricién de la planta. Asimismo, la fresa fertilizada
con solucién Steiner (Tratamiento control) tuvo 419.5
mg de AA/100 g PF, mientras que la aplicacién de 165
ppm N y 338 ppm K resulto en el contenido mas bajo
de vitamina C, con 205.59 mg de AA /100 g PF. Algunos
investigadores han reportado que niveles adecuados de
potasio incrementan la resistencia de la planta a la sequia
y contra dafios por radicales de oxigeno inducidos por
estrés hidrico (Wang et al., 2013), lo cual pudiera estar
relacionado con el hecho que el contenido de acido
ascorbico de la fresa producida con niveles 6ptimos de
nitrégeno y potasio no fuera el mas alto en el estudio.

Martin del Molino y Roson (1970) sefiala que la nutricion
utilizada para las plantas de fresa con macro nutrientes
importantes (nitrégeno y potasio) afecta el contenido de
acido ascorbico del fruto. El contenido de dcido ascérbico
en productos vegetales es afectado por el tipo o sistema
de cultivo y la variedad (Martinez et al., 2010; Sung et al.,
2015). Los resultados publicados acerca del efecto del tipo
de cultivo sobre el contenido de vitamina C en este fruto
son variables, ya que Josuttis et al. (2010) reportan que el
sistema de cultivo (campo abierto, tanel o invernadero)
no afecta el CAA en fresa, mientras que Voca et al. (2009)
concluyeron que las fresas cultivadas en invernadero
presentan mayor contenido de 4cido ascérbico que las

Tabla 2. Contenido de acido ascérbico de fresa hidropénica producida en
invernadero bajo diferentes dosis de nitrogeno-potasio*

CONCENTRACION DE

CONCENTRACION DE

NITROGENO EN POTASIO EN
SOLUCION NUTRICIONAL SOLUCION NUTRICIONAL
200 ppm 273 ppm 338 ppm 401 ppm
130 ppm 40318 ABab 33371Ab 412.13Aab 482.73 Aa
165 ppm 315.84Bb 41950 Aa 20559 Bc 341.22 Bab
196 ppm 45482 Aab 36976 Ab  467.80Aa  448.58 Aab

* Contenido en mg de acido ascorbico por 100 g de peso fresco.

n = 5 repeticiones (fecha de recoleccion). Diferencias entre medias establecidas mediante la
prueba de Dif. Minima Significativa (P < 0.05). Valores seguidos de distintas letras mayusculas
en cada columna son estadisticamente diferentes. Valores seguidos de distintas letras
minlsculas en cada renglon son estadisticamente diferentes.
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producidas bajo agricultura tradicional. Asimismo, Kim
et al. (2013) reportan que una temperatura alta del lugar
de produccion reduce la sintesis de acido ascérbico en
tejidos vegetales, mientras que Wang y Camp (2000)
mencionan que una alta intensidad de luz incrementa
la produccién de aztcares y posiblemente aumenta la
sintesis de 4cido ascérbico. Asimismo, el contenido de
acido ascorbico de fresa aument6 27.7 y 44% al aplicar
un nivel de potasio inferior al 6ptimo en combinaciéon
con bajo (130 ppm) o alto nivel (196 ppm) de nitrégeno
respectivamente (Figura 1).

®130ppmN
®16Sppm N

196 ppm N

CONTENIDO DE AC. ASCORBICO

CONCENTRACION DE POTASIO (200 ppm)

Figura 1. Contenido de acido ascérbico reportado en (mg de
acido ascérbico / 100 g PF) en fresa producida con bajo nivel
de potasio (200 ppm) bajo diferentes niveles de nitrogeno

El incremento en contenido de acido ascorbico en la
fresa fertilizada con bajo nivel de potasio puede deberse
a dos mecanismos diferentes: activacion general en la
produccion de metabolitos secundarios como respuesta a
stress nutricional por el déficit de potasio, o a un aumento
de la produccion de radicales libres (Wang et al., 2013).

En el presente estudio la concentraciéon de nitrégeno
aplicada no fue demasiado baja para representar un
estrés nutricional en la planta. Es posible que la aplicacion
de un nivel bajo de potasio induzca a un aumento en
produccién de radicales libres de oxigeno, por lo cual
se activa la produccién de metabolitos con capacidad
defensiva antioxidante tales como acido ascérbico. Se ha
reportado que un status con bajo nivel de potasio puede
afectar la respuesta del estoma ante estrés inducido por
deshidratacién, lo cual significa que la planta baja en
potasio tiene mayor propension a deshidrataciéon (Wang
et al., 2013).

La aplicacién de niveles de potasio superiores al 6ptimo
(338 y 401 ppm) en combinacién con alto o bajo nivel

de nitrégeno afecto el contenido de 4cido ascérbico de
la fresa, obteniendo los CAA mas altos del estudio, con
valores de 412 a482.7 mg de AA /100 g de muestra fresca
(Tabla 2).

Por otro lado, la aplicaciéon de un nivel 6ptimo de
nitrégeno resulté en un aumento del 66% del contenido
de 4cido ascérbico al incrementar el potasio de 338 a
401 ppm (Figura 2). Estos resultados difieren de los
publicados por Martin del Molino y Rosén (1970), quienes
concluyeron que la aplicaciéon de dosis incrementales de
potasio aumento6 la cantidad de vitamina C en frutos,
mientras que al aumentar la concentracién del nitrégeno
disminuye el acido ascérbico del producto.

[}
B35 ppm I

Sl

i

ana

204

pULY I
LU

L3oppmn

w01 ppm K

CONTENIDO DE AC. ASCORBICO

bt ppm N 196 ppin M

CONCENTRACION DE POTASIO

Figura 2. Contenido de &cido ascorbico reportado en
(mg de acido ascérbico / 100 g PF) en fresa producida
con alto nivel de potasio y nivel optimo de nitrogeno

Se han reportado diferentes efectos de la aplicacion
combinada de alto contenido de nitrégeno, potasio
y fosforo, ya que Wu et al (2013) indican que fue
obtenido menor contenido fendlico en fruto, mientras
que Carvajal de Pabén et al (2012) publicaron que la
aplicacion de niveles altos de N-P-K puede aumentar
significativamente la capacidad antioxidante del
producto.

CONCLUSIONES

El contenido de 4cido ascérbico de la fresa hidropénica
producida en invernadero bajo las combinaciones de
nitrégeno-potasio aplicadas en el estudio fue de 205.99
- 482.73 mg de acido ascorbico /100 g peso fresco de
fruto. La aplicacién de niveles variables de nitrégeno-
potasio en soluciones nutritivas afecta el contenido de
acido ascorbico de la fresa hidropénica. El contenido de
vitamina C de la fresa hidropénica aumento al aplicar
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una solucién nutritiva con bajo nivel de nitrégeno y
alto nivel de potasio, y con bajo nivel de potasio y alto
nivel de nitrégeno. Es requerido evaluar los efectos
de la aplicacién de niveles variables de nitrégeno-
potasio en soluciones nutritivas para aumentar la
calidad nutracéutica de vegetales y frutos hidropénicos
producidos en invernadero.
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RESUMEN

La reactividad cruzada entre alérgenos de diferentes
frutas representa un riesgo para la salud publica a
causa de su alta incidencia. A pesar de la relevancia del
tema, son limitados los estudios que se han enfocado
en analizar el potencial alergénico de los productos
de degradacion de alérgenos. En este contexto, el
proposito de la presente investigacion fue analizar a
los péptidos resultantes de la digestion in silico de los
principales alérgenos en 4 especies de Magnoliophyta
que cuentan con registro de antecedentes clinicos
de reactividad cruzada: Persea americana (aguacate),
Musa acuminata (banana), Fragaria ananassa (fresa) y
Mangifera indica (mango). Los alérgenos analizados
mostraron tener una alta estabilidad estructural y
térmica, con carga mayormente neutral, y de caracter
parcialmente hidrofilico (a excepciéon de Mus a 3, Mus
a5, Fra a3 y Man i 4 con naturaleza hidrofébica). Tras
la digestion se predijeron 19 péptidos alergénicos y se
encontraron 2 motivos conservados XTPGQCNXXVER y
MVIQGEPGAVIR ambos hidrofébicos de carga neutral,
los cuales se conservaron independientes de la proteina
y fruta de procedencia. Nuestros resultados sugieren
que la conservacion secuencial tras la degradacion de
proteinas es uno de los factores que contribuyen a la
reactividad cruzada entre alérgenos, se espera que esta
informacién contribuya al desarrollo de marcadores para
la prevencién y reducciéon de la incidencia de reactividad
cruzada alimenticia.

Palabras clave: Alergia alimenticia, Reactividad cruzada,
Bioinformaética, Inmunoinformaética, Péptido marcador.

ABSTRACT

Cross-reactivity between allergens from different fruits
represents a public health risk due to its high incidence.
Despite the relevance of the topic, there are limited
studies that have focused on analyzing the allergenic
potential of allergen degradation products. In this
context, the purpose of this research was to analyze
the peptides resulting from the in-silico digestion of the
main allergens in 4 species of Magnoliophyta that have
a record of a clinical history of cross-reactivity: Persea
americana (avocado), Musa acuminata (banana), Fragaria
ananassa (strawberry) and Mangifera indica (mango). The
allergens analyzed showed high structural and thermal
stability, with a mostly neutral charge, and partially
hydrophilic character (except for Mus a3, Mus a5, Fraa
3, and Man i 4 with hydrophobic nature). After digestion,
19 allergenic peptides were predicted, and 2 conserved
motifs XTPGQCNXXVER and MVIQGEPGAVIR were
found, both hydrophobic with a neutral charge, which
was conserved independent of the protein and fruit of
origin. Our results suggest that sequential conservation
after protein degradation is one of the factors contributing
to cross-reactivity between allergens, it is expected that
this information will contribute to the development
of markers for the prevention and reduction of the
incidence of dietary cross-reactivity.

Keywords: Food allergy, Cross-reactivity, Bioinformatics,
Immunoinformatics, Marker peptide.
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INTRODUCCION

La prevalencia de alergias alimentarias ha ido en
incremento, actualmente entre 4-6% de la poblaciéon
mundial padece de algtn tipo de alergia alimenticia, la
razon exacta de este incremento sigue sin comprenderse,
esto debido a la complejidad y naturaleza multifactorial
de este fendmeno (Elghoudi & Narchi, 2022; Zhang et al.,
2022. Actualmente la organizacién mundial de la salud
y la unién internacional de sociedades inmunolégicas
subcomité de nomenclatura de alérgenos (WHO/IUIS)
ha identificado alrededor de 390 proteinas alergénicas
(Huang et al., 2018). Dentro del sistema inmunolégico,
una de las caracteristicas principales de los anticuerpos
es su gran especificidad. Sin embargo, se sabe que
una determinada IgE puede reconocer antigenos
diferentes. La base etiopatogénica de este hecho esta
en que el anticuerpo reconoce tan solo una cadena
corta de aminoacidos del antigeno (el epitopo), por
lo que basta que dos proteinas se asemejen en unos
cuantos residuos de aminoacidos para que pueda
existir reactividad cruzada (Blanco, 2011). Durante la
altima década, la reactividad cruzada entre alimentos ha
sido reconocida como un problema médico de enorme
trascendencia. Al mismo tiempo, numerosos estudios se
han centrado en la reactividad cruzada entre especies
frutales. Se ha demostrado que entre un 20 y un 60% de
los pacientes alérgicos a al menos una fruta presentan
reacciones alérgicas a una amplia variedad de estas, y
la mayor incidencia se encuentra entre especies como
Persea americana (aguacate), Musa acuminata (banana),
0 (2)

Fragaria amanassa (fresa) y Mangifera indica (mango).
Las manifestaciones clinicas de estas reacciones pueden
variar desde el sindrome de alergia oral que incluye
labios, boca y garganta, hasta reacciones anafilacticas
graves (Blanco Guerra, 2002; Dayioglu et al., 2020;
Takemura et al., 2020).

Ante la ingesta de frutas una reaccién alérgica se regula
mediante células T CD4 tipo 2 (Th2), esto quiere decir
que las regiones reconocidas como epitopos tienen
unién a el complejo mayor de histocompatibilidad clase
2 (CMH 1I), induciendo la liberacién de interleucinas
IL-3, IL-4 e IL-5, entre otras citosinas que promueven la
proliferacion y diferenciacion de células B productoras
de antigenos especificos (IgE), los cuales terminan en
la activacion de los mastocitos Figura 1. Debido a que
el reconocimiento de antigenos por parte de células T
es un paso critico, los analisis secuenciales de epitopos
son cruciales para la comprensiéon del mecanismo de
anafilaxia. De manera general los epitopos para células
T cuentan con una longitud de entre 12 y 20 residuos de
aminodacidos (una longitud inferior no logra estimular de
manera eficiente una reaccion por parte de estas células)
(Zhou et al., 2021).

La identificacion de epitopos para células T en alergenos
provenientes de frutas, es de utilidad en la comprension
de los mecanismos alergénicos, el desarrollo de alimentos
hipoalergénicos y disefio de inmunoterapias (disefio de
vacunas basadas en epitopos especificos para células
T) (Ramesh et al., 2016; Soria-Guerra et al., 2015). De
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manera tradicional los epitopos para células T se han
estudiado sintetizando a estos mismos para analisis in
vitro, sin embargo, este tipo de enfoque es costoso tanto
para la sintesis de péptidos como la preparacion del
suero, ademas, de que toma demasiado tiempo, si bien
la citometria de flujo como técnica es répida y eficaz,
el equipo es demasiado costoso. Bajo este contexto
los analisis bioinformaticos han sido utilizados en la
prediccion de epitopos para alérgenos en alimentos,
con la ventaja de su rendimiento, velocidad, bajo costo
(Ahmad et al., 2016; Wang et al., 2020), sin embargo,
son pocos los estudios relacionados con productos
de hidrolisis de estos alérgenos, o solo se centran en
la resistencia de regiones consideradas epitopos a la
hidrélisis enzimatica por el proceso de digestion. El
propésito de la presente investigacion es analizar a los
péptidos alergénicos producto de la hidrolisis en los
principales alergenos de las especies ya mencionadas,
buscando motivos secuenciales conservados como una
explicacion a la reactividad cruzada durante la ingesta
de estos, ya que, aunque cada alérgeno difiere en origen
y estructura, los productos de su degradacién nunca han
sido estudiados con este enfoque, ademas, se pretende
encontrar en estos mismos marcadores que puedan
prevenir una reaccion alérgica por reactividad cruzada,
puesto casi no se han desarrollado bajo el contexto de
que el producto de hidrolisis pueda ser el agente causal
de una reaccién alérgica (Bianco et al., 2022), itnicamente

con el propésito del analisis de proteinas pre digestiéon
(Pilolli et al., 2020).
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La mayoria de los alérgenos mejor caracterizados se
encuentran en la base de datos de la WHO/IUIS y
estdn disponibles para que cualquier persona pueda
acceder a su registro, sin embargo, aqui no se provee
de informacién conformacional o secuencial de estas
moléculas, por lo que se ampli6 la busqueda a NCBI
y UniProt recopilando los formatos fasta para su
posterior andlisis alergénico y filogenético siguiendo la
metodologia ilustrada en el diagrama de flujo Figura 2.

Moléculas alergénicas

Se recuperaron a los principales alergenos para
las especies frutales de Persea americana (aguacate),
Musa acuminata (banana), Fragaria amanassa (fresa)
y Mangifera indica (mango) de la base de datos de la
organizacion mundial de la salud en WHO/IUIS
Allergen nomenclature Sub-committee (http://www.
allergen.org), las secuencias de residuos de aminoécidos
se obtuvieron del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/) y UniProt (https://www.uniprot.org/).

Analisis fisicoquimico

Por medio de la plataforma de ProtParam tool en el
servidor de Swiss Institute of Bioinformatics (https://
web.expasy.org/cgi-bin/protparam) se realizé6 un

“Secuencias de residuos de

aminoacidos”

MDVFMKGL SKAKEGWM
SKTKEGVVHGV ATVA EKT|

GSIAAATGFVKKDALGKNE

EEGYQDYEPEA

el

ExPASy

EMBL-EBI

Alineamiento de secuencias

AllerTOPv. 2.0

predicti

3

b2

4 IMMUNE EPITOPE DATABASE
AND ANALYSIS RESOURCE

e

¢

Evaluacién de alergenicidad

Figura 2. Diagrama de flujo para obtencién de péptidos y evaluacion de su alergenicidad.

38 | QUIMICA FARMACEUTICA Y CLINICA

REMDIS Vol. 2, No. 17. Junio 2023 ISSN: 2594-1445



analisis fisicoquimico de las moléculas alergénicas, donde
se evaluaron los siguientes parametros: peso molecular,
punto isoeléctrico teérico, composiciéon y carga de
residuos de aminodcidos, indice de inestabilidad, indice
alifatico y promedio de hidropatia (GRAVY).

Prediccion de epitopos para linfocitos T

Los epitopos para linfoncitos T “MHC-II” fueron
predecidos por medio del servidor MHCII en la
plataforma de IEDB (Immune Epitope Database Analysis
Resource) (http:/ /tools.iedb.org/mhcii/) con cada una
de las secuencias de residuos de aminoacidos de las
proteinas alergénicas, en donde se evaltio la capacidad de
union a HLA II (Human leucocite antigens class II). Cada
secuencia fue ingresada en formato FASTA y procesada
por el método recomendado por IEDB (consensus y
NetMHClIIpan). Como criterios fue seleccionada una
longitud de 12-20 residuos de aminodcidos por default
como sugerencia del servidor, y se recuperaron a los
epitopos con un ranking percentil igual o menor a 2.

Evaluacion de alergenicidad

Los epitopos generados por EIEDB fueron cargados en el
servidor de AllerTop 2.0 (https:/ /www.ddg-pharmfac.
net/AllerTOP/), en donde en base a la hidrofobicidad,
propension a formacién de alfa hélices, abundancia
relativa y propension a formaciéon de ldminas beta
se predijo su propensioén alergénica, se descartaron a
todas las moléculas que no fueron consideradas como
potenciales alérgenos por este servidor.

Digestion in silico

Las secuencias de los alérgenos recuperados en WHO/
IUIS Allergen nomenclature Sub-committee fueron
digeridas por el servidor online de PeptideCutter
(https:/ /web.expasy.org/peptide cutter/), de aqui se
recuperaron Unicamente a los péptidos con longitud
de 12-20 residuos de aminoacidos luego se ingresaron
a el servidor de AllerTop 2.0 donde se consideraron
tnicamente aquellos que se predijo podian ser
alergénicos.

Alineamiento de secuencias

A partir de servidor de Clustal Omega (https://www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) fue realizado un
alineamiento secuencial para identificar a los motivos
conservados entre los epitopos predichos y péptidos
alergénicos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuencia de cada uno de los alérgenos fue recuperada
de NCBI, en la Tabla 1 se muestran a detalle sus
propiedades fisicoquimicas. El indice de estabilidad se
mantuvo en el rango de 25.07 a 39.51 (lo que indica que
estructuralmente las moléculas son muy estables), el
punto isoeléctrico promedio fue de 6.43, aunque Per
a, Mus a 3 y Fra a 3 fueron los tnicos alérgenos con
valores que se ubicaban en el rango alcalino. Los valores
negativos del indice GRAVY nos indicé que la mayoria
de las moléculas alergénicas son fundamentalmente
hidrofilicas, caso contrario de Mus a 3, Mus a 5, Fra
a 3y Man i 4 de caracter hidrofébico, de las cuales
Fra a 3 (GRAVY 0.544) es el alérgeno mas hidrofébico
(Gasteiger et al., 2005; Kyte & Doolittle, 1982). El indice
alifatico por su parte sefiala la estabilidad estructural de
las proteinas a altas temperaturas, entre los alérgenos
estudiados se muestra una resistencia moderada al
aumento de temperatura, en donde Mus a 3 present6 la
mayor resistencia térmica (indice alifatico 102.31), cuyo
valor es comparable a proteinas descritas en termofilos
(Tkai, 1980).

Bajo un proceso de digestion normal los alérgenos
de las cuatro especies frutales seleccionadas seran
hidrolizados por pepsina y tripsina en el estémago, lo
que les permitird atravesar la pared entérica poniéndose
en contacto con las células T, desencadenando una
respuesta inmune (reaccion alérgica) (Huang et al.,
2018). Peptidecutter se utilizé con el propoésito de
simular la digestion de estos alérgenos, generando una
variedad de péptidos en donde se recuperaron aquellos
con el potencial de inducir a la respuesta inmune. Se
consideraron tinicamente secuencias con longitudes
entre 12 y 20 residuos de aminoacidos, 2 de las 12
secuencias analizadas no generaron péptidos con las
caracteristicas ya mencionadas (Mus a 2 y Mus a 3),
aunque Fra a 1 gener6 péptidos con estas caracteristicas,
al ser evaluados por el servidor de AllerTOP 2.0 no
se detect6 potencial alergénico, por lo que fueron
descartados para el propoésito de esta investigacion. En
promedio después de la hidrolisis cada alérgeno gener6
2 péptidos con capacidad de inducir respuesta inmune,
la mayoria de los péptidos alergénicos fueron generados
a base de tripsina. Sin embargo, no hubo similitudes
significativas en cuanto a prediccién de alelos Tabla 2.

Finalmente se identificaron dos consensos con regiones
altamente conservadas en los péptidos resultantes
tras la digestion in silico, los cuales fueron detectados
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de las proteinas alergénicas.

Fruta Alérgeno PM NCR PCR TP II TIA G

Persea
americana Peral 34586 19 23 8.25 37.44 66.56 -0.113
(Aguacate)
Musa
acuminata Musal 14042 16 9 456 25.98 85.65 -0.008
(Banana)
Musa
acuminata Musa?2 33517 22 22 6.77 35.17 59.09 -0.201
(Banana)
Musa
acuminata Musa3 4115 1 3 8.58 25.56 102.31 0.354
(Banana)
Musa
acuminata Musad 21231 14 14 6.33 25.07 46.85 -0.318
(Banana)
Musa
acuminata Musab 33423 19 18 5.89 39.51 89.74 0.000
(Banana)
Fragaria
ananassa Fraal 17784 25 20 5.97 25.03 79.25 -0.557
(Fresa)
Fragaria
ananassa Fraa3 11583 1 10 9.34 33.33 99 40 0.544
(Fresa)
Fragaria
ananassa Fraa4 14067 16 9 4.63 29.98 90.76 -0.051
(Fresa)
Mangifera
indica Manil 29691 20 20 6.84 27.71 56.22 -0.215
(Mango)
Mangifera
indica Mani?2 17823 24 17 547 32.86 87.12 -0.305
(Mango)
Mangifera
indica Mani4 14017 15 8 455 27.75 99.01 0.057
(Mango)
PM, Peso molecular; NCR, residuos con carga negativa; PCR, residuos con carga positiva; TP, punto
isoeléctrico; II, indice de inestabilidad; 1A, indice alifatico; G, indice de hidrofobicidad.
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Tabla 2. Péptidos alergénicos tras la digestién

Alergeno Posicion Proteasa Péptido Alelo (HLAII)
Manil 38 Pepsina NVMSQNCDCAPNL HLA-
(pH1.3) DQA1*01:01/DQB1*05:01
(pH>2)
Mani?2 18 Tripsina HHNSETTTAVAPSR HLA-
DQA1*01:02/DQB1*06:02
Mani4 53 Pepsina PQLKPEEITGIMND HLA-
(pH1.3) DQA1*03:01/DQB1*03:02
(pH>2)
84 Tripsina MVIQGEPGAVIR* HLA-DRB1*13:02
121 Tripsina LTPGQCNIIVER* HLA-DRB1*13:02
Peral 100 Pepsina INNPDAVATDPVIS HLA-
(pH1.3) DQA1*05:01/DQB1*02:01
(PH>2)
125 Tripsina MTPQSPKPSCHNVITGR HLA-
DQA1*05:01/DQB1*03:01
156 Tripsina GVITNIINGGIECGK HLA-DRB1*13:02
Musal 84 Tripsina MVIQGEPGAVIR* HLA-DRB1*13:02
121 Tripsina NEPMTPGQCNMVVER* HLA-
DQA1*01:02/ DQB1*06:02
Mus a 4 43 Tripsina TINVNAGTTGGR HLA-
DQA1*05:01/DQB1*03:01
132 Pepsina CAADINGQCPGA HLA-
(pH1.3) DQA1*03:01/DQB1*03:02
(pH>2)
Mus a5 239 Pepsina VGGANVAVVVSESGW HLA-
(pH>2) DQA1*03:01/DQB1*03:02
255 Pepsina PSAGGGAEASTSNAQT HLA-
(pH>2) DQA1*05:01/DQB1*03:01
Fraa3 40 Pepsina ~ PIAQAITCGQVASNISPCL HLA-DRB3*02:02
(pH1.3)
(pH>2)
58 Tripsina SGGAVPAACCSGIR HLA-
DQA1*05:01/DQB1*03:01
Fraa4 52 Tripsina PQLKPEEVTGIVR HLA-DRB1*04:01
84 Tripsina MVIQGEPGAVIR* HLA-DRB1*13:02
121 Tripsina DEPMTPGQCNMIVER* HLA-
DQA1*01:02/DQB1*06:02

*Péptidos con relacién secuencial
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Figura 3. Alineacién de los péptidos con secuencias conservadas y su grado de conservacion.

por alineamiento de secuencias, XTPGQCNXXVER y
MVIQGEPGAVIR, el primer consenso es de naturaleza
neutral altamente hidrofébico a causa de los residuos
PGCNYV, si bien existen 3 residuos variables, los
sustituyentes que se encontraron en esta investigacion
conservan caracteristicas hidrofébicas (Leucina,
Metionina y Valina) por lo que las variantes conservaran
este mismo caracter. Para el segundo consenso el niimero
de residuos hidrofébicos es mayor MVIGPGAVIR y solo
posee un residuo acido (E) y bésico (R) por lo que es
considerado neutral, en este no se encontr¢ variabilidad,
y se conservaron en su totalidad los residuos Figura 3.
Persea americana fue la tinica especie que no compartié
motivos secuenciales con las demads especies pese
a lo reportado por otras investigaciones (El-Faham
et al., 2020)peanuts and grass and tree pollens. Here
we describe antigenic molecules that cross-react with
rabbit anti- S . mansoni IgG antibodies in extracts of the
house dust mite (HDM, esto sugiere que en este caso
los productos de hidrolisis no ocasionan reactividad
cruzada.

Para las frutas que, si compartieron motivos, cada
péptido resulté de la digestion por tripsina, lo que
sugiere que en la ingesta de cualquiera de las especies
ensayadas la sensibilizacion y reactividad cruzada puede
llevarse a cabo a nivel gastrointestinal. La resistencia,
conservacion y estabilidad de estos motivos los hace
potenciales candidatos a convertirse en marcadores a
manera de prevencién de una reaccién alérgica producto
de reactividad cruzada. Si bien existen marcadores de
secuencias alergénicas, estos en su mayoria solo se
utilizaron para el andlisis de proteinas previas a su
digestion sin considerar a los productos de hidrdlisis
(Pilolli et al., 2020), Bianco et al. realizé una de los
pocas investigaciones que consideran a los productos
de digestion de alérgenos sobre Arthrospira platensis
(alga spirulina) que es un suplemento alimenticio
de libre venta, donde se reportaron a 3 péptidos con
potencial alergénico (Bianco et al., 2022). Nuestros
resultados demostraron que tras la digestion de las

especies frutales analizadas hay secuencias que se
conservan independientemente de la especie, que son
capaces de desencadenar una respuesta alérgica, por
lo que las secuencias obtenidas en este estudio pueden
ser utilizadas bajo un nuevo enfoque previamente
inexplorado como marcadores de reactividad cruzada
para la prevencion de reacciones alérgicas, puesto a que
se conoce la severidad y el riesgo para la salud que estas
representan.

CONCLUSION

Por digestion in silico se generaron péptidos a partir
de los principales alérgenos de 4 frutas en especies
de Magnoliphyta, evaluando su alergenicidad por
servidores online principalmente AllerTop 2.0 e
IEDB, se predijeron 19 péptidos capaces de inducir
una respuesta inmune tras su digestion, y se encontré
por alineamiento de secuencias que existen 2 motivos
conservados XTPGQCNXXVER y MVIQGEPGAVIR
los cuales son independientes de la proteina y fruta de
procedencia, nuestros resultados sugieren que este es
uno de los factores que contribuye a la reactividad al
cruzada al ingerir frutas de especies de Magnoliphyta
En esta investigaciéon, los métodos de caracter
bioinformatico fueron eficientes para la predicciéon y
anélisis de péptidos alergénicos, estos resultados pueden
ayudar a comprender el mecanismo de sensibilizacién
y reactividad cruzada por ingesta de Mangifera indica,
Fragaria ananasa, Persea americana y Musa acuminata,
ademas, se espera que esta informacion contribuya al
desarrollo de marcadores para la prevenciéon y reduccion
de la incidencia de reactividad cruzada alimenticia.
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RESUMEN

Se estima que, a nivel mundial, se han presentado un
total de 676 millones de casos de infecciones por SARS-
CoV-2 que provoca la enfermedad por coronavirus
conocida como COVID-19. Un alto porcentaje de estos
casos ha presentado sintomas que se mantienen después
de la fase aguda de la infeccion, a lo que se conoce como
sindrome de COVID largo o COVID prolongado. De
manera interesante, un alto porcentaje de estos pacientes
han reportado alteraciones neurocognitivas. La fatiga,
cefalea y la disfuncién cognitiva; manifestada como
problemas de concentracién, déficits de memoria a
corto plazo, pérdida general de memoria, disminucién
especifica de las habilidades de atencién, deterioro de
las funciones ejecutivas y coordinacién psicomotora, se
encuentran entre los méds comunes. Algunos pacientes
también sufren problemas de suefio, depresion, ansiedad
y trastorno de estrés postraumaético. Los pacientes con
COVID prolongado pueden presentar hipo metabolismo
cerebral, hipoperfusion de la corteza cerebral y cambios
en la estructura cerebral y la conectividad funcional.
En esta revision se analizara la evidencia disponible
acerca de los sintomas neurocognitivos en el sindrome
de COVID largo. Aunque la evidencia epidemiolégica
aun es limitada, los resultados muestran que la fatiga
es el sintoma mas comun, prevalente en el 28% de los
pacientes. También se encontraron prevalencias altas
de dolor de cabeza, problemas cognitivos, depresion
y ansiedad. Adicionalmente, las mujeres y pacientes
con infeccién grave/critica por COVID-19 tienen un
mayor riesgo de experimentar sintomas post-COVID
neurocognitivos.

Palabras clave: COVID-19 largo, sindrome de post-
COVID-19, sintomas neurocognitivos, sintomas
neurolégicos, sintomas cognitivos, fatiga, anosmia,
ageusia, cefalea

ABSTRACT

A total of 676 million cases of COVID-19, an infectious
disease caused by the SARS-CoV-2 virus, have been
estimated worldwide. A high percentage of these
cases presented persisting symptoms even after the
acute phase of the infection, a condition known as long
COVID syndrome or prolonged COVID. Interestingly,
neurocognitive symptoms have been reported in
more than 30% of those patients. Fatigue, headache,
and cognitive dysfunction; such as, concentration
problems, short-term memory deficits, general memory
loss, specific decline in attention skills, language and
praxis, coding and verbal fluency, executive function
impairment and psychomotor coordination, are
among the most common. Several patients also suffer
from sleep problems, depression, anxiety, and post-
traumatic stress disorder. Patients with prolonged
COVID may present with cerebral hypometabolism,
hypoperfusion of the cerebral cortex, and changes in
brain structure and functional connectivity. This review
will analyze the available evidence about neurocognitive
symptoms in long-term COVID syndrome. Although the
epidemiological evidence is still limited, the results show
that fatigue is the most common symptom, prevalent
in 28% of the patients. High prevalence of headache,
cognitive problems, depression and anxiety were
also found. The review of the evidence on risk factors
suggested that women and those with severe/critical
COVID-19 infection were at higher risk of experiencing
post-COVID neurocognitive symptoms.

Key words: Long COVID, post-COVID-19 syndrome,
neurocognitive symptoms, neurological symptoms,
cognitive symptoms, fatigue, anosmia ageusia.
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INTRODUCCION

La epidemia por COVID-19 es, sin duda, un reto sin
precedentes en la historia de la salud publica a nivel
mundial. El nimero estimado de infectados, desde sus
inicios, en diciembre de 2019 y hasta el 10 de marzo de
2023, se ha estimado en mas de 676 millones de personas
(Hopkins, 2023). Este nimero se sigue incrementando a
pesar del descenso en los casos graves y la mortalidad
asociada a esta enfermedad. Aunado al cambio en
las infecciones, muchas personas presentan sintomas
después de la infecciéon aguda por COVID-19, este
sindrome es el conocido como COVID prolongado,
COVID largo o sindrome de post-COVID (Lopez-Leon
S, 2021).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), el sindrome pos-COVID-19 se define como “la
continuacién o desarrollo de nuevos sintomas 3 meses
después de la infeccion inicial por SARS-CoV-2, con
una duracién de estos sintomas de al menos 2 meses
sin otra explicaciéon ”(WHO., 2022). Los sintomas de
esta condiciéon van desde la fatiga, dificultad para
respirar, tos, insomnio y mialgia, entre otros (Alkodaymi
et al., 2022). Alteraciones de caracter neurocognitivo
han sido reportados frecuentemente y se encuentran
entre de mayor prevalencia (De Luca et al., 2022). Las
manifestaciones neurolégicas del SARS-CoV2 pueden
agruparse en 3 categorias: del sistema nervioso central
(mareos, dolor de cabeza, enfermedad cerebrovascular,
convulsiones, alteracion de la conciencia), del sistema
nervioso periférico (anosmia, ageusia, discapacidad
visual, dolor neuropético, sindrome de Guillain-Barré
y variantes) y lesion musculoesquelética (Arriola Torres
L.E., 2020).

Algunos autores sugieren que la persistencia de
sintomas, en general, se relaciona con la desregulacion
inmunitaria relacionada con la inflamacién (De Luca et
al., 2022). En los casos neurolégicos, se ha mencionado
que la neuro inflamacién puede estar relacionada con
la aparicion de sintomas, a través de una activacion de
la microglia o de reacciones autoinmunes (Castanares-
Zapatero et al., 2022; Martelletti et al., 2021). Ademas,
la infeccién en general y los sintomas neurolégicos
en particular, se han relacionado con consecuencias
cognitivas y psicolégicas en el COVID prolongado que
van desde déficits cognitivos y niebla mental hasta
sintomas depresivos, ansiedad o insomnio (De Luca et
al.,, 2022; Hartung et al., 2022).

En esta revisiéon narrativa se analizara la evidencia
epidemiolégica disponible acerca de los sintomas
neurolégicos, cognitivos y psicolégicos en el sindrome
de COVID largo, asi como las opciones disponibles para
su tratamiento y prevencion. En la primera parte se
describird como se realiz6 la busqueda, posteriormente
se mostraran los resultados obtenidos, la seccién de
discusion y las conclusiones.

DESARROLLO

Para llevar a cabo esta revisién narrativa, se realiz6é una
busqueda exhaustiva en PubMed, Cochrane Library y Web
of Science de articulos publicados en inglés o espafiol
desde el 1 de noviembre de 2019 hasta el 30 de diciembre
de 2022. Los criterios de inclusion incluyen solo a
articulos en humanos, publicados en revistas arbitradas
en inglés o en espafiol, con un resultado cuantitativo
relacionado con sintomas o secuelas neurolégicas o
cognitivas derivadas de la infeccién por COVID-19. Se
excluyeron articulos de opinién, comentarios o algtin otro
tipo de articulo que no sea original. La informacién fue
agrupada dependiendo del tipo de sintoma analizado.

Sintomas neurocognitivos por COVID19

Los sintomas neurocognitivos relacionados con
COVID-19 se han reportado desde etapas muy tempranas
del inicio de la pandemia. Una revision sistematica
analiz6 las prevalencias de distintos sintomas en la
COVID de larga duracién en un total de 47,910 pacientes
(Lopez-Leon S, 2021) y encontraron que un 80% de los
pacientes estudiados desarrollaban al menos un sintoma
en la etapa posterior a la infeccion aguda. Dentro de
los sintomas neurocognitivos, el mas prevalente fue
la fatiga, seguido del dolor de cabeza y problemas de
atencion (Lopez-Leon S, 2021). Se reportaron también
otros sintomas neurocognitivos con menor prevalencia,
entre ellos la ageusia, anosmia, pérdida de memoria,
problemas auditivos o tinnitus, mareos, niebla o bruma
mental, entre otros. En cuanto a sintomas psiquidtricos,
se reportaron prevalencias altas de ansiedad y depresion,
en un 14% y 13%, respectivamente (O’Mahoney et al.,
2023). A continuacion, se analizaran los sintomas con
mayor prevalencia.

Fatiga

Multiples estudios han analizado el sindrome de fatiga
crénica en pacientes con COVID largo y en muchos de
ellos se ha encontrado que éste es el sintoma neurolégico
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reportado con mas frecuencia (Figura 1, A) (O’'Mahoney
et al., 2023; Rao et al., 2022; Yang et al., 2022). Algunos
estudios se han enfocado en analizar la frecuencia del
sintoma, otros han comparado los factores de riesgo,
el riesgo entre hospitalizados y no hospitalizados o el
tiempo de duracién de la secuela.

La caracteristica basica de esta fatiga es el cansancio
extremo, tanto fisico como mental, que no disminuye con
el reposo y continta por un periodo largo, acompafiada,
en muchas ocasiones, de problemas para dormir,
malestar post esfuerzo, problemas para concentrarse,
entre otros (Ceban et al., 2022). Un metaanalisis de 9944
pacientes analiz6 los sintomas presentados 12 o més
semanas después de la etapa de COVID-19 agudo, con
una mediana de duracién de 6 meses posteriores a la
infeccion aguda, y encontré que 52.8% (95%CI 19.9%,
84.4%) de los pacientes presentaban fatiga (Pinzon et
al., 2022). Estas prevalencias varian dependiendo de la
poblacién investigada y el tiempo transcurrido desde
el inicio de la infecciéon. Un metaandlisis mds reciente
que incluyé un total de 70 estudios encontré una
prevalencia para fatiga crénica de 28% (IC 95%: 25%,
36%) (O’Mahoney et al., 2023). En cuanto a la duracién
de los sintomas, los estudios disponibles muestran que,
si bien son persistentes, estos van disminuyendo. Un
estudio realizado en China en pacientes con diagnostico
previo de COVID-19, analiz6 los sintomas de COVID
largo a los 6, 12 y 24 meses posteriores al inicio de la
infeccion aguda (Huang et al., 2022) y encontré que
la fatiga tuvo una prevalencia de 52% a los 6 meses y
disminuy®6 hasta el 30% a los 2 afios (Huang et al., 2022).
Es importante notar que estudios recientes en pacientes
vacunados muestran un efecto protector, sobre todo
después de dos dosis, de las vacunas en el desarrollo de
COVID largo en general y para la fatiga, en particular
(Notarte et al., 2022).

Algunos estudios de cohorte analizaron, ademés de las
prevalencias, los factores de riesgo. Tal es el caso del
estudio de Kambhampati et al. (2022), donde la fatiga fue
el sintoma més frecuente (55.8%) después de 6 semanas
de seguimiento. Es interesante notar que ser mujer (OR
2.4,1C95%:1.03,5.58, p = 0.041) y la administracién de
esteroides durante la estancia hospitalaria (OR: 4.43;
IC 95%: 1.9, 10.28, p = 0.001), resultaron ser factores
de riesgo significativos para la presencia de sintomas
posteriores a COVID a las 6 semanas (Kambhampati
et al., 2022). Los estudios que se han enfocado en los
factores de riesgo han encontrado que existe una mayor

presencia de fatiga en las mujeres, en pacientes de edad
avanzada, asmaticos, diabéticos, con insuficiente renal
cronica y otras comorbilidades (Emecen et al., 2022).

Estudios previos han reportado una asociacién
entre la fatiga y los niveles clinicos de depresion y
ansiedad (Bol et al., 2009). A pesar de la evidencia de
que los sintomas neuropsiquidtricos y la fatiga estan
fuertemente asociados, es importante reconocer que
esta asociacion podria deberse en parte a la similitud
de los sintomas clinicos, especialmente en personas con
depresion (Chaudhuri & Behan, 2004). Ademas, se ha
mostrado que el diagndstico preexistente de depresion
puede aumentar la gravedad de la fatiga en los meses
posteriores a la infecciéon por SARS-CoV-2 (Mazza et
al., 2020).

Estos hallazgos sugieren una relacion entre la fatiga y los
trastornos neuropsiquiatricos y cognitivos. Sin embargo,
pocos estudios han investigado si estas tres dimensiones
de la condicién post-COVID-19 estan interrelacionadas
o son entidades independientes.

Cefilea

La cefalea o dolor de cabeza se muestra como la segunda
afeccion mds comun durante y después de la infeccion
aguda por SARS-CoV2. Los virus respiratorios en
general pueden causar sintomas neurolégicos, siendo
el dolor de cabeza uno de los mas comunes. La cefalea
es un sintoma contemplado en infeccion viral sistémica
segln la Clasificacién Internacional de Trastornos por
Cefalea (Pennisi et al., 2020). Los mecanismos exactos
del dolor de cabeza atribuido a la infeccién sistémica
adn no se han determinado con claridad, aunque
entre las posibles causas se considera a la fiebre y a los
pirégenos exdégenos o endogenos, los efectos directos
de los propios microorganismos y la activaciéon de
varios mediadores inmunoinflamatorios (citoquinas,
glutamato, ciclooxigenasa-2), sistema de prostaglandina
E2, sistema de 6xido nitrico y especies reactivas de
oxigeno (Bobker & Robbins, 2020). Sin datos patolégicos
s6lidos, la forma exacta en que el virus SARS-CoV?2 afecta
el sistema nervioso atn es un campo de investigacion
activo y prometedor.

La cefalea es uno de los primeros sintomas en aparecer
durante la etapa aguda de la infeccion, se estima que
estd presente en un 14 a un 60% de los casos; ademas,
en muchos casos se mantiene posterior a la etapa aguda
(Tanaetal., 2022). La prevalencia de la cefalea también fue
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variable dependiendo de la poblacion y la temporalidad;
en el metaanalisis de O’Mahoney (O’Mahoney et al.,
2023) que incluy6 27 estudios se encontré una prevalencia
de 7% (IC 95%: 5%, 9%) (Figura 1, B), los valores en los
estudios mas recientes varian desde un 7% hasta un
12% (Alkodaymi et al., 2022; Premraj et al., 2022). En
otro estudio, por ejemplo, un meta-analisis que incluy6
28,438 participantes, la prevalencia general de cefalea un
mes después del inicio de la fase aguda fue de 10.2%;
a los dos meses fue de 10.6% y de 8.4% a los tres meses
(Fernandez de Las Penas et al., 2021), lo que indica una
disminucién de este sintoma con el paso del tiempo.
abordaron la presencia de dolor de cabeza como un
factor determinante en la presencia de fatiga posterior
a la infeccion por SARS-CoV-2. En Espafia, se realiz6
un estudio de casos y controles que incluy6 pacientes
hospitalizados durante la primera ola de la pandemia.
Los pacientes con cefalea de inicio presentaron mayor
nimero de sintomas post-COVID (OR= 1.16, IC 95%:
1.03,1.30). La fatiga como sintoma a largo plazo también
fue més prevalente en pacientes con cefalea al inicio
(OR=1.55; IC 95 %:1.07, 2.24).

Depresion y ansiedad

La depresioén y la ansiedad son sintomas reportados de
forma recurrente durante infecciones agudas (Lam et
al., 2009; Lee et al., 2007). En el caso de COVID-19, se
han llevado a cabo estudios que reportan prevalencias
medias de depresion entre 15.56% y 54.51% (Ahmed et
al., 2020). En un metaanalisis que incluy6 32 estudios
se reporta una prevalencia acumulada de 14% (IC 95%:
11%,17%) para ansiedad (Figura 1, C) (O’'Mahoney et al.,
2023). Las prevalencias reportadas para depresion fueron
de 13% (IC 95%: 10%, 16%) (Figura 1, D). Los valores
varian entre estudios, temporalidad y poblaciones; sin
embargo, algunos estudios sugieren que las prevalencias
de depresion y ansiedad pueden incluso aumentar
después del periodo agudo, en contraste con lo que pasa
con los sintomas pulmonares o digestivos, en los que
tiende a disminuir (Premraj et al., 2022).

En un metaandlisis realizado en 2022 se estratificaron los
resultados, dependiendo de la duracion de los sintomas,
alos 6 y alos 12 meses post etapa aguda y encontraron
que la prevalencia de la depresion se duplico entre los
6 y 12 meses, pasando el 8% al 26%; mientras que la
ansiedad tuvo un incremento del 20% al 38% (Premraj
et al., 2022).

De manera interesante, el ser del sexo femenino

incrementa el riesgo de padecer depresion y ansiedad
en el sindrome de COVID largo (Bucciarelli et al.,
2022); sin embargo, los estudios que han analizado los
factores de riesgo no pudieron contemplar el estatus
que tenian los pacientes previamente, por lo cual no es
posible excluir la posibilidad de falso positivos. Otros
estudios han mencionado que un mayor porcentaje de
sintomas fisicos también se ha relacionado con mayor
riesgo de depresion y ansiedad (Ismael et al., 2021). Es
importante notar que tanto depresién como ansiedad
se han relacionado con la presencia de otros sintomas
fisicos, el aislamiento e, incluso, los procesos de duelo
en personas que han perdido a familiares o amigos; por
esto, atin no se ha determinado qué porcentaje de los
pacientes presentan estas condiciones como un sintoma
de COVID largo o si este se debe a otros detonantes
relacionados con las condiciones pandémicas (Renaud-
Charest et al., 2021).

Problemas cognitivos

Un tema comtin que se ha reportado en los supervivientes
de COVID-19 ha sido el de los sintomas cognitivos. Estos
sintomas son variables e incluyen desde problemas
de memoria, concentracién y niebla mental hasta el
trastorno cognitivo leve. Algunos estudios han empleado
instrumentos estandarizados en la medicién y otros se
han limitado al auto reporte.

Un meta-andlisis, que incluy6 estudios con un afio o mas
de seguimiento, analiz6 cinco estudios que incluyeron
un total de 1394 pacientes y mostré una prevalencia de
problemas de memoria de 19% (IC 95%: 7%, 31%); en
cuanto a los problemas de concentracion, se incluyeron
tres estudios, para un total de 722 pacientes, y mostraron
una prevalencia de 18% (IC 95%: 2%, 35%) (Han et al.,
2022). Otros estudios se han enfocado en evaluar déficits
cognitivos en general; en el meta-andlisis realizado
por Zeng et al. (Zeng et al., 2023) se incluyeron ocho
estudios que evaluaron esta variable en un total de 2256
participantes, la prevalencia estimada fue de 19.7% (IC
95%: 8.8%, 33.4%).

En el caso del deterioro cognitivo, la prevalencia
agrupada en un metaanalisis que incluy6 13332
participantes fue de 22% (IC 95%: 17%, 28%) (Ceban et
al., 2022). Es esa misma revision se incluyeron estudios
que analizaban los patrones inflamatorios periféricos
12 semanas o mas después de la etapa aguda de la
infeccion. Los resultados mostraron que los individuos
afectados por COVID largo presentaban incremento en
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Figura 1: Resumen de metaanalisis realizados en poblacion general que
evaluan fatiga, dolor de cabeza, depresion y ansiedad

A. Fatiga

Autor (ano) No.de estudios Prevalencia (IC 95%)

O'Mahoney (2023) 70 0.28 (0.25, 0.36) i

Yang (2022) 53 0.28 (0.22, 0.33) ——

Rao (2022) 4 0.42 (0.32, 0.53) ——
Badenoch (2022) 32 0.24 (0.18, 0.33) ——

Alkodaymi (2022) 25 0.32 (0.22, 0.44) ——

rrrerrererrrrrerTrrerTrrerrrT™y
O 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05

B. Dolor de cabeza

Autor (ano) No.de estudios Prevalencia (IC 95%)
O'Mahoney (2023) 27 0.07 (0.05, 0.09) —e—
Yang (2022) 33 0.08 (0.05, 0.11) ——
Premraj (2022) 19 0.1(0.01,021) + =
Badenoch (2022) 15 0.07 (0.04, 0.12) e
Alkodaymi (2022) 12 0.12 (0.05, 0.2) ; =
C. Ansiedad
Autor (ano) No.de estudios Prevalencia (IC 95%)
O'Mahoney (2023) 32 0.14 (0.11,0.17) ——
Tiangi Yang (2022) 24 0.18 (0.14, 0.23) —
Premraj (2022) 19 0.23 (0.13, 0.33) L -
Badenoch (2022) 14 0.19(0.13, 0.27) ——
Qing Han (2022) 17 0.22 (0.15, 0.29) b
D. Depresion
Autor (ano) No.de estudios Prevalencia (IC 95%)
O'Mahoney (2023) 30 0.13(0.1,0.16) [
Tiangi Yang (2022) 22 0.13(0.09, 0.17) _——
Premraj (2022) 19 0.12 (0.07, 0.21) —
Badenoch (2022) 16 0.13 (0.07, 0.22) —
Qing Han (2022) 5 0.23 (0.12, 0.34) [ =

rererererererreereereereererTey
0003 00750101285 017502025 0275030328

NOTA: Se presentan los cinco metaanalisis mas recientes y con el mayor nimero de estudios
analizados.
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Figura 2: Resumen de metaanalisis realizados en poblacion general que evaluan problemas cognitivos,
olfatorios y gustativos.

A. Problemas cognitivos

Autor (ano) No.de estudios Sintoma Prevalencia (IC 95%)

O'Mahoney (2023) 13 Disfuncién cognitiva 0.17 (0.1, 0.27) —_—

Premraj (2022) 19 Problemas de memoria 0.27 (0.18, 0.36) —_—
Tianqi Yang (2022) 8 Deterioro cognitivo 0.21 (0.11, 0.37) -

Alkodaymi (2022) 6 Desorden cognitivo 0.14 (0.03, 0.31)

Ceban (2021) 43 Deterioro cognitivo 0.22 (0.17, 0.28) —_——

| o et e S P . SRR S S, L R T
0 00250050008 01 Q125 0150178 02 02250250275 03 0. XS 0808

B. Problemas olfatorios

Autor (ano) No.de estudios Sintoma Prevalencia (IC 95%)
O'Mahoney(2023) 41 Problemas olfatorios 0.06, (0.05, 0.09) ——
Yan (2022) 36 Anosmia 0.06, (0.04, 0.08) —
Premraj (2022) 19 Anosmia 0.12, (0.07, 0.17) -
Badenoch (2022) 18 Disnosmia 0.11, (0.08, 0.16 ) —_——
Alkodaymi (2022) 16 Pérdida del olfato 0.09, (0.04,0.17) -
o ees s ams  er  oms s e

C. Problemas gustativos

Autor (afno) No.de estudios Sintoma Prevalencia (IC 95%)

O'Mahoney(2023) 32 Problemas gustativos 0.05, (0.03, 0.08) —_——t

Yan (2022) 31 Ageusia 0.086, (0.04, 0.09) ————
Premraj (2022) 19 Disgeusia 0.11,(0.04, 0.17) ' -
Badenoch (2022) 18 Disgeusia 0.07, (0.05, 0.11) —
Alkodaymi (2022) 13 Pérdida del gusto 0.08, (0.03, 0.15) o

T T T 1
o 0028 o o.ors a1 [ RF o8 s

NOTA: Se presentan los cinco metaanalisis mas recientes y con el mayor nimero de estudios analizados.
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el namero de células T CD4+; también se encontraron
incrementos en citocinas proinflamatorias y en IL-6; en el
caso de pacientes que tuvieron COVID-19 grave también
se encontraron incrementos significativos en amiloide A
sérico, que es parte de una familia de apolipoproteinas
asociadas a lipoproteinas de alta densidad marcadoras
de inflamacién sistemética y que se expresan también
en otro tipo de infecciones, como la mononucleosis o
la influenza Ah1N1, y se usan como indicadores de la
gravedad del pacientes. También se ha reportado el
incremento en TNF-a e IL-1RA, que son citoquinas de la
inmunidad innata mediadoras de la inflamacion (Ceban
etal., 2022).

Problemas olfatorios y gustativos

Uno de los sintomas maés frecuentemente reportados
en pacientes durante la fase aguda de infecciéon por
COVID19 fueron los problemas olfatorios y gustativos,
con prevalencias del 41% en sintomas olfatorios (IC 95%:
28.5%, 53.9%) y 38.2% en sintomas gustativos (IC 95%:
24.0%, 53.6%) (Agyeman et al., 2020). Estos sintomas
se han mantenido en muchos pacientes que se han
recuperado. Los problemas olfatorios y gustativos van
desde la pérdida del sentido, como ageusia (pérdida
del gusto) y anosmia (pérdida del olfato); hasta la
disminucién en la sensibilidad, como la hipogeusia
(reduccién del sentido del gusto) e hiposmia (reduccién
del sentido del olfato). Los mas comtnmente reportados
son hiposmia e hipogeusia, con prevalencias del 29.9%
(IC95%:19.9%,40%) y del 31.2% (IC 95%:16.4%, 46.1%),
respectivamente (Trott et al., 2022). En el caso de la
ageusia y la anosmia, las prevalencias estimadas son
del 11.7% (IC 95%: 6.1%, 17.3%) y del 12.2% (IC 95%:
7.7%, 16.6%), respectivamente (Trott et al., 2022). Los
metaanalisis mds recientes han encontrado prevalencias
de problemas olfatorios entre el 6% y el 12% (Figura 2, B)
ydeunb5% aun11% en el caso de los gustativos (Figura
2, C), pero la evaluacion de los sintomas es variable, ya
que puede ir desde una anosmia hasta el auto reporte
de problemas olfatorios y esto provoca problemas en
la comparacién de los estudios (Alkodaymi et al., 2022;
O’Mahoney et al., 2023; Premraj et al., 2022).

Los estudios que han analizado la prevalencia de
sintomas olfatorios y gustativos, en general, reportan
que hay un decremento con el paso del tiempo. En un
metaanalisis reciente, se analiz6 la duracién de estos
sintomas a los 60, 90 y 180 dias después de la infeccién
(Tanetal., 2022). A los 180 dias, el 95.7% (IC 95%: 89.5%,
98.3%) de los pacientes reportaron la recuperaciéon del

sentido del olfato y el 98% (IC 95%: 92.2%, 95.5%) del
sentido del gusto (Tan et al., 2022).

Mecanismos biolégicos

EI SARS-CoV-2 se caracteriza por su forma esférica con
una apariencia de corona (de ahi el nombre) y envoltura
externa contiene proteinas estructurales. La proteina
Spike (S) forma parte de esta envoltura y es clave en
el proceso infeccioso ya que facilita la unién del virus
al receptor de la célula huésped pues interactta con
el receptor ACE2 de la célula (enzima convertidora
de angiotensina II). De esta forma, el virus entra
por endocitosis a la célula humana para que el ARN
genémico del virus realice el trabajo de traduccién,
replicacion y transcripcion de proteinas que llevaran
a una produccién y ensamble de més particulas viricas
para lograr infectar una mayor cantidad de células. Al
ser un agente patégeno el SARS-CoV-2 desencadena
una respuesta inmune; las células epiteliales alveolares
expresan el receptor ACE2 y al ser infectadas por el
virus aumenta la respuesta suprimida o atrasada de
los interferones tipo I y II, esta cadena inflamatoria
puede presentar complicaciones y generar sindrome
de liberacién de citoquinas lo cual es muy comun
que se presente en pacientes graves de COVID-19 y
desencadenando una falla multisistémica que al mismo
tiempo potencia la aparicién de secuelas o COVID largo.

DISCUSION

Realizamos una basqueda y sintesis exhaustiva de la
evidencia de la prevalencia y los factores de riesgo para
los sintomas neurocognitivos posteriores a la infeccion
por COVID-19. Los datos mostraron que el sintoma
mas frecuente fue la fatiga, con prevalencias reportadas
alrededor del 28%. Ademas de la fatiga, también se
encontraron prevalencias altas de dolor de cabeza,
problemas cognitivos, depresion y ansiedad. La revision
de la evidencia sobre los factores de riesgo sugiere que
las mujeres y aquellos con infeccién grave/critica por
COVID-19 estaban en mayor riesgo de experimentar
sintomas post-COVID a largo plazo (Kambhampati et
al., 2022). Los resultados analizados sugieren que existen
condiciones o padecimientos previos cuya interaccion
con SARS-CoV-2 pueden incrementar el riesgo de
secuelas o COVID largo. La duraciéon de los sintomas
en el periodo de COVID largo fue analizada en distintos
estudios y se reporta que, incluso un afio después, un alto
porcentaje de pacientes seguian presentando sintomas
o secuelas. Dentro de los sintomas, la fatiga no solo es
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el mas frecuente, sino también el més persistente. En
los estudios que presentaban duraciéon de mas de un
afio se pudo corroborar que el sintoma que continuaba
era la fatiga, mientras que muchos otros sintomas iban
mejorando con el tiempo.

Ademas de las estrategias farmacolégicas, otros
tratamientos también pueden ser eficaces en el
tratamiento de los sintomas, como lo es la fisioterapia,
tal como se menciona en la publicaciéon de (Mayer et
al., 2021) cuyo analisis mostré una recuperacion de
fuerza muscular, funcién fisica y capacidad de ejercicio.
Ademas, si bien, los sintomas no desaparecieron por
completo, si disminuyeron. Lo anterior podria generar
pautas para que los profesionales de la rehabilitacion
fisica trabajen en diversos planes de rehabilitacion segin
las caracteristicas y necesidades del paciente y a su vez
esto sea una herramienta que ayude a combatir los
sintomas del sindrome post-COVID.

Es importante destacar el papel que juegan las vacunas
en los sintomas de COVID largo, ya que hay estudios que
muestran que las personas vacunadas, incluso las que
tenian una infeccién avanzada, tenian un menor riesgo
de sintomas relacionados después de 28 dias de iniciada
la infeccion (Antonelli et al., 2022). Pese a esto, atin existe
la necesidad de determinar si el tipo y la frecuencia de
las vacunas (es decir, refuerzos) pueden influir en el
riesgo de COVID persistente y/o gravedad de Sindrome
Post-COVID.

Porlo anterior, consideramos importante que el fenémeno
de los “sintomas largos” sea abordado también desde
una perspectiva psicosocial, debido a que el contexto
de la pandemia favoreci6 la aparicién de padecimientos
psicoemocionales. Los hallazgos presentados en esta
revision pueden estimular futuras investigaciones que
contribuyan al abordaje politico, social y sanitario de
los efectos que este virus ha generado en los dltimos
tiempos.

CONCLUSION

En este articulo se realizé una revision exhaustiva
de los aspectos neurocognitivos de la COVID larga.
Los sintomas mas prevalentes fueron fatiga, cefalea,
problemas cognitivos, depresién y ansiedad. El ser del
sexo femenino, la edad de los pacientes y la presencia
de comorbilidades fueron identificados como factores de
riesgo. Aunque atin no existe un tratamiento especifico
para la COVID prolongada, algunos tratamientos

farmacolégicos y psicolégicos han ayudado en los
procesos de recuperacion. La vacunacién juega un papel
clave en la prevencién de la COVID a largo plazo.
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RESUMEN

La lophomoniasis pulmonar es una infeccion producida
por un protozoario sumamente rara, esta asociada
con enfermedades crénicas que comprometen la
respuesta inmune, las manifestaciones son similares
a padecimientos pulmonares como tuberculosis (TB)
u hongos, por lo que se retrasa el diagnéstico y el
tratamiento oportuno, lo que lleva a complicaciones
graves en incluso la muerte. Se presenta el caso clinico:
paciente masculino de 37 afios de edad, con diagnoéstico
de neumonia, presentaba sindrome respiratorio,
principalmente hemoptisis y fiebre lo que sugeria
tuberculosis pulmonar. Se realiz6 lavado bronquial a fin
de obtener una mejor calidad de la muestra para hacer el
diagndstico microbiol6gico, también se solicité exdmenes
de laboratorio y adicionalmente se le realiz6 prueba de
RT-PCR para determinar la presencia de SARS-CoV-2
la cual fue positiva. Los resultados para TB y KOH para
hongos fueron negativo. Fuera del protocolo realiz6
el examen en fresco homogeneizando la muestra se
realiz6 poniendo sobre un porta objetos muestra fresca,
se cubri6 con un cubre objetos y se observé con objetivo
de 10X para enfocar posteriormente con objetivo de 40X
para la basqueda intencionada de elementos forme
de importancia clinica. Se observé elemento celulares
multiflagelados que morfolégicamente corresponden
a Lophomonas spp. El protocolo para el analisis
bacteriolégico de secrecién bronquial o expectoracion
debe contemplar la observacién en fresco, a fin de hacer
la basqueda sobre todo trofozoitos de Lophomonas spp.
En México solo hay un caso reportado en el afio 2017 en
la Ciudad de Veracruz. Los protozoarios Lephomonas no
son conocidos por el personal médico y de laboratorio
debido a que las solicitudes médicas para el andlisis de

este tipo de muestras no estd considerado el examen en
fresco en protocolo de anélisis.

Palabras Clave: Lophomonas, Lophomoniasis, Sindrome
respiratorio.

INTRODUCCION

La lofomoniasis es una enfermedad producida
por Lephomonas spp., un protozoo piriforme u
oval multiflagelado y anaerobio perteneciente a la
Familia: Lophomonadidae, Orden: Lophomonadida.
(filogenéticamente son considerados como parabasalidos,
de la misma familia de las Trichomonas), actualmente se
han considerado endocomensales del tracto digestivo
de algunos artrépodos como termitas y cucarachas,
también se han encontrado en aves avutardas (Morales
et al. 2019). Se describieron por primera vez en 1960
en el intestino de las cucarachas sinantrépicas Blatta
orientalis (Blattidae). Se han documentado dos tipos de
Lophomonas, L. blattarum y L. striata; por décadas, estos
parasitos se consideraron inocuos para el humano, pero
en 1993 fue reportado el primer caso de lophomoniasis
pulmonar, desde entonces se han identificado cerca
de 163 casos en el mundo, en China se ha reportado
cerca de 95% de las infecciones, otros paises en los que
se han documentado casos son Turquia, Pert, India y
México (un caso pediatrico en el 2017) (Cazorla-Perfetti.
et al 2015; Vasquez-Revilla. et al 2022). La lofomoniasis
es causada por Lophomonas spp., un nuevo protozoo
emergente, que comunmente afecta el tracto respiratorio
inferior humano, (Nakhaei et al. 2022). La infeccién por
Lophomonas es una infeccién respiratoria emergente
causante de enfermedades parasitarias. Aunque es
comun en pacientes inmunocomprometidos, también
se ha observado en algunos casos inmunocompetentes,
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(Keche et al. 2022). Después de China, Perd es el segundo
pais con mayor nimero de casos, (Moya-Salazar et al.
2021). La evaluacion incorrecta de las muestras de lavado
bronquial genera retardo en el diagndstico correcto y
evolucion al estado grave como la neumonia y la muerte,
La neumonia es una infeccion respiratoria aguda comtn
que afecta los alvéolos y las vias respiratorias distales;
es un problema de salud importante y estd asociado
con una alta morbilidad y mortalidad a corto y largo
plazo en todos los grupos de edad en todo el mundo,
(Torres et al. 2021). Los seres humanos han sido testigos
de tres pandemias mortales en lo que va del siglo XXI,
las cuales estdn asociadas con nuevos coronavirus:
SARS, sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS)
y COVID-19. Todos estos virus, que son responsables
de causar infecciones agudas del tracto respiratorio
(IRA), son de naturaleza altamente contagiosas y/o
han causado una alta mortalidad, (Khan et al. 2020).
Los multiples farmacos utilizados en el tratamiento del
sindrome respiratorio agudo predisponen al paciente a
infecciones por microorganismos oportunistas ademas,
los pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC) a menudo sufren exacerbaciones agudas
(AEPOC) y neumonia adquirida en la comunidad
(NAC), denominadas exacerbaciones no neumonicas
y neumonicas de la EPOC, respectivamente. Los
mecanismos de defensa deficientes del huésped
pueden desempefiar un papel en la especificidad de la
respuesta inflamatoria sistémica, (Crisafulli et al. 2020).
La predisposicion a la lefomoniasis es mayor en paciente
inmunosuprimidos o que presentan infeccion posterior
al trasplante, en particular en aquellos que no responden
a los regimenes habituales de antibioticos (Fakhar et al.,
2022).

CASA CLINICO

Paciente masculino de 37 afios de edad, con diagndstico
de neumonia, presentaba tos productiva, hemoptisis y
fiebre con evolucion de la enfermedad por cinco meses. En
los resultados de imagenologia presento el signo del &rbol
en brote, es la manifestacion tomogréfica inespecifica de
una enfermedad de la pequefia via aérea periférica que
provoca la dilatacion y engrosamiento de las paredes
de los bronquiolos centrolobulillares, que tienen la luz
ocupada por moco, agua o pus, frecuentemente asociada
con inflamacién peribronquiolar. En los resultados de
laboratorio presenté leucocitosis con prevalencia de
polimorfonuclares y 12% de eosindfilos, glucosa, urea,
creatinina, y proteinas séricas normales, también se le

realizo la prueba de RT-PCR para determinar la presencia
deSARS-CoV-2lacual fue positiva. Enel departamento de
bacteriologia se le realiz6 baciloscopia por centrifugado
obteniendo un resultado negativo, se realiz6 la prueba
de PCR para mycobacterium tuberculosis para descartar
tuberculosis la cual fue negativa, la prueba de KOH
para hongos fue negativa. Diagnéstico microbiolégico
se realiz6 en la muestra de secrecién bronquial usando
la directriz los criterios de Murray y Washington que
establecen la calidad aceptable del esputo para el cultivo
(mayor de 25 leucocitos/campo de 100x y < 10 células
epiteliales escamosas/campo de 100x). La muestra se
procesé lo més rapidamente posible y se sembré en
agar Mac Conkey, Agar Biggy y a gar Casman con
sangre. Se realiz6 el examen en fresco se homogeneiz6
la muestra, agregaron 50 pL sobre un portaobjetos, se
cubrié con un cubreobjetos, se observé al microscopio
con objetivo de 10X y posteriormente con objetivo
de 40X para la busqueda intencionada de elementos
formes de importancia clinica Figura 1. En los medios
de cultivo se aislaron Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
penumoniae, pero no se aislaron hongos, Sin embargo, en
los estudios en fresco se observaron elementos celulares
multiflagelados que morfolégicamente corresponden
a Lophomonas spp., todo de acurdo a la morfologia y

‘ Cultivo Microbiolégico |

‘Tincién de Ziehl-Neelsen | e

.| Pruebas de KOH

Figura 1. Protocolo de pruebas en el estudio de Lavado Bronquial.

El paciente presentaba ataque al estado general con
sindrome respiratorio agudo, recibi6 tratamiento con
metronidazol de 500 mg cada 8 h por tres semanas. El
médico tenia el diagnéstico presuntivo de tuberculosis
por el cuadro clinico que presentaba, pero no habia
considerado que el paciente tenia la COVID-19.
Finalmente, el paciente desarrollo neumonia con
derrame pleural y falleci6.
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Figura 2. Trofozoito Lophomonas spp., en lavado bronco bronquial.

CONCLUSION

El protocolo para el anélisis bacteriol6gico (bacilo alcohol
acido resistente, tinciéon de Gram, y KOH) de lavado
bronquial, cepillado bronquial, secrecién bronquial
o expectoraciéon debe contemplar la observaciéon en
fresco de leucocitos, estructuras micéticas (levaduras,
hifas y micelios) y parasitos, sobre todo trofozoitos
de Lophomonas spp. En México no son conocidos los
protozoarios Lophomonas por el personal médico y de
laboratorio clinico debido a que las solicitudes médicas
para el andlisis de este tipo de muestras por el personal
del laboratorio, no esta considerado el estudio en fresco
en protocolo de anadlisis. El estudio en fresco permite
al analista encontrar entre otros microorganismos,
protozoarios como Lophomonas spp. y ayudar a médico a
establecer el diagnostico correcto cuando se sospecha de
problemas pulmonares principalmente de micobacterias
y hongos.
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carbohidratos del jugo de gel de Aloe
barbadensis Miller.
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Problema de Farmacocinética
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En el estudio de una formulacién sélida con 500 mg de un ansiolitico se obtuvieron los

datos de tiempo y concentracidon que se muestran la tabla:

CONCENTRACIONES PLASMATICAS TRAS LA
ADMINISTRACION DE 500 mg DE ANSIOLITICO
Tiempo (h) Conc. (ug/mL)
0.5 n.d
1 0.867
2 2.474
3 2.585
4 2.203
8 0.687
16 0.044
24 0.003

La administracion i.v. de una dosis de 300 mg de este mismo farmaco dio los siguientes

resultados:

[ABC]™ oref =59.22 g x h/mL

a) Calcule los pardmetros del sistema

Kdref =0.347 h-1

b) Calcule la biodisponibilidad absoluta en magnitud
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Crucigrama de Medicmentos en enfermedades infecciosas
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3. Neumonia parasitaria producida por .... y esta asociada a
la infeccién por VIH

5. Microorganismos unicelulares parasitarios que se
reproducen dentro del organismo del huésped

7. Compuesto quimico que bloquea la captacioén de glucosa,
dafando irreversiblemente el escélex de los céstodos

9. Moléculas endégenas con actividad antivirica que son
producidas por los leucocitos, ademas de poseer efectos
inmunorreguladores y antiproliferativos

10. Enfermedad transmitida por las hembras del género
andfeles al infectar con esporozoitos en el torrente
sanguineo desde sus glandulas salivales

14. Farmaco antibacteriano que afecta la membrana
plasmatica

15. Compuesto que afecta la sintesis de pared celular de
peptidoglicanos

17. Farmaco que inhibe la produccion de acido micolico.
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Inhibe la produccion de ergosterol afectando las
membranas plasmaticas

Infeccién dada por hongos que puede ser superficial o
sistémica

Inhiben el crecimiento de bacterias, pero no las matan
Adecuada para tratar las micosis por dermatofitos por
periodos prolongados debido a que es fungistatico
Provoca la fosforilacion selectiva por la timidina cinasa
de células infectadas por el herpes

Farmaco antibacteriano que afecta la sintesis de
proteinas debido a las diferencias en las subunidades
ribosomales

Compuestos que matan a las bacterias

Compuesto antibacteriano que afecta la replicacion y
transcripcion de acidos nucleicos

Parasitos intracelulares obligados que carecen de
metabolismo independiente y solo hay replicacion al
infectar una célula huésped
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Respuesta al Crucigrama de Aditivos en los alimentos
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Resolucion del problema de Microbiologia
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En base a las imagenes que se presentan de pruebas bioquimicas
identifica los siguientes microorganismos.

i SIM
g LIA
i '
g Pseudomonas
| | aeruginosa
after zinc
urca Citrate Sl\"l

Kligler

Escherichia coli

Nitrare
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