e REVISTS MENICAN
= DEINDUSTRI Y SALUD

Facultad de Ciencias Quimicas Gomez Palacio, UJED

Numero 9

Volumen 2

Mayo 2019
ISSN: 2594-1445




chj009[0 | ogle lzb]  zelow|ol] 9! Lt 61| gz |1 |21 ] i) 1vh| ve vl [oe|  oelel [ve] sel8y |21 ] 9 |6) |21 |
o df1] ofd L] ofd]L] o d L] dOld L] Ofd[L] ofd L] ofdfL]  ofdJL]  9fd L]
sowmor SIS SOlGRe 0 o o0sooinsas SOLIGM08 A0 SHNLDY Noiowsos IRCTERY
TVUOAINI NOIDYVINHOA

xl

QQN_.. \Va [BJUOZIIOH BIOUBIaY0)

§ ; AYINOIEND VYW Il
w 5 0901014 OJLLOAHIVINE VA OUH_EDO .

ovﬁz%»oo

ii | REMDIS



REVISTA MEXICANA DE INDUSTRIA Y SALUD
CINTILLO LEGAL

Revista Mexicana de Industria y Salud, afio 6 No. 9 (Mayo-Octubre), es una publicacién semestral editada

por la Universidad Juarez del Estado de Durango a través de la Facultad de Ciencias Quimicas Gémez
Palacio ubicada en Av. Articulo 123 S/N Colonia Filadelfia Gémez Palacio, Durango. C.P. 35010. Tel (871)

715 8810 ext. 118, www.fcqgp.ujed.mx/remdis, editorremdis@gmail.com, www.simposiumfcqujed@gmail.

coml.

Editor responsable: M. C. Monica Andrea Valdez Solana. Reserva de derechos al uso exclusivo (en tramite),
ISSN 2594-1445, ambos otorgados por el Instituto Nacional del Derecho de Autor. Responsable de la

ultima actualizacion de este nimero: Lic. Luis Antonio Montoya Jaquez, Departamento de informatica de

la Facultad de Ciencias Quimicas Gomez Palacio ubicado en Av. Articulo 123 S/N Col. Filadelfia Gémez

Palacio, Durango. C.P. 35010, fecha de tltima actualizaciéon 31 de mayo de 2019.

Juan Pablo Pardo Vazquez
Bioquimica; Facultad de Medicina, UNAM

Oscar Flores Herrera
Bioquimica; Facultad de Medicina, UNAM

Erick Sierra Campos
Biotecnologia médica; Facultad de Ciencias
Quimicas Gémez Palacio, UJED

Alfredo Téllez Valencia
Medicina molecular; Facultad de Medicina,
Durango, UJED

Claudia Avitia Dominguez
Medicina molecular; Facultad de Medicina,

Durango, UJED

Jaime Héctor Gémez Zamudio

Farmacéutica; Centro Médico Nacional, Siglo

XXI

Consejo Editorial

Carlos Regalado Gonzilez
Biotecnologia de Alimentos; Universidad
Autonoma de Querétaro

Francisco Ruiz Teran
Biotecnologia de Alimentos; Facultad de Quimicas,
UNAM

Graciela Castro Escarpulli
Microbiologia; Depto. Bacteriologia médica, ENCB
IPN

Jorge Alberto Gonzalez Merchand
Microbiologia; Dpto. Microbiologia Molecular,
ENCB IPN

Director editorial
Monica Andrea Valdez Solana

Asistencia editorial
Francisco Carlos Lépez Marquez
Juan José Martinez Garcia

Disefio
Luis Antonio Montoya Jaquez

REMDIS | iii




DIRECTORIO INSTITUCIONAL

M.A. Rubén Solis Rios
Rector

M.C. Julio Gerardo Lozoya Vélez
Secretario General

Dr. Jests Espinosa Flores
Contralor General

Dr. José Othon Huerta Herrera
Subsecretario General Académico

Dr. Juan José Martinez Garcia
Director de la Facultad de Ciencias Quimicas GP

Lic. Daisy Virginia Rivas Govea
Secretaria Administrativa

M.C. Verénica Yazmin Mejia Garcia
Secretaria Académica

Dra. Concepcidn Garcia Lujan
Jefa de la Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion

Dr. José de Jesus Alba Romero
Coordinador de Investigacion

Dr. José Rafael Minjares Fuentes
Coordinador Académico

iv | REMDIS



CONTENIDO

EDITORIAL. ...ttt ettt ettt bbbt bbbt bbb b bbb bbbt b et bbbt bbbt bbb sebentas vi
Dr. Juan José Martinez Garcia

BIOQUIMICA 1
- Implementacion de probidticos en la acuicultura de peces con importancia comercial: una revision.
Jestis Mateo Amillano Cisneros, Luciana Raggi Hoyos y Carlos Antonio Martinez Palacios.

ALIMENTIOS ..uuouiiiiiiiiiiininninsinineieinisinisississiesiesiesssssessessssstssssssssssstssssssssssssssssssssstsstesssssssssssessssssssssssssssssssesssestsssessessessessssssessesssssssasssessessess 13

- Determinacion fisicoquimica a base de un liofilizado del fruto de Morus nigra recolectado de arboles de la Comarca Lagunera.
Jests Ivan Garcia Castafieda, Joaquin Avalos Soto, Miguel Aguilera Ortiz, Aurora Martinez Romero,
Rodolfo Gerardo Chew Madinaveitia, José de Jesus Alba Romero, Sandra-Isabel Hernandez Gonzalez.

- Azoteas verdes: Alternativa de solucion al cambio climatico y calentamiento global.

Iris Aurora Nava Jiménez, Hugo Sanchez Hernandez.

- Kafirinas: clasificacion, métodos de extraccion y su potencial aplicacion como cosmecéutico.

Castro-Jacome, T.P., Alcantara-Quintana, L.E., Tovar-Pérez, E.G.

- Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos: Una revision actualizada de un problema antiguo.

Efrain Rios-Sanchez, Alberto Gonzalez-Zamora, Edgar Héctor Olivas-Calderén, Gerardo Alfonso Anguiano-Vega,

Rebeca Pérez-Morales.

- La gobernadora (Larrea tridentata), el acido norhidroguayarético, usos y riesgos de uso.

Sanchez-Macias P. M., Rodriguez-Zambrano E. L., Maria de los Angeles Saenz-Esqueda M., Ruth Elizabeth Alanis-Bafiuelos.,
Fernando Castro-Barraza., José de Jestis Alba-Romero., Concepcién Garcia-Lujan.

CIENCIAS BIOMEDICAS 57

- Células satélite y su contribucion a la regeneracion muscular en salud y enfermedad.

Rodolfo Daniel Avila Aviles, Lawrence Christopher Lopez Mendez, José Manuel Hernandez Hernandez.

- Evaluacion del desempeiio entre plasma rico en plaquetas puro (PRPP) y fibrina rica en plaquetas-leucocitos (PRP-L) en la regeneracion
en ulceras vasculares.

José de Jestus Alba-Romero, Pablo Ruiz-Flores, Esperanza Yazmin Calleros-Rincén, Damari Lizeth Alba-Romero,

Graciela Castro-Escarpulli, Sandra Isabel Hernandez-Gonzalez, Aurora Martinez-Romero

- Riesgo sanitario por la presencia de arsénico en agua de bebida en el norte de México.

Aurora Martinez Romero, José Luis Ortega Sanchez, Maribel Cervantes Flores, Sandra Isabel Hernandez Gonzélez,

José de Jestis Alba Romero.

MICROBIOLOGIA 85
- Aislamiento e identificacion de estafilococos multirresistentes presentes en canarios (Serinus canaria).

Erick Sierra Campos, Claudia Avitia Dominguez, Alfredo Téllez Valencia, Marian Ramos Rivera, Melissa Fierro Loera,

Norma Lizeth Soriano Oviedo, Erica Karime Ventura Garcia y Ménica Andrea Valdez Solana.

- Actividad antifungica In vitro de los extractos vegetales de sangre de grado (Jatropha dioica) y olivo (Olea europaea) ante especies de
Candida spp hospitalarias.

Dennise Guadalupe Jaramillo-Nevarez, Yareli Jaramillo-Nevarez, Miguel A. Téllez-Lopez, Ruth E. Alanis-Bafiuelos,

Fernando Castro-Barraza, Concepcién Garcia-Lujan.

PROBLEMA 101
- de balances de energia en reactores quimicos de flujo ideal.
Erick Sierra Campos y Mdnica Andrea Valdez Solana

CRUCIGRAMA 102
- Matematicas.
Erick Sierra Campos y Ménica Andrea Valdez Solana

RESPUESTA PROBLEMA ANTERIOR 103
- Fisicoquimica
RESPUESTA CRUCIGRAMA ANTERIOR 104

- Analisis instrumental.

REMDIS | v



P N

EDITORIAL

Nuestra Facultad de Ciencias Quimicas, pertenece orgullosamente a la Universidad
Juérez del Estado de Durango. Para hacer una remembranza de porque lleva el nom-
bre de Judrez se puede comentar lo siguiente: cuenta la historia que los estudiantes
de, en ese tiempo Instituto del Estado, solicitaron al Gobierno Estatal que cambiara su
nombre por el de Instituto Judrez accediendo las autoridades a tal peticion mediante
un decreto el 5 de agosto de 1872.

Fue hasta el dia 21 de marzo de 1957, que la 46 Legislatura del Estado de Durango
aprob¢ el decreto 101, propuesto por el gobernador del Estado Francisco Gonzélez
de la Vega, mediante el cual se constituia lo que es nuestra Alma Mater la Universidad
Juarez del Estado de Durango.

Juarez fue y ha sido un personaje importante en la historia de nuestro pais. Su naci-
miento que se celebra el 21 de marzo es una fiesta para nuestra institucion y para todo
México. Es en este momento en que aprovecho para comentar que es necesario cele-
brar otras fechas relacionadas a la vida y obra del Benemérito de las Américas.

Realizador de la Reforma, su extraccion indigena se convirtié en un simbolo de la
capacidad de su raza. Fue al propio tiempo una representacion de lo que podia ser el
mestizaje, esto es, la incorporacion del indigena a la cultura moderna.

Abogado, Diputado Federal, Gobernador de Oaxaca, Ministro de la Suprema Corte,
Presidente de la Republica, Juarez es la figura cumbre de la politica mexicana. Liberal
y republicano convencido reine en torno suyo a los reformistas mas sefieros y, gra-
cias a su inquebrantable constancia, decision y valor salva la Republica. A €l se debe
el establecimiento de las Leyes de Reforma y la derrota de las fuerzas imperialistas
invasoras.

Una de las fechas a considerar también de celebracion se da a su regreso, después del
exilio, en donde se unié a Ignacio de Comonfort y Juan Alvarez en la lucha triunfante
en 1854 del Plan de Ayutla, una de cuyas primeras acciones fueron las Leyes de Refor-
ma, expidiéndose el 23 de noviembre del afio siguiente la Ley sobre administracion de
justicia organica de los tribunales de la nacion, ésta suprimid los fueros eclesiasticos
y militares.

Benito Juarez nos dejo varias frases que representan su manera de pensar y actuar. A
continuacion, les dejo una de ellas: “Mexicanos: sabéis ya la conducta que me propon-
g0 seguir; prestadme vuestra cooperacion: la causa que sostenemos es justa y confia-
mos en que la Providencia Divina la seguira protegiendo como hasta aqui.”
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Benito Pablo Judrez Garcia muri6 el 18 de julio de 1872 dejando como legado a los
mexicanos la consolidacion de la Republica Restaurada, el respeto a la Constitucion,
las Leyes de Reforma, la educacién gratuita y laica, la instalacion del telégrafo y la
construccion de la linea férrea de Veracruz a la Ciudad de México, entre otros logros.

Quise plasmar un poco de la vida y obra de Benito Juarez en esta editorial de la Re-
vista REMDIS con la idea de tener mas acercamiento hacia nuestra identidad tanto
nacional, como institucional, e identificar el compromiso que representa ser Juaristas.
Nuestra labor como catedraticos y alumnos ird encaminada a enaltecer nuestros idea-
les y aportarle a la sociedad la cooperacidn para tener una Facultad, una Universidad,
un México y un Mundo Mejor.

Dr. Juan José Martinez Garcia
Director Facultad de Ciencias Quimicas-GP

Universidad Juarez del Estado de Durango
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Implementacion de probidticos en la acuicultura de peces con
importancia comercial: una revision.

Jests Mateo Amillano Cisneros, *Luciana Raggi Hoyos y 'Carlos Antonio Martinez Palacios.
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E-mail: luciana.raggih@gmail.com

Resumen

Los probidticos son microorganismos vivos que al
consumirlos tienen una funcién en el organismo
hospedero, principalmente en el tracto digestivo.
Estos estdn representados principalmente por
bacterias acido-lacticas como Lactobacillus, Lactococcus,
Bifidobacterium, Bacillus, Enterococcus, Leuconostoc,
Streptococcus, Pediococcus, Propionibacterium,
Pseudomonas, Roseobacter y hongos como Sacharomyces
y Aspergillus. Se ha determinado en diversos
estudios que la adicién de estos microorganismos
como especies individuales o en cocteles de dos o
mas especies provocan multiples efectos benéficos
en hospederos de diversos taxones tales como el
mejoramiento del sistema inmune, la produccién
de enzimas digestivas, el aprovechamiento de
nutrientes, la modulacion de la morfologia intestinal
y de la microbiota intestinal. Particularmente, la
aplicaciéon de probidticos en peces de cultivo es un
tema de gran interés, ya que se ha determinado
que su uso ha generado excelentes resultados en
la mejora de la produccién de peces debido a sus
efectos en el crecimiento y la supervivencia, asi
como en la disminucién de enfermedades, lo que
implica una ganancia econémica, y una menor
inversién en el uso de medicamentos. El objetivo
de esta revisién es examinar los métodos de uso,
procesamiento y almacenamiento de probidticos,
conocer cudles son los organismos probidticos que
mas se han utilizado en acuicultura, cuéles son las
dosis utilizadas y analizar el efecto de los probitticos
en peces cultivados y consumidos en México.

industria acuicola,

Palabras claves: Probidticos,

microbiota.

Abstract

Probiotics are live microorganisms considered to
have a beneficial function in the host organism’s gut.
These are mainly represented by lactic acid bacteria
such as Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium,
Bacillus, Enterococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Pediococcus, Propionibacterium, Pseudomonas,
Roseobacter and fungi such as Sacharomyces and
Aspergillus. It has been determined in several studies
that the addition of these microorganisms causes
multiple effects in hosts of different taxa such as the
improvement of the immune system, the production
of digestive enzymes, better nutrients utilization,
modulation of intestinal morphology and intestinal
microbiota. Particularly, application of probiotics
in fish culture is a subject of great interest, since
it has been determined that its use has generated
excellent results to improve food production due
to its effects on growth and survival of fish. Also,
reduction of diseases, which increases an economic
gain in fish production, and lowers investment in
the management of disease outbreaks affecting fish
cultures. The objective of this review is to examine
the probiotic use, processing and storage methods,
analyze which probiotic organisms are most used
in aquaculture, which are the doses that have been
added to fish and the effect of probiotics on fish
growth, consumed in Mexico.

Key words: Probiotics, aquaculture, microbiota.
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Introducciéon

Laacuiculturase definecomoel cultivo de organismos
acuaticos (peces, moluscos, crustaceos y algas) tanto
en zonas costeras como en el interior continental
que implica intervenciones en el proceso de cria
para aumentar la produccién (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, FAO, 2018). Uno
de los objetivos més importantes de esta actividad,
es el aumento significativo de la produccién y la
optimizacion de la rentabilidad (Mohammadian, et
al. 2017). La acuicultura es el sector de produccion de
alimentos de mayor crecimiento en la actualidad y
representa cerca del 50% de la producciéon pesquera
mundial, siendo en 2016 el 47% (80.37 millones de
toneladas). De la produccién total mundial acuicola,
el 67% (54.1 millones de toneladas) fueron derivadas
del cultivo de peces (FAO, 2018).

Dentro de la diversidad de organismos que son
usados para acuicultura, es evidente que los
peces son el recurso mas importante, ya que 3,200
millones de personas en todo el mundo dependen
del pescado para al menos el 20% de su ingesta de
proteina animal, consumiéndose aproximadamente
20 kg de pescado per capita por afio (FAO, 2018).
También, son de suma importancia los aceites
extraidos de los peces, los cuales pueden contener
hasta el 60% de acido eiocosapentaenoico (EPA) y
acido docosahexaenoico (DHA), siendo estos acidos
grasos omega 3 los mas importantes en la nutriciéon
humana (FAO, 2010). De la acuicultura de peces,
segtn el altimo registro (2016) publicado por la FAO
en el afio 2018, el continente con mayor produccién
fue Asia con 47.72 millones de toneladas. El segundo
y tercer lugar de produccién fueron América y Africa
con una produccién similar de 1.98 y 1.97 millones
de toneladas, respectivamente. Mientras que en Asia
y Africa la produccién va en aumento, en América
se ha mantenido estable. México se encuentra
posicionado en el 4°lugar de produccién acuicola en
América (seguido de Chile, Brasil y Ecuador; FAO,
2018) con una cantidad de 377,000 toneladas para el
afo 2016 y un valor monetario de 13,765 millones de
pesos (CONAPESCA, 2017). La produccion acuicola
en México estd teniendo, al igual que la mayoria
de los paises en el mundo, una tendencia hacia el
crecimiento debido al incremento de la demanda de
alimentos nutracéuticos ricos en proteina animal y al
crecimiento poblacional global.

Debido a esta demanda, la acuicultura en los tltimos
afios se ha enfrentado a una variedad de retos, tales
como el cultivo a altas densidades, con el fin de

incrementar la produccién. Estas practicas, ademas
de causar dafios al medio ambiente debido a efectos
fisicos y ecolégicos, como cambios en la calidad
del agua o en estructuras de habitats acuaticos,
conducen a condiciones de alto estrés en los animales
acuaticos, lo que puede resultar en la propagacion de
enfermedades por infecciones bacterianas causando
mortalidades masivas (Cabello, 2006; Ashley, 2007)
y por tanto, causando una fuerte pérdida econémica.
Dado esto, la calidad del alimento y los métodos
de alimentaciéon deben considerarse para mejorar
el rendimiento del crecimiento y la eficiencia
alimenticia de los animales cultivados. Para
solventar muchos de los problemas en esta area de la
produccién alimentaria, en las tltimas dos décadas,
la biotecnologia se ha dado a la tarea de innovar
en alimentos funcionales como es la aplicacién de
probidticos, la cual se ha realizado en multiples areas
de la investigacion y van desde la medicina humana
y animales de compafiia, asi como su uso en las
industrias avicola, porcina, bovina y acuicola.

El objetivo de esta revisién es analizar los multiples
efectos de los probidticos en la acuicultura de
distintas especies de peces con importancia
comercial alimenticia, para conocer en qué especies
los probiéticos se han utilizado, las caracteristicas
que deben cumplir para su uso, los métodos de
procesamiento y almacenamiento, asi como su
viabilidad, sus dosis, tiempo de aplicacién y efectos
en la salud y crecimiento de los peces.

Definicién de probiético: en general y en acuicultura

La palabra probidtico se construye a partir de la
palabralatina pro (para) y la palabra griega bios (vida)
(Zivkovic, 1999). La FAO y la OMS (2006 y 2011) han
definido a los probidticos como “microorganismos
vivos que, cuando se administran en cantidades
adecuadas, proporcionan beneficios para la salud
del huésped”. En términos de acuicultura, una
buena definicién de probiéticos es la proporcionada
por Merrifield, et al. (2010) quienes lo definen como
“una célula viva, muerta o componente de una célula
microbiana que, cuando se administra a través
del alimento o en el agua, beneficia al organismo
hospedero al mejorar la resistencia a la enfermedad,
el estado de salud, el rendimiento en el crecimiento,
la utilizaciéon del alimento, la respuesta al estrés o
vigor general, que se logra al menos en parte a través
de la mejora del balance microbiano del huésped o el
balance microbiano del medio ambiente”.

REMDIS Vol. 2, No. 9 mayo 2019 ISSN: 2594-1445
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Probiodticos en la industria alimentaria

La biotecnologia alimentaria es la aplicacion
de técnicas Dbiotecnolégicas modernas para la
fabricacion y el procesamiento de alimentos, por
ejemplo, a través de la fermentacién y los aditivos
alimentarios (Lee, 2015). Dentro de esta area se
encuentran los alimentos funcionales, los cuales
son alimentos naturales o procesados que contienen
compuestos bioldgicamente activos y conocidos que,
cuando se encuentran en cantidades adecuadas y
proporcionan un beneficio para la salud (Lee, 2015).
Losalimentos funcionales, requieren dosis adecuadas
de probidticos que no deberan perderse antes de
su consumo, para asi tener un efecto benéfico en el
organismo receptor. Existen varios factores durante
el procesamiento y el almacenamiento que afectan la
viabilidad de los organismos probidticos (Tripathi y
Giri, 2014; Fig. 1).

Viabilidad de
probidticos en
productos alimenticios

l Procesamiento I Almacenamiento
22—

|| Temperatura de || Ingredientes alimenticios
fermentacion Ly aditivos

‘Ambiente de
almacenamiento
+ Temperatura
|+ Humedad
+ Oxigeno

+ pHy acidez

)
| | Congelaciony

descongelacion

S —

(Secado )
Liofilizacién
« Spray drying

Rehidratacion

—[ Microencapsulacion ]

_[ Material de empaque]

Figura 1. Factores importantes que afectan la
viabilidad de probiéticos.

Factores que afectan la sobrevivencia de probiéticos
durante el procesamiento

e Temperatura de fermentacién

La temperatura de fermentacién es uno de los
factores importantes que afectan la viabilidad de los
microorganismos probiéticos. En la fabricacién de
alimentos, durante los procesos de calentamiento/
coccién/pasteurizacion, el tiempo de exposicion
debe ser lo més corto posible para poder conservar
vivos a los microorganismos probioticos (Tripathi

y Giri, 2014). La temperatura favorable para el
crecimiento de la mayoria de los probidticos se
encuentra entre 37 y 43 °C (Boylston, et al. 2004;
Tripathi y Giri, 2014). Sin embargo, especies como
L. acidophilus, que su crecimiento estd entre 40 y 42
°C, también pueden crecer a temperaturas de hasta
45 °C. Temperaturas superiores a 50 °C durante el
procesamiento reducen la supervivencia probiética
(Tripathi y Giri, 2014).

¢ Operaciones de congelacion y descongelacion

Los microorganismos probiéticos pueden sobrevivir
durante mas tiempo en productos congelados. No
obstante, las membranas celulares de los probiéticos
se dafian durante el proceso de congelacion por las
tensiones mecanicas delos cristales de hielo formados
tanto en el medio externo o dentro de las células, lo
que les causa lesiones fatales (Tripathi y Giri, 2014).
La tasa de congelacion afecta la supervivencia celular
debido a que los cristales de hielo mas grandes,
producidos por una congelacién lenta, causan un
mayor deterioro a las células, y por otra parte la
congelacién rapida ayuda a una mejor supervivencia
de los microorganismos en los productos (Fowler
y Toner, 2005, Mohammadi, et al. 2011; Tripathi
y Giri, 2014). Por otro lado, la mortalidad de los
microorganismos probidticos también se produce
durante la descongelaciéon debido a la exposiciéon
de las células microbianas a los efectos osméticos,
asi como a las altas concentraciones de iones de
hidrégeno, acidos orgénicos y el oxigeno (Tripathi
y Giri, 2014).

e Secado

Los alimentos con probiéticos se pueden secar para
aumentar su vida atil a temperatura ambiente y para
reducir el costo de almacenamiento congelado. Secar
los alimentos probiéticos es un desafio, ya que puede
causar una pérdida severa en la viabilidad de los
probidticos (Santivarangkna, et al. 2006; Tripathi y
Giri, 2014). El secado por aire caliente, la liofilizacién
y el secado por pulverizacién son los métodos mas
comunes utilizados para el secado de productos
alimenticios con probioticos (Tripathi y Giri, 2014).

e Liofilizacion

En esta técnica de secado, las células se congelan
primero a temperaturas tan bajas como -190 °C y
luego se secan por liofilizacion a alto vacio (Tripathi
y Giri, 2014). La liofilizacion preserva la morfologia
de las microcdpsulas probiéticas y se han logrado

4 | BIOQUIMICA
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altas tasas de supervivencia en comparacién al
secado por pulverizacién o “spray drying” (Wang,
et al. 2004; Chen y Mustapha, 2012; Tripathi y Gir,
2014). Sin embargo, durante la congelacion, el
dafio a las células depende de su tamafio, cuanto
mayor es el drea superficial de la célula, mayor es
el dafio de la membrana debido a la formacion de
cristales de hielo extracelulares. Por lo tanto, células
pequefias esféricas como los enterococos son mds
resistentes a la congelacién y sobreviven mejor en
comparacién con células en forma de bastén como
los lactobacilos (Fonseca, et al. 2000; Tripathi y Giri,
2014). Los parametros de liofilizacién son criticos
para la supervivencia bacteriana, por lo que existe
una necesidad de optimizar, para cada especie o tipo
de probiético, los pardmetros del proceso de secado
(Bergenholtz, et al. 2012; Tripathi y Giri, 2014).

¢ Secado por pulverizacién o “spray drying”

El secado por pulverizacion es un método alternativo
y econdémico en comparacion de la liofilizacién
y, ademads, produce tasas de produccién mas
elevadas (Zamora, et al. 2006; Tripathi y Giri, 2014).
El proceso de secado por pulverizacion implica la
inyeccion de alimentos liquidos en forma atomizada
en un medio de secado caliente a temperaturas de
entre 160 y 200 °C. Por lo tanto, los productos con
probidticos estdn expuestos a temperaturas muy
altas durante un tiempo muy corto (“flash”), que es
de aproximadamente 5 a 15 segundos, que puede
resultar perjudicial para las células bacterianas
vivas (Tripathi y Giri, 2014). Se ha informado sobre
el rendimiento del secado por pulverizacion de
una alta variedad de probidticos. Gardiner et al.
(2002) lograron una tasa de supervivencia mayor
al 80% de una variante resistente de Lactobacillus
paracasei a temperaturas de salida de 85-90 °C.
Mientras que Ananta y Knorr (2003) informaron
una tasa de supervivencia superior a 60% para L.
rhamnosus bajo condiciones similares de temperatura
de salida. Ademds, Kim y Bhowmik (1990) y
Gardiner et al. (2000) informaron que el ntmero
de diferentes especies bacterianas (Streptococcus
salivarius subespecie thermophilus, L. debruecii subsp.
bulgaricus, L. paracasei NFBC 338 y L. salivarius UCC
118) disminuyeron al aumentar las temperaturas
del aire de salida o, de entrada, asi como la presion
del aire de atomizacion. Dado esto, la viabilidad
se puede mejorar reduciendo las temperaturas del
aire de salida y de entrada durante el secado por
pulverizacion. Sin embargo, es de consideracion que
el contenido de humedad final del polvo y su calidad
también estan influidos por la temperatura del aire
de secado (Tripathi y Giri, 2014).

¢ Rehidratacion de productos probidticos secos.

La temperatura de rehidrataciéon es un factor
importante que influye en la recuperacién celular
de los probiéticos tanto liofilizados como secados
por atomizacion (Tripathi y Giri, 2014). En bacterias
termofilas una temperatura entre 30 y 37 °C mejora
las viabilidades posteriores a la hidrataciéon. Mientras
que el intervalo 6ptimo para bacterias mesofilas es
de 22-30 °C (Mille, et al. 2004; Tripathi y Giri, 2014).
No existe una temperatura de rehidratacién ideal
para el crecimiento 6ptimo de todos los probiéticos,
pero es de notarse que en ningtin caso la temperatura
debe superar los 40 °C (Tripathi y Giri, 2014). La
relacién de polvo seco a medio liquido, asi como
la composicién del medio de rehidratacion pueden
influir ampliamente en la recuperacién del cultivo
posterior a la hidrataciéon (Tripathi y Giri, 2014).
De Valdez, et al. (1985) encontraron que el recuento
viable de diferentes cultivos probiéticos era mayor
de 4 a 10 veces cuando el polvo se agregaba a una
pequena cantidad de agua en la proporciéon de 1:3 en
comparacion con la relaciéon 1:50 de polvo a liquido.
Mientras que Costa et al. (2000) encontraron que un
medio compuesto por peptona, triptona y extracto
de carne para recuperar células bacterianas fue
significativamente mejor vehiculo que un medio
como tampoén de fosfato, glutamato de sodio y agua
(Tripathi y Giri, 2014).

e Microencapsulacion

La microencapsulacién es un proceso que consiste en
encerrar células probiéticas recubriéndolas con una
sustancia adecuada de tal forma que se produzca
una liberaciéon celular adecuada en el medio
intestinal (Tripathi y Giri, 2014). Los materiales
utilizados para encapsular las células probiéticas
incluyen polisacaridos como alginato, goma vegetal,
quitosano, almidon, K-carragenano, acetato-ftalato
de celulosa, gelatina, proteinas de la leche y grasas
(Ying, et al. 2010; Burgain, et al. 2011; Tripathi y
Giri, 2014). El microencapsulado ha funcionado con
éxito para evitar factores perjudiciales durante el
procesamiento y almacenamiento como un pH bajo,
una alta acidez, presencia de sales biliares, golpes de
calor causados porsecado por atomizaciéon, descargas
frias inducidas por congelaciéon, bacteriofagos y
agentes antimicrobianos quimicos (Lee y Heo, 2000;
Sultana, et al. 2000; Ding y Shah, 2007). Ademas, la
microencapsulacién protege a las células del calor
extremo del proceso y ayuda a la inmovilizacién de
las células para su distribucién homogénea a través
del producto (Krasaekoopt, et al. 2003; Tripathi y
Giri, 2014).
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Factores que afectan la supervivencia de probiéticos
durante el almacenamiento

La composicion de los alimentos, ambiente de
almacenamiento  (temperatura, contenido de
humedad, contenido de oxigeno, pH y acidez
valorable) y los tipos de material de empaque tienen
influencias significativas en la supervivencia de los
probidticos (Mattila-Sandholm, et al. 2002; Tripathi
y Giri, 2014).

¢ Ingredientes alimenticios y aditivos

Los ingredientes en los alimentos pueden ser
protectores, neutros o perjudiciales paralaestabilidad
de los probidticos (Mattila-Sandholm, et al. 2002;
Tripathi y Giri, 2014). Los aditivos generalmente
utilizados en la industria alimentaria son distintos
tipos de azucares, edulcorantes, sales, compuestos
aromaticos (diacetilo, acetaldehido y acetoina),
aromatizantes y colorantes naturales o artificiales,
nisina (unantibiético detipo polipéptido), natamicina,
lisozima y nitrito (Tripathi y Giri, 2014). Estos
aditivos afectan el crecimiento y la viabilidad de las
bacterias. También se sabe que ciertos derivados de
proteinas (concentrado de proteina de suero de leche,
hidrolizado de caseina acida y triptona) estimulan el
crecimiento probidtico proporcionando nutrientes
para las células, al reducir el potencial redox del
medio y aumentar la capacidad de amortiguacion
(Dave y Shah, 1998; Tripathi y Giri, 2014).

e Ambiente de almacenamiento

o Temperatura. La viabilidad de las bacterias
probidticas estd inversamente relacionada con
la temperatura de almacenamiento (Gardiner, et
al. 2000; Tripathi y Giri, 2014). Diversos autores
(Mortazavian, et al. 2007a; Tripathi y Giri,
2014) indican que los productos alimenticios
probidticos deben almacenarse preferentemente
auna temperatura de 4-5 °C. No obstante, existen
estudios (Bruno y Shah, 2003; Mortazavian, et al.
2007 a y b) que demuestran que la viabilidad
de los probidticos a distintas temperaturas de
almacenamiento depende tanto de la especie
como del tipo de procesamiento.

o Humedad. El contenido de humedad de los
productos probiodticos es otro factor que influye
en la estabilidad de vida util de las bacterias
vivas. La cantidad de agua que queda después
del secado afecta no solo la viabilidad de las
bacterias, sino también la tasa de pérdida

de viabilidad durante el almacenamiento
posterior (Tripathi y Giri, 2014). Zayed y Roos
(2004) reportan que el contenido de humedad
6ptimo para el almacenamiento de L. salivarius
liofilizado oscila entre el 2.8 y 5.6%.

o Oxigeno. El oxigeno molecular es perjudicial
para la supervivencia y el crecimiento de los
probidticos y este, puede afectar a los probiéticos
de tres formas: (i) es directamente toxico para
algunas células, (ii) ciertos cultivos producen
peroxidos téxicos en presencia de oxigeno y (iii)
los radicales libres producidos por la oxidacién
de componentes (e. g. grasas) son téxicos para
las células probidticas (De Vuyst, 2000; Tripathi
y Giri, 2014; Mizielinska, et al. 2017). Dentro
del paquete durante el almacenamiento de los
productos probiéticos, el nivel de oxigeno debe
ser lo mas bajo posible para evitar la toxicidad y
la muerte del microorganismo y la consiguiente
pérdida de funcionalidad del producto (Tripathi
y Giri, 2014). También, el grado de sensibilidad
al oxigeno varia considerablemente entre las
diferentes especies y cepas de probidticos
(Talwalkar y Kailasapathy, 2004; Kawasaki, et al.
2006; Tripathi y Giri, 2014). Las bifidobacterias
son mas vulnerables al dafio por oxigeno que
L. acidophilus debido a su naturaleza anaerébica
(Tripathi y Giri, 2014).

o pH y acidez valorable. La supervivencia de
los probiéticos durante el almacenamiento
es considerablemente afectada por el pH y la
acidez valorable de los productos (Tripathi y
Giri, 2014). Un valor de pH muy bajo aumenta
la concentracién de acidos organicos no
disociados en los productos fermentados, lo que
aumenta el efecto bactericida de estos acidos
(Tripathi y Giri 2014). El intervalo 6ptimo de pH
para el crecimiento de Lactobacillus acidophilus
y Bifidobacterium esta entre 5.5-6.0 y 6.0-7.0,
respectivamente (De Vuyst, 2000). Sin embargo,
Boylston, et al. (2004) indican que los lactobacilos
son capaces de crecer y sobrevivir en productos
fermentados con valores de pH entre 3.7 y 4.3.

Beneficios de los probidticos en humanos

Los beneficios de salud previstos por los probiéticos
sOlo se pueden obtener cuando el alimento contiene
el recuento minimo de microorganismos viables
requerido en el momento del consumo. La FDA
recomienda que el conteo minimo de probidticos
en un alimento probiético sea al menos de 10° UFC/

6 | BIOQUIMICA

REMDIS Vol. 2, No. 9 mayo 2019 ISSN: 2594-1445



mL (Boylston, et al. 2004; Tripathi y Giri, 2014) y la
industria alimentaria ha adoptado esta cantidad
como nivel minimo recomendado. De acuerdo a
Lee (2015), la mayoria de los efectos beneficiosos se
asocian con la salud, el equilibrio de la microbiota
intestinal, la prevencién de la diarrea infecciosa, la
mejora de la intolerancia a la lactosa, la mejora de la
absorcién de calcio, la sintesis de vitaminas, la pre-
digestion de proteinas, grasas, carbohidratos, una
mejor biodisponibilidad de nutrientes, actividad
antimicrobiana contra infecciones gastrointestinales,
alivio del estrefiimiento, adherencia y resistencia a
la colonizacién y mantenimiento de la integridad
de la mucosa (Fig. 2). Lee también indica que otros
beneficios nuevos han surgido durante las dltimas
dos décadas, e incluyen la reducciéon del colesterol
sérico, la reduccién de los mutagenos que pueden
inducir tumores y el aumento de la respuesta del
sistema inmunolégico (Fig. 2). Ademads, existen
evidencias que apoyan posibles aplicaciones clinicas
de los probidticos en la prevencion y el tratamiento
de enfermedades urogenitales y enfermedades
respiratorias (Gardiner, et al. 2002; Tripathi y Giri,
2014) (Fig. 2).

Sintesis de
vitaminas y
absorcion de

calcio

Reduccién de
mutagenos

Prevencion de
diarrea infecciosa

enzimas digestivas Tratamiento de
enfermedades
urogenitales y

respiratorias

Mejoramiento del
sistema inmune
Reduccion del
colesterol y de la

intolerancia a la
lactosa

[ Produccion de ]

Probidticos

Equilibrio de la
microbiota intestinal
y evasion de
bacterias patdégenas

Figura 2. Beneficios de probidticos en la salud.

Caracteristicas que debe cumplir un probiético
para su uso en acuicultura

Para que un probiético pueda ser utilizado en
la industria acuicola, debe cumplir con ciertas
caracteristicas, las cuales difieren en cierta medida
con las caracteristicas generales de un probidtico
usado en animales terrestres. Merrifield, et al. (2010)
hacen una revisién de las caracteristicas favorables
para la seleccion de probiéticos potenciales para este
fin. Los criterios esenciales son: 1) Los probidticos
no deben ser patégenos, no solo con respecto a la

especie hospedera sino también con respecto a los
animales acuéticos en general y los consumidores
humanos; 2) deben estar libres de genes de resistencia
a los antibitticos codificados por pldsmidos y 3)
deben ser resistentes a las sales biliares y un pH
bajo. Mientras que como criterios favorables los
probiéticos deben: 1) poder adherirse y/o crecer
bien dentro de la mucosa intestinal; 2) ser capaces
de colonizar la superficie epitelial intestinal; 3)
registrarse para su uso como aditivo alimentario; 4)
mostrar caracteristicas de crecimiento ventajosas (por
ejemplo, corto periodo de demora, un corto tiempo
de duplicacién) y/o crecimiento a temperaturas
de crianza del hospedero; 5) exhibir propiedades
antagoénicas hacia uno o més patégenos claves. Un
ejemplo es el caso de los salménidos, en donde las
bacterias objetivo serfan: Aeromonas salmonicida,
Vibrio anguillarum y Yersinia ruckeri, altamente
patégenas en esta especie; 6) producir enzimas
digestivas extracelulares relevantes (e.g. quitinasa si
ingredientes ricos en quitina se incorporan a la dieta,
o celulosa si la dieta es rica en ingredientes vegetales
o producen vitaminas; 7) ser autéctono del hospedero
o del entorno de crianza; 8) ser viable en condiciones
normales de almacenamiento y lo suficientemente
robusto para sobrevivir los procesos de produccién
de los alimentos a nivel industrial.

Probiéticos utilizados en acuicultura de peces

Asi como en otras areas de la produccién alimenticia,
en acuicultura también existen ciertos probidticos
que se han utilizado preferentemente, siendo estos:
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. rhamnosus,
L. sakei, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides,
Bacillus cereus, B. coagulans, B. licheniformis, B.
subtilis, B. toyoi, Bifidobacterium bifidum, Brochothrix
thermosphacta, Pediococcus acidilactici, Aeromonas sobria,
Carnobacterium, Clostridium butyricum, Enterococcus
faecium,  Streptococcus  faecium,  S.thermophilus,
Shewanella putrefaciens, Debaryomyces hansenii y
Saccharomyces cerevisiae.

o Efectos del uso de probiéticos en la acuicultura
de peces de agua dulce, marinos y eurihalinos

En peces de agua dulce, marinos y eurihalinos se
han aplicado probiéticos de origen autéctono o
aloéctono en periodos de entre 2 semanas y 2 meses.
La mayoria de los probiéticos suministrados son de
origen aléctono, es decir, son adquiridos de empresas
comerciales, de colecciones de instituciones de
investigacion, o bien, de la misma especie, pero
aislado en otra época y/o en otro sitio de muestreo.
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Los estudios de peces de agua dulce indican que s6lo
el 30% de los probidticos utilizados son de origen
autdctono, en donde han sido aislados del intestino
de peces y aplicados a los mismos para determinar
asi sus efectos.

Los probidticos que se han aislado de la microbiota
autéctona y aplicado a peces con importancia
comercial han sido las bacterias Carnobacterium sp.,
Micrococcus luteus, Pseudomonas M162, Pseudomonas
spp., y bacterias acido lacticas (Bacillus subtilis,
Lactobacillus plantarum) y levaduras (Saccharomyces
cerevisiae). Los mejores efectos de estos probidticos
se han observado, en la mayoria de los casos,
cuando se aplican en cdctel (i.e. mezcla de dos o més
especies), incrementando actividades enzimaéticas,
en particular de enzimas digestivas, y aumentando
el crecimiento y la supervivencia de los peces.

Para el caso de probidticos aléctonos, adquiridos de
empresas comerciales, los mejores efectos ocurren
también cuando son aplicados en conjunto de dos
0 més microorganismos. Sin embargo, hay estudios
donde la aplicacién de un solo probiético comercial
causa multiples efectos favorables a los peces
alimentados con estos microorganismos. Por ejemplo,
al aplicarse Lactobacillus acidophilus al bagre africano
Clarias gariepinus, se obtuvo mayor crecimiento,
supervivencia, produccion de eritrocitos, de glébulos
blancos, asi como mayor produccién de iones de
Ca?*, Mg* y CI (Al-Dohalil, et al. 2009). Otro ejemplo
es el probidtico Pediococcus acidilactici suministrado a
la tilapia Oreochromis niloticus que provoca mejoras
de la supervivencia, incrementa la presencia de
bacterias Aacido-lacticas dentro del intestino, asi
como de la respuesta inmune (Ferguson, et al. 2010;
Standen, et al. 2013). Respecto a los métodos de
aplicacién, estos se pueden considerar adecuados,
mientras se hagan pruebas de viabilidad después de
aplicarlos a las dietas, y la dosis sea apropiada.

Potencial del uso de probiéticos en acuicultura de
peces en México

En México, la produccién de peces de agua dulce por
medio de la acuicultura ha ido al alza en los tltimos
afios. Los peces que destacan en esta actividad
son la tilapia (Oreochromis nildticus), la trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) y la carpa comdn y
herbivora (Cyprinus carpio y Ctenopharyngodon idella,
respectivamente). Aunque en México, la produccién
acuicola de estos peces ha ido incrementdndose a
través de los afios, atn existe mucho potencial para
que esta produccién crezca ain mas. Una opcién

viable de mejora es la aplicaciéon de probidticos
a las dietas del alimento que se otorga a estas
especies en cultivo en las distintas granjas del pais.
Existe la certeza, en base a los diferentes estudios
realizados en el extranjero y sélo tres en México
(Lara-Flores, et al. 2003 y 2010; Lara-Flores y Olivera-
Novoa, 2013), en donde se aplicaron probiéticos a
las mismas especies que se cultivan en México, que
estos microorganismos probidticos han mejorado
principalmente la produccién y la supervivencia,
lo que en la industria acuicola es claramente
reflejado en ganancia econémica. Ademads, el uso
de probidticos también se pudiera aplicar a especies
de peces endémicas de las que se sabe, tienen alto
potencial acuicola como el pez blanco de Patzcuaro
Chirostoma estor y la acimara Algansea lacustris, entre
otras muchas especies.

Conclusiones

En la acuicultura, la aplicacion exitosa de probiéticos
puede resultar dificil, ya que la dispersion y
viabilidad del probiético en el agua se dificulta. No
obstante, la aplicacién de tecnologias para incluirlos
en alimentos, protegerlos durante el procesamiento y
almacenamiento como son la microencapsulacion, la
inclusién de aditivos alimentarios y los materiales de
envasado han permitido que estos microorganismos
sobrevivan mejor y puedan ser ofrecidos a los
peces de una manera segura y eficiente (Tripathi
y Giri, 2014). Ademas, se debe de considerar qué
especie o cepa probidtica es viable utilizar de
acuerdo a los métodos de procesamiento, inclusiéon
y almacenamiento disponibles. Con respecto a
los efectos probidticos considerando el origen
de estos, en estudios de peces de los diferentes
ambientes, no se han encontrado diferencias, ya que
probidticos autéctonos o alocténos (i.e. comerciales
y proporcionados por instituciones) causan efectos
positivos en su mayoria, respecto al crecimiento, la
supervivencia, la respuesta inmune, la producciéon
de enzimas digestivas, la modulacién del intestino
y la modulacién de microbiota intestinal (bacterias
acido lacticas y patogenas). No obstante, al aplicarse
probidticos de forma combinada, ya sean de origen
autdctono o aléctono, se incrementa el nimero de
efectos benéficos que estos causan en los peces.

La mayoria de las especies de peces de donde se
han aislado y aplicado probiéticos son las mismas
que se cultivan en México. Por ende, el potencial
probidtico se puede aplicar en un futuro cercano
perfectamente a granjas de nuestro pais, para obtener
asi resultados favorables en la mejora del crecimiento
y supervivencia. Por otro lado, la investigacion del
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uso de probidticos en especies endémicas de México
debe ser fomentada y apoyada, poniendo énfasis
en especies con potencial uso acuicola, tales como
el pescado blanco Chirostoma estor y la actimara
Algansea lacustris, asi como los ciclidos nativos y los
pejelagartos, ademas delas especies marinas como los
lenguados de Baja California, los pargos, las cabrillas
y los robalos, todos ellos cultivados a diferentes
niveles en México. El uso de esta biotecnologia
podria detonar el cultivo comercial de especies
nativas altamente consumidas en el mercado interno
y de exportacién, y en consecuencia traer beneficios
econdmicos y nutricionales a las diversas regiones
del pais.
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Resumen

Antecedentes: Morus nigra L. pertenece a la familia
de las Moraceae y es una de las especies mas
importantes de este género. Ademas, es usualmente
usada tanto como comida saludable como medicina
tradicional debido a sus propiedades fisicas y
quimicas. Numerosos estudios han investigado la
composicion fisica y quimica de diferentes especies
de moras, sin embargo, estos estudios son muy
limitados. El propésito de estudio fue evaluar e
investigar, por primera vez, la composicion fisica
y quimica del fruto de M. nigra con la intencién de
crear un nuevo producto farmacéutico o alimentario
en el futuro. Métodos: El contenido total de fenoles y
la actividad antioxidante fueron evaluados usando
métodos espectrofotométricos, mientras que el
contenido de ceniza, humedad, proteina, grasa y
fibra fueron determinados de acuerdo con la norma
correspondiente. Resultados:Losvaloresdelcontenido
total de fenoles y de la actividad antioxidante fueron
25.4 mg equivalentes de 4cido géalico por gramo de
muestra, y 74.1% de inhibicién, respectivamente.
Por otro lado, los valores del contenido de ceniza,
humedad, proteina, grasa y fibra fueron 4.2%, 7.9%,
3.9%, 0.5% y 3.6%, respectivamente. Conclusion:
Nuestros resultados indican que el fruto de M. nigra
L. de la Comarca Lagunera puede ser un candidato
novedoso para el desarrollo de nuevos productos
farmacéuticos o alimentarios debido a las excelentes
cualidades mostradas.

Palabras clave: Composicion fisica y quimica, M.
nigra L., compuestos fendlicos, actividad antioxidante,
ceniza, humedad, proteina, grasa y fibra.

Abstract

Background: Morus nigra L. belongs to the family
Moraceae and is one of the most important species of
the genus Morus. Also, it is usually used as health
food and traditional medicine due to its properties
both physical and chemical. Numerous studies have
investigated the physical and chemical composition
of different Morus species, but these studies are very
limited. The purpose of this study was to evaluate
and to investigate, for first time, the physical and
chemical composition of M. nigra fruit from Comarca
Lagunera with the intent to create a new product
pharmaceutical or food product in times to come.
Methods: Total phenolic compounds and antioxidant
activity were evaluated using spectrophotometric
procedures, while ash, moisture, protein, fat and fiber
content of M. nigra fruit were determinate according
to their own standards, respectively. Results: Total
phenolic compounds and antioxidant activity values
were 25. 4 mg gallic acid equivalents per g samples
and 74.1% of inhibition rate, respectively. In the
other hand, the values of the content of ash, moisture,
protein, fat and fiber were 4.2%,7.9%, 3.9%, 0.5% and
3.6%, respectively. Conclusions: Our results indicate
that M. nigra fruit form Comarca Lagunera may
be a novel candidate for the development of new
products pharmaceutical or food product due to its
excellent qualities showed.

Keywords: Physical and chemical composition,
Morus nigra L, phenolic compounds, antioxidant
activity, ash, moisture, protein, fat, fiber.
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Introduccion

Morus nigra L. (familia de Moraceae), también
conocida como mora negra, es una de las especies
mas importantes del género Morus (Mascarello,
Orbem Menegatti et al., 2018). Esta es nativa de Iran
y pertenece tanto a las variedades de mora cultivada
y silvestre (Feng, Wang et al. 2015). La mora fue
domesticada hace miles de afios y se adapté a una
amplia gama de condiciones climaticas, topogréficas
y del suelo (Popescu G., Velciov et al., 2014). La fruta
es en forma de zarzamora y tipicamente negra, pero
algunas veces de color azul oscuro con un sabor dulce
(Zoofishan, Hohmann et al., 2018), y no solo eso, sino
que otras partes de la planta de mora, tales como la
raiz, la hoja y la fruta han sido usadas como parte dela
medicina tradicional China por un largo tiempo (Liu
Wang et al., 2016). Sin embargo, es dificil preservar la
fruta fresca de mora debido a su baja acidez. Por esta
razon, existe unanecesidad real de aplicar tecnologias
para mejorar su vida util, cualidades nutricionales,
organolépticas y los beneficios para la salud del fruto
de la mora para impulsar la produccién comercial
con beneficios econémicos y saludables (Kwaw, Ma
et al., 2018). Por tanto, una manera de preservar las
caracteristicas fisicas y quimicas del fruto de la mora
es mediante la liofilizaciéon. Pues, la liofilizacién (o
secado por congelacién) es un método cominmente
usado para la estabilizaciéon en estado de secado de
moléculas termolabiles pequenas, proteinas y otros
productos biolégicos. (Koranne, Thakral et al. 2018).
En resumen, el proceso de secado por congelaciéon
es capaz de remover el agua del material que esta
siendo procesado mientras lo mantiene congelado.
Para estudios metabdlicos, representa la habilidad
de deshidratar muestras sin degradar metabolitos
(Aggio, Mayor et al. 2016). Por otro lado, el fruto de
M. nigra es rico en compuestos fendlicos también son
conocidos como antioxidantes (Qiu, Guo et al., 2018),
antocianinas, proteinas, y vitaminas.

Los compuestos fenolicos tales como el 4cido galico,
el acido ascorbico, el acido p-cumarico, el acido
cafeico, por mencionar algunos, tienen un gran
significado nutricional, organoléptico y que dan
las caracteristicas comerciales de las frutas (Russo,
Fanali et al., 2018). A causa de esto, Morus nigra Linn
no solo es tratada como una comida saludable, sino
que también es usada como una medicina. (Ma, Song
et al. 2017). Por lo tanto, se estd prestando una gran
atencion a los compuestos fendlicos y a la actividad
antioxidante de los frutos de mora. (Oszmianski,
Nowicka et al. 2015). También ha habido una
tendencia global a remplazar antioxidantes

artificiales con antioxidantes naturales durante las
dos ultimas décadas. Los antioxidantes estan siendo
cada vez mas utilizados en suplementos alimenticios
como compuestos bioactivos (Safafar, van Wagenen
et al. 2015). Ha sido demostrado que algunos
antioxidantes pueden prevenir tanto la oxidacion
de CL y el desarrollo de patologias. (Lokhmatikov,
Voskoboynikova et al. 2016). Por lo tanto, el propésito
de este estudio fue evaluar e investigar, por primera
vez, la composicion fisica y quimica del fruto de M.
nigra con la intencién de crear un nuevo producto
farmacéutico o alimentario en el futuro en el cual se
puedan aprovechar sus propiedades fisicoquimicas.

Materiales y métodos
Recoleccion y extraccion de la planta

Los frutos de M. nigra L. fueron recolectados en
etapa madura de unos drboles de mora negra de
la poblacién de Bermejillo, Durango, México. Las
muestras fueron preservadas en bolsas frescas para
ser transportadas al laboratorio. Las frutas fueron
liofilizadas a -40°C y una vez liofilizadas, fueron
hechas polvo usando mortero y pistilo. Al polvo de
la fruta (0.5 g) se le realizé un extracto con HCI 0.1N
(acuoso) y Etanol (conc), EEOH: HC10.1IN __ _ (80:20).
La extraccion fue asistida con ultrasonido (Bransonic
Ultrasonic Cleaner 3510R-MTH 40 KHz) de 40 a 50°C
por 30 min. Los extractos obtenidos fueron filtrados
y centrifugados a 3500 rpm por 10 min. El extracto
de M. nigra se filtr6 con papel filtro Whatmann No. 1.

Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

El contenido de fenoles totales se estableci6é por el
método espectrofotométrico de Slinkard y Singleton,
1977. Brevemente, 100 pul del extracto de M. nigra se
mezclé con 250 pl del reactivo de Folin-Ciocalteu
recién preparado y con 1,250 ul de carbonato de
sodio al 20%. Este se incub6 a temperatura ambiente
por 30 minutos, después se midi6 a absorbancia a 760
nm. Los resultados se calcularon usando una curva
de calibracién con acido gélico como standard y se
reportaron como mg equivalentes de acido galico
por gramo de muestra.

Determinacion de actividad antioxidante

La actividad antioxidante del extracto de M. nigra
se determind por la capacidad del donante H*
para el radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH), de acuerdo al método espectrofotométrico
de Fukumoto y Mazza. Entonces, 200 pl extracto de
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M. nigra se mezcl6 con 2, 400 pl del reactivo DPPH
recién preparado. Este se incubé a temperatura
ambiente por 10 min y después se determiné a una
absorbancia de 520 nm. Los resultados se expresaron
como porcentaje de inhibicion de acuerdo con la
siguiente ecuacion:

Abs. incial — Abs. final
% de inhibicion = hs.inicial x 100

Donde la absorbancia inicial es la absorbancia de
la reacciéon del control (contiene todos los reactivos
excepto el compuesto de la muestra) y la absorbancia
final es la absorbancia de la muestra.

Determinacion de cenizas

El porcentaje de cenizas se determiné mediante la
NMX-F-066-5-1978. Entonces, en un crisol a masa
constante, se colocé 3 g de muestra. Luego, se pre
incinero la muestra en un mechero. El crisol se colocé
en la mufla a 600 °C, y se inciner6 la muestra por 2
horas, después este se movié a un desecador hasta
alcanzar la temperatura ambiente. Se pesé el crisol
y se realizaron los célculos y se reportaron como
porcentaje de cenizas en seco.

Peso de cenizas (g)

% de cenizas = X 100

" Peso de la muestra (g)

Determinacion de Humedad

El porcentaje de humedad de M. nigra se determind
en cumplimiento de la NMX-F-083-1983. Se pes6 5

g de la muestra en una capsula previamente tarada.

Después, se coloc6 la capsula y la tapa en la estufa
a 105°C por una hora. Esto fue transferido a un

desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente.

Finalmente, se pesé cada charola con la muestra. Los
resultados se calcularon por diferencia de pesos y se
expresaron en porcentaje.

Peso de la muestra seca (g)

% de humedad = X 100

Peso de la muestra (g)

Determinacion de Proteinas

El contenido de proteinas se estableci6 de acuerdo
con la NMX-F-068-5-1980. Primeramente, se pes6 1

g de la muestra y se coloc6é en un matraz Kjeldahl.

Luego, a este se le afadio 2 g de sulfato de cobre, 10
g de sulfato de anhidro, 25 cm?® de acido sulfarico y
unas perlas de vidrio. Brevemente, se colocé el matraz
en un digestor y se calent6 cuidadosamente hasta
que todo el material se carboniz6, gradualmente se

aumento la temperatura hasta que la solucién estuvo
completamente clara. Esta se incub6 a temperatura
ambiente por 30 minutos. Después, se le anadid
450 cm’lo cual se mezclé con granulos de zinc y
50 cm® de hidréxido de sodio 1:1. Inmediatamente
se colocd en un sistema de destilacion, al cual se le
colocé previamente un matraz Erlenmeyer con 50
cm® de 4cido borico y unas gotas del reactivo de
Shiro Tashiro como indicador. Finalmente, se retird
el matraz Kjeldahl y se titul6 el destilado con acido
clorhidrico 0.1 N. Los resultados se calcularon y se
expresaron en porcentaje.

V xNx0.014

Peso de la muestra (g) x 100

% de proteina =

Determinacion de Grasas

El contenido de grasas se obtuvo mediante la
NMX-F-427-1982. Se pes6 2 g de muestra en un vaso
de 50 cm?, la cual se mezcl6d con 2 ecm?® de alcohol, 10
cm® de acido clorhidrico. Este se colocé en un bafio
Maria con agua a 80°C y se agit6 durante 40 minutos
con intervalos de 5 minutos. Luego, se afiadi6 10 cm?
alcohol y se incub6 a temperatura ambiente. Una
vez esto, se transfirié a un frasco de Mojonnier, se
lavé con 25 cm?® de éter etilico en 3 porciones, el cual
se agito por 60 segundos. Brevemente, se incub6 a
temperatura ambiente y se decant6 la solucion clara
sobre papel filtro. La capa de éter-grasa se decant6, y
se filtré en un embudo, el éter se obtuvo en un vaso de
125 cm?® el cual fue previamente pesado. Finalmente,
se extrajo el liquido sobrante 2 veces mas con 15 cm?
de éter. Se seco en estufa por 90 minutos a 100°C y
se peso los recipientes al alcanzar la temperatura
ambiente. El valor se expresé en porcentaje.

Peso de la grasa
9 () X 100

0 d =
% de grasa Peso de la muestra (g)

Determinacion de fibra

El contenido de fibra se determiné mediante la
NMX-F-090-5-1978. Se pes6 2 g de muestra en un
vaso de 600 cm?, la cual se mezclé con 1 g de asbesto
preparado y con 200 cm® de acido sulfuarico al 1.25%
a ebullicién. Brevemente, el vaso se colocé en un
digestor sobre la placa y se llevo a ebullicién por 30
minutos. Durante esos 30 minutos, el vaso se agit6
periddicamente. Después, el contenido del vaso de
filtr6 con papel filtro. Se lavé el residuo con agua
destilada a temperatura de ebullicién hasta que el
agua obtuvo un pH igual al del agua destilada. El
residuo se colocé y se mezclé con 200 cm? de hidréxido
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de sodio al 1.25% a temperatura de ebullicién por 30
minutos. La solucién obtenida se filtré con Biichner
con papel filtro. Nuevamente, se lavo el residuo con
agua a temperatura de ebulliciéon hasta que el agua
obtuvo un pH igual al del agua destilada. Finalmente,
el residuo se coloco en un crisol a masa constante, se
sec6 a 130°C por el espacio de 2 horas y se determiné
su masa. Entonces, se calciné a 600°C por 30 minutos
y se determiné su masa. Los resultados se expresaron
en porcentaje.

Peso de la fibra
% de fibra = ! ()

= X 100
Peso de la muestra (g)

Resultados

El contenido total de fenoles fue 25.4 mg equivalentes
de acido gélico por gramo de muestra, mientras que
el porcentaje inhibicion de la actividad antioxidante
fue 74. 1. Los resultados del analisis bromatol6gico
delos anélisis de cenizas, humedad, proteinas, grasas
y fibra se declararon en porcentaje. El porcentaje
de cenizas fue 4.2%, para humedad fue 7.9%, para
proteinas fue 3.9%, en grasas fue 0.5% y en fibra 3.6%.

Discusion

Las plantas son organismos pluricelulares
eucariontes formados por érganos y tejidos que les
permiten crecer y desarrollarse de manera adecuada.
Ademas, las plantas son excelentes fuentes de
alimentos, productos quimicos y hierbas medicinales
(I. Turan et al., 2017). Y los 6rganos y tejidos de
muchas especies de plantas contienen metabolitos
secundarios con un gran potencial (Naz et al., 2017),
por lo tanto, dichos metabolitos secundarios son
especificos de cada especie y son responsables de las
caracteristicas organolépticas, del valor nutricional
y propiedades farmacolégicas de las plantas. Asi, el
desarrollo de la fruta se divide en la fase temprana
cuando las frutas comienzan a crecer, y la fase de
maduracién cuando las frutas experimentan cambios
dramaticos en el desarrollo como el ablandamiento,
los cambios de color y la produccién de compuestos
aromaticos y de sabor (Liao et al., 2018).

Morus nigra Linn no solo es tratada como una comida
saludable, sino que también es usada como una
medicina (Ma et al., 2017) Es debido al uso extendido
de la fruta de mora para diversos fines, que el estudio
dela composicién de la fruta de mora ha sido tomado
en mayor consideracion (Bao, Xu et al., 2016). Morus
nigra L. (familia de Moraceae), también conocida como
mora negra, es una de las especies mas importantes
del género Morus (Mascarello, Orbem Menegatti et

al., 2018), pues su fruto es rico en carbohidratos y es
una fuente de muchos compuestos bioactivos como
antocianinas, compuestos fendlicos y vitaminas
(Tabakoglu, N. y H. Karaca, 2018). Ademas, se ha
reportado que exhibe propiedades biolégicas tales
como antidiabéticas, antioxidantes, antiinflamatorias
y actividades antihiperlipidémicas (I. Turan et
al., 2017). Pues se han encontrado varios estudios
en los que se han investigado las caracteristicas
fisicoquimicas del fruto de mora negra en afos
recientes (Montenote et al., 2017; Popescu G., Velciov
et al., 2014), pero esos estudios son muy limitados y
escasos. Debido a que no hay ningtin estudio reciente
que muestre las caracteristicas fisicoquimicas del
fruto de Morus nigra de la regién de la Comarca
Lagunera. Por tanto, planeamos este estudio sobre
las caracteristicas fisicoquimicas del liofilizado de M.
nigra de la regién de la Comarca Lagunera. Para este
estudio, muchos solventes son usados tales como
etanol, hexano, cloroformo y acetato de etilo con el
fin de realizar la extracciéon de componentes (Souza
G.R. etal., 2018). Mientras que el extracto EOH: HCl
0.IN .. (80:20) de M. nigra fue el preparado en este
estudio. El contenido total de fenoles, la actividad
antioxidante, y asi como los porcentajes de humedad,
cenizas, proteinas, grasas y fibra se emplearon
para determinar las caracteristicas fisicoquimicas
en este estudio. El valor del contenido total de
fenoles del extracto de fruta de M. nigra fue 25.4 mg
equivalentes de &cido gélico por gramo de muestra.
En cambio, Turan y colaboradores reportaron en
el contenido total de fenoles del extracto del fruto
de M. nigra de una regién de Turquia un valor de
20.7 mg equivalentes de acido galico por gramo de
muestra (I. Turan et al., 2017). Nuestros resultados
fueron un poco superiores comparados con esos
estudios. Ademds, en la determinacion de la
actividad antioxidante expresado como porcentaje
de inhibicion el valor obtenido fue 74 %, mientras
que, Feng y colaboradores reportaron el porcentaje
de inhibicién del extracto del fruto de M. nigra de
una region de China con un valor de 80.33%. (Feng et
al., 2015). Nuestros resultados se muestran un poco
inferiores comparados con esos resultados. En este
estudio, el porcentaje de cenizas del liofilizado del
fruto de M. nigra fue 4.2%, no obstante, el porcentaje
de cenizas del fruto de M. alba de una regién de
Costa Rica se ha reportado a 2.5%. (Boschini y Vargas,
2009). En comparacion con los resultados de esos
estudios nuestros resultados son aproximadamente
el doble. El valor del porcentaje de humedad del
fruto de M. nigra liofilizado fue 7.9%. Por el contrario,
Prieto y colaboradores reportaron en el porcentaje
de humedad de hojas de M. alba de La Habana,
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Cuba un valor de 75.9%. (Prieto et al., 2016) Nuestro
resultado fue sumamente inferior comparado con ese
estudio. De igual manera, el porcentaje de proteina
del liofilizado del fruto de M. nigra obtenido fue un
valor de 3.9%, mientras que se report6 el porcentaje
de proteina de hojas de M. alba de La Habana, Cuba
con un valor de 20.1%. (Prieto et al., 2016). Por lo
tanto, cabe mencionar que la cantidad de humedad
y proteinas puede variar de una regién debido a
las condiciones climéticas del lugar a las que este
expuesta la planta, al estado fisico (fresco, seco, o
liofilizado) del 6rgano e incluso el 6érgano (raiz, tallo,
hoja, fruto, etc.) de la planta utilizado a investigar,
asi como del suelo y el tipo de fertilizante usado en
la planta. Nuestro resultado en comparacién con ese
estudio fue muy inferior. El valor del porcentaje de
grasa del fruto de M. nigra reportado fue 0.5%. Sin
embargo, el valor obtenido del fruto de M. nigra en
otra regién de Turquia fue 0.95%. (Ercisli y Orhan,
2007). En contraste con esa investigacién, nuestros
resultados muestran una cantidad inferior de grasa.
En otro estudio, Boschini y Vargas reportaron
en porcentaje de fibra del M. alba un valor de 6%
(Boschini y Vargas, 2009), mientras que el valor
reportado fue 3.6%. Nuestro resultado fue inferior
comparado con ese estudio. Cualquier diferencia
en alguno de nuestros resultados obtenidos puede
haber sido debido a la especie y érgano o tejido de
la planta utilizada, incluso al estado fisco del 6rgano
de la planta, es decir, si el 6rgano se encontraba
en estado fresco, seco o liofilizado, al método de
extraccion y solvente, a factores ambientales a los
cuales puedo haber estado expuesta la planta, tales
como el tipo de suelo, el contacto con el agua, la
region geografica, el sistema de fertilizacion, la
contaminacién ambiental, asi como a la temporada
de cosecha, el grado de maduracion de la fruta y
a las condiciones de almacenamiento después de
haber sido cosechada. Por lo tanto, especulamos que
las caracteristicas fisicoquimicas pueden ser muy
variadas de un estudio a otro.

Conclusion

En conclusion, este estudio fisicoquimico del fruto de
M. nigra recolectado de arboles la comarca lagunera
aporta las bases necesarias para el desarrollo de un
nuevo producto farmacéutico o alimentario basado
en este fruto. Sin embargo, se requieren estudios
adicionales para la identificaciéon individual de
vitaminas, minerales y compuestos fenélicos del fruto
para su completa aplicacion medicinal o alimentaria.
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Resumen

El acelerado cambio climético, ocasionado por el
crecimiento demografico, directamente influenciado
por la actividad humana, es evidente por los efectos
que se generan en el entorno ambiental ocasionando
asi mas necesidades. Es pertinente un intento de
detenerlo y remediar los efectos generados. Una de
las maneras de contrarrestar alguno de sus efectos,
es la construccion de complejos habitacionales
dentro del concepto de “viviendas sustentables”,
dentro de este esquema, se presenta en este escrito
el tema como una alternativa al cambio climatico, el
desarrollo de azoteas verdes, estas son ecosistemas
elaborados con capas de vegetacion que reducen la
temperatura de los techos de las casas capturando
la radiacion solar y el agua de lluvia, disminuyendo
el uso de energia, aumentando el ahorro econémico.
En Meéxico el desarrollo de esta tecnologia se ha
examinado poco y en particular en el estado de
Quintana Roo, es pertinente su implementacion
debido al clima de la region, donde la lluvia y la
radiacién solar son elevados y ahora van en aumento,
asi como el aprovechamiento de los espacios como
las azoteas de las nuevas viviendas construidas
debido al crecimiento poblacional.

Palabras clave: Cambio climéatico, calentamiento
global, azoteas verdes.

Abstract
The accelerated climate change, caused by
demographic growth, directly influenced by

human activity, is evident for generated effects in
environment causing then, more necessities. It is
pertinent to try to stop and repair the generated effects.
An options to counteract one of its effects is building
residential complex in a “sustainable homes” concept,
related this notion, is presented in this document,
the topic like an alternative to the climate change,
the green roof development. These are elaborated
ecosystems with vegetation layers that reduces the
home roof temperature capturing the solar radiation
and rain water, diminishing the energy consumptio
and incresing the economic optimization. In Mexico
the development of these technology it has been few
examinated and specifically in Quintana Roo State,
its implementation is pertinent due to climate zone,
where the rain and solar radiation are high and they
are increasing, and the use of the spaces like green
roofs of new built homes due to population density
rise.

Key words: Climate change, global warming, green
roof.
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Introduccion

Crecimiento poblacional y su influencia en el cambio
climatico

El cambio climatico se define como un proceso
normal en nuestro planeta, el cual ahora es una
problemética debido al incremento acelerado de
la acumulacién en la atmosfera de gases de efecto
invernadero (GEI), emitidos por la actividad humana.
Recientes descubrimientos cientificos muestran
cémo el cambio climatico se estd produciendo de
forma mucho mas acelerada de lo previsto por los
expertos de Naciones Unidas (ONU) en el Cuarto
Informe de Evaluacién sobre el cambio climatico 2007
incluyendo a México, pues su situacion geografica,
las condiciones climaticas, orograficas e hidrolégicas
y otros factores, contribuyen a que el pais sea una
de las zonas mas vulnerables del mundo por el
cambio climatico. La raiz del calentamiento global
es la sobrepoblaciéon debido a que la humanidad
se cuadruplicé en tan solo un siglo por lo que es
evidente que la degradaciéon del medioambiente es
una tendencia que tiene impacto en los individuos,
la educacién y en la sociedad en general (Dias, 2012).

El Programa de la Naciones Unidas para el Desarrollo
(PNUD), en su informe de Desarrollo Humano (2007-
2008) establecié que el cambio climéticoes el problema
que determina el desarrollo humano en nuestra
generacion, los modelos climaticos actuales predicen
un calentamiento mundial de cerca de 1.4-5.8 grados
Celsius entre 1990 y 2100, proyecciones que se basan
en un conjunto de hipétesis acerca de las principales
fuerzas que dirigen las emisiones futuras; tales como
el crecimiento poblacional y el cambio tecnolégico.
Un factor importante lo constituye el crecimiento
demografico en las zonas urbanas, lo cual trae
como consecuencia un aumento de la demanda de
vivienda, transporte, agua, energia etc., e incrementa
la cantidad de basura. Dicho incremento demanda
la construccion de fraccionamientos, edificios
departamentales, conjuntos habitacionales, casas
independientes, al igual que centros comerciales,
escuelas, hospitales, infraestructura carretera,
etc., por tanto, se incrementa el uso del automovil,
el consumo de combustible, de agua potable y
energia, asimismo, aumenta la cantidad de desechos
domeésticos y comerciales (Arias, 2017).

Viviendas sustentables

La tendencia actual del desarrollo de vivienda
sustentable en México, dirigido por La Comisiéon
Nacional de Vivienda en México (CONAVI) y la

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), implementando Acciones de
Mitigacion Nacionalmente Apropiadas (NAMA),
han abordado la eficiencia energética con base en
el “desempeno integral de la vivienda”, dichas
acciones, son necesarias frente al panorama del
crecimiento demografico, en el 2050, México contara
aproximadamente con 121 millones de habitantes,
y tendrd cerca de 40 millones de viviendas
(construyéndose cerca de 11 millones de casas nuevas
entre hoy y el 2030) y 9 millones de casas adicionales
requeriran de remodelacién parcial o total durante
el mismo periodo. En el estado de Quintana Roo, en
los tltimos 5 afios se construyeron 52 mil viviendas
de interés social, ademads, las viviendas son las
responsables de aproximadamente un 7% de las
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI),
representando a nivel nacional 49 MtCO, por afio
(Lundholm, Et al. 2010).

La implementacion de la actividad de azoteas verdes
es una opcién para combatir al cambio climético;
conservando el calor en invierno y fresco el interior
en verano, ademds 1m? de pasto genera el oxigeno
requerido por una persona en todo el afio y atrapa
130 gramos de polvo por afio (Lundholm, Et al. 2010;
Ahmed, Et al. 2014). Dicha actividad, surgié como un
techo de una vivienda que esté parcial o totalmente
cubierto de vegetacién, ya sea en suelo o en un
medio de cultivo apropiado (Lundholm, Et al. 2010).
Los “techos verdes” tuvieron sus inicios en los paises
escandinavos y la tendencia moderna comenzé
cuando Alemania desarrollé los primeros en la década
de 1960 (10% de los techos en Alemania son verdes) y
ahora se han difundido a muchos paises como Estados
Unidos, Suiza, Holanda, Hungria, Suecia y en Reino Unido
(Lundholm, Et al. 2010; Kaluza, Et al. 2016).

Estructura de los techos verdes

Existen principalmente 6 capas que lo componen
(figura 1; de arriba hacia abajo):

1) Capa vegetal (plantas, pastos y flores).

2) Material para crecimiento de las plantas (mezcla
nutritiva de tierra de vivero y otros compuestos
organicos).

3) Capa o tela de filtracion (contiene a la tierra y a las
raices, pero permite el paso del agua para drenar).

4) Capa de drenado y captaciéon de agua pluvial
(compuesta por arenas u otros materiales que
permiten el paso del agua, pero no de otros
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compuestos solidos, y la almacenan o canalizan).
5) Barrera de raices.

6) Membrana impermeable (detiene el paso de agua
y humedades a la azotea).

Blembrana fiitrante

Capa impermeable
antl-ralccs
Placa seportc —I |
co -

Placa para conlr

de vapor -I
Te o ——

3

Energizar

Fucole: MCT Graphic

Figura 1. Sistema multi-capa para la fabricacion de
techos verdes (modificado de MCT Graphic).

Discusion

Considerando que uno de los factores que influyen
en la aceleraciéon del cambio climatico es el aumento
poblacional en algunas ciudades, donde la poblacién
se concentra debido al crecimiento econdmico.
Un ejemplo de ello es el Estado de Quintana Roo,
Meéxico; dicha actividad, conlleva a un aumento
en la demanda de viviendas para la poblaciéon en
zonas urbanas. Para satisfacer dichas demandas, se
han construido viviendas en varias ciudades como
Canctn, las cuales se han expandido y los limites
de estas, contintan expandiéndose, generando un
impacto ecoldgico grave con la deforestacion de una
gran cantidad de especies vegetales; aunado a que las
politicas de construccién les permiten a las empresas
constructoras, cumplir con un drea minima de areas
verdeslacualesdesproporcionadacuandosecompara
con todo el territorio deforestado. De acuerdo con las
iniciativas, en México ante el cambio climatico, es la
implementacion de viviendas sustentables apegados
a los criterios urbanos sustentables por Arias Orozco,
2013. Enfatizando en el impacto ambiental, se
especifica que es necesario normar las acciones en las
distintas etapas de la construccién de asentamientos
humanos para la proteccion ambiental del entorno
y en cuanto al énfasis econémico es disminuir los
costos de habitabilidad de las viviendas con el
ahorro de energia eléctrica y consumo de agua
potable. Es por ello, que es de suma importancia la
generacion de conocimiento basico para el desarrollo
de iniciativas con el establecimiento de proyectos

sociales para la implementacion de soluciones que
atiendan los puntos previamente mencionados. Una
de las iniciativas propuestas son las azoteas verdes,
las cuales tienen un impacto ambiental y social
benéfico (Kaluza, Et al. 2016), pues como se ha visto en
grandes ciudades, reducen el efecto de isla de calor
y como consecuencia, la reduccion de inundaciones
en zonas tropicales, repercutiendo en la disminucién
de gastos en servicios como impermeabilizacion,
calefaccion y aire acondicionado. Estos trabajos
exigen realizaciéon de investigacion cientifica y
desarrollo tecnolégico para implementar y establecer
ecosistemas funcionales en azoteas para hacerlas
verdes y ser asi, capaces de hacer funcionales varios
mecanismos de sustentabilidad (Ahmed, Et al. 2010;
Ahmed, Et al. 2014).

Conclusion

El panorama del cambio climatico y el calentamiento
global hallevadoaproponery desarrollar alternativas
de solucién en parte mejorando la cultura ambiental y
por otro con la generacién de viviendas sustentables.
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Resumen

El estudio de las principales proteinas del grano
de sorgo (kafirinas) ha aumentado recientemente
debido a que el sorgo puede cultivarse en zonas
semidridas por su alta resistencia a sequias y
condiciones extremas. Aunado a esto las kafirinas
(KAF) se consideran seguras para las personas
con enfermedad celiaca y son reconocidas como
hipoalergénicas. Se han utilizado diversos métodos
para su extracciéon (métodos acidos, alcalinos, entre
otros), con la final de obtener estas proteinas con el
mayor grado de pureza y poder ser aplicadas en la
industria de los alimentos. Sin embargo, diversos
estudios han demostrado que las KAF podrian ser
consideradas como materia prima para el disefio
de productos cosmecéuticos (para el cuidado de la
piel), este es atribuido a su actividad antioxidante
al producir péptidos bioactivos por hidrolisis
enzimética y por observar efectos antiinflamatorios
utilizando la fracciéon completa de KAF. Teniendo
como finalidad en esta revision realizar una
comparacion entre las distintas fracciones de KAF,
los métodos de extraccién y el uso potencial de las
KAF en beneficio de la salud de la piel.

Palabras claves: kafirinas, sorgo, piel, cosmecéutico

Abstract

The study of the main sorghum grain proteins
(kafirins) has recently increased because sorghum
can be cultivated in semi-arid zones due to its high
resistance to droughts and extreme conditions. In
addition to this, kafirins (KAF) are considered safe
for people with celiac disease and are recognized as
hypoallergenic. Various methods have been used
for their extraction (acidic, alkaline methods, and
others), with the end of obtaining these proteins
with the highest degree of purity and being able to
be applied in the food industry. However, several
studies have shown that KAF could be considered
as a raw material for the design of cosmeceutical
products (for skin care), attributed to its antioxidant
activity by producing bioactive peptides by
enzymatic hydrolysis, also by observing anti-
inflammatory effects using the complete fraction
of KAF. With the purpose of this review to make a
comparison between the different fractions of KAF,
their extraction methods and the potential use of
KAF for the benefit of skin health.

Keywords: kafirins, sorghum, skin, cosmeceutical
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Introduccion

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) es un cereal
que ocupa el quinto lugar en produccién a nivel
mundial, pudiendo ser cultivado ampliamente en
regiones semidridas y tropicales, resistente a sequias
y condiciones de alta salinidad (Labuschagne,
2018). Por lo que es un alimento basico y de gran
importancia en paises como Africa y Asia. Aunado
a esto, es seguro para pacientes celiacos pudiendo
sustituir a las harinas de trigo por harinas de sorgo de
variedades blancas (Perla 101, RB Paloma, Costefio
201, entre otros), debido a su sabor neutro. Por lo
tanto, la utilizacién de sorgo es importante desde
el punto de vista econémico y puede garantizar la
seguridad alimentaria en varios paises del mundo.
Este cereal contiene entre 6 a 12% de proteina cruda
dependiendo de la variedad y/o el cultivar (Vannalli
et al., 2008; Lasztity, 1996). Las proteinas del grano
de sorgo pueden clasificarse en prolaminas y no
prolaminas. El nombre de kafirinas es utilizado para
identificar a las prolaminas del grano de sorgo, el
cual es conocido en Africa como “kafir” (Shewry &
Tatham, 1990). Las kafirinas (KAF) son las principales
proteinas de almacenamiento en el grano de sorgo
y representan entre el 77-82 % de la proteina total
en el endospermo. Estas proteinas son clasificadas
como la fracciéon de prolaminas, se caracterizan por
ser solubles en solventes no polares (principalmente
en soluciones alcohélicas) y por su alto contenido
de prolina, glutamina, alanina y leucina (Shewry &
Tatham, 1990). El nombre de prolamina fue acufiado
por Osborne (1924), debido al alto contenido de
prolina y glutamina, ambos residuos de aminoécidos

a

Cuerpo proteinico
contenido porla
matriz de glutelina

Interior

Capa exterior
(B y y kafirinas)

(a-kafirinas)

constituyen cerca del 30 % del total de residuos en
la fracciéon de kafirinas. Por su parte, la fracciéon
de no-prolaminas estd constituida por albtiminas,
globulinas y glutelinas, siendo solubles en soluciones
acuosas, salinas y acido-bdésicas, respectivamente,
las cuales representan aproximadamente el 30% de
la proteina total (Belton et al., 2006). Sin embargo, la
coccion de este cereal, sobre todo en hiimedo, reduce
la digestibilidad de las proteinas, en particular de las
kafirinas. Rodrigues de Sousa et al., (2018), utilizaron
la harina de sorgo como fuente de alimentaciéon
en un modelo murino, observando reducciéon de
peso, ademas disminucién de la lipogénesis en las
células hepaticas, sin embargo, sus efectos fueron
atribuidos a compuestos bioactivos como los taninos
y su alto contenido en fibra. Siendo un desafio el
encontrar procesos para lograr aprovechar mejor
el grano de sorgo, en especial a las principales
proteinas de almacenamiento (KAF), aumentando
su digestibilidad y que puedan ser empleadas
como ingredientes alimenticios o como una fuente
potencial de compuestos bioactivos que beneficien
a la salud humana, en particular contra el estrés
oxidativo. Por lo que el objetivo de esta revision fue
realizar una comparaciéon entre las fracciones de
KAF, los diferentes métodos de extraccion y el uso
potencial de las KAF en beneficio de la piel.

Clasificacion de las kafirinas y su digestibilidad

Actualmente se sabe que las proteinas de la fracciéon
de prolaminas del maiz (zeinas), tiene alta similitud
con las KAF del sorgo. Lo que ha proporcionado un
marco para el andlisis de las KAF para determinar

o) Cuerpo proteinico

. Granulo de almidén
#5} Matriz de glutelina

Figura 1. Representacion de (a) cuerpos proteinicos esféricos y (b) su relacion con granulos de
almidon y matriz de glutelina en el grano de sorgo (Mesa—Stonestreet et al., 2010).
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Tabla 1. Grupos de kafirinas del grano de sorgo

Tipo de Peso molecular Residuos de Distribucién
kafirina (kDa) aminoacidos (%)

a 23 -27 240 - 250 66 — 84

B 18 172 8-13

Y 20 193 9-21

o 13 114 No determinado

Fuente: Lasztity, 1996; Belton et al., 2006.

sus propiedades tnicas. La microestructura de KAF
se ha estudiado utilizando microscopia electrénica
de transmision y microscopia confocal de barrido.
Estos estudios han demostrado que las KAF estan
localizadas principalmente en cuerpos proteinicos
esféricos, los cuales estdn incrustados dentro de
la matriz de glutelina y distribuidos alrededor
de los granulos de almidén, tal como se muestra
en la Figura 1 (Duodu et al., 2002; Elkhalifa et al.,
2007; Choi et al., 2008; Labuschagne, 2018). Las
kafirinas son clasificadas en diferentes grupos con
base a su estructura, solubilidad, peso molecular y
composicion de aminodacidos en 4 grupos: a, B, v, ©
(Belton et al., 2006). En la Tabla 1, se describen las
propiedadesy distribucion porcentual de cada grupo
(Lasztity, 1996; Belton et al., 2006). Estos grupos
forman estructuras proteinicas con un diametro de
0.4 a 2 pm con una “capa” exterior que se compone
principalmente de B y y-KAF entrecruzadas y
un interior por a-KAF (Duodu et al., 2003; Mesa-
Stonestreet et al., 2010; Labuschagne, 2018).

Las a-KAF representan entre el 80-84 % de la
fraccion total de KAF en el endospermo vitreo y del
66 - 71 % en endospermo opaco. Se caracterizan por
no estar extensivamente entrecruzadas y por formar
principalmente enlaces disulfuro intramoleculares.
En los perfiles electroforéticos se identifican con
una masa molecular entre 26-27 KDa con un
nimero de aminoécidos (aa) presentes de 240-250.
Esta fraccion de KAF es rica en aa no polares como
alanina (Ala), leucina (Leu), prolina (Pro). Por su
parte, las B y y-KAF forman enlaces disulfuro inter
e intramoleculares y estan altamente entrecruzadas.
La fraccion de B-KAF representa entre el 7-8 % del
total de kafirinas en el endospermo vitreo y del
10-13 % en el endospermo opaco. Este grupo se ha
identificado en perfiles elecroforéticos (SDS-PAGE)
entre 15-18 KDa, contando con alrededor de 172
aa, siendo los principales aa reportados metionina

(Met) y cisteina (Cys). De las y-KAF se encuentran
reportadas 2 secuencias, ambas corresponden a
proteinas maduras de aproximadamente 20 kDa con
una homologia del 99% a las y-zeinas procedentes del
maiz, con la diferencia de que la secuencia Pro-Pro-
Pro-Val-His-Leu se repite 4 veces. Es a esta secuencia
y su repeticion que se le puede atribuir su alta
hidrofobicidad, siendo esta fraccion de prolaminas
la mas hidréfoba en los cereales de sorgo y maiz
(Belton et al. 2006). Finalmente, dos secuencias de la
fraccion de 8-KAF se tienen reportadas, mostrando
alta homologia con &6-zeina con un peso molecular
de 13 KDa, predominando el aa metionina (Met).
En general, las KAF son ricas en acido glutamico y
aminodcidos no polares [prolina (Pro), leucina (Leu)
y alanina (Ala)], y presentan bajo contenido del
aminodcido esencial lisina (Lys) (Mesa-Stonestreet
et al., 2010).

Distintos estudios han demostrado que las KAF
contribuyen en la disminucién de la digestibilidad,
la cual es afectada por factores exé6genos como las
interacciones con componentes no proteinicos
(taninos, polifenoles, fitatos, lipidos, almidén y
compuestos de la pared celular) y factores ex6genos
como son entrecruzamiento de KAF, formaciéon de
enlaces disulfuro, distribucién de las KAF dentro
de los cuerpos proteinicos y su alta hidrofobicidad
(Duodu et al., 2003; Wong et al., 2009; Pranoto et
al., 2013). Debido a la baja calidad proteinica del
grano de sorgo, diversos estudios para atender
esta problemética se han realizado, utilizando la
aplicacion de métodos quimicos (uso de agentes
reductores), procesos biotecnolégicos (fermentacion
e hidrolisis enzimética) y termo-mecénicos
(irradiacién y extrusién); asi como mejoramiento
genético (Mesa-Stonestreet et al., 2010; Chiquito-
Almanza et al., 2011). Con estos métodos se ha
logrado un aumento del 6-25% de la digestibilidad
de la proteina y se han logrado obtener lineas

REMDIS Vol. 2, No. 9 mayo 2019 ISSN: 2594-1445

QUIMICA FARMACEUTICA Y CLINICA | 29



con alto contenido de lisina. El aumento de la
digestibilidad se ha atribuido a la degradacion
del complejo proteinico produciendo pequefias
subunidades de prolaminas y glutelinas siendo mas
accesibles en el proceso de la digestion (Pranoto et al.,
2013). Mediante el uso de los procesos anteriormente
mencionados, las propiedades funcionales como
solubilidad, espumado y emulsificaciéon aumentaron
entre 7 - 9% (Mesa-Stonestreet et al., 2010).

El sorgo en los alimentos

De manera tradicional en Africa, es comun el uso
del grano de sorgo para la preparacion de papillas,
siendo el principal producto a base de este cereal en
este pais. Esto se prepara cocinando harina de sorgo
con agua, variando el contenido sélido de entre
un 10% para obtener una papilla fina, hasta el 30 %
para producir una papilla dura con una consistencia
similar al puré de papa. Sin embargo, la coccién
hiimeda reduce sustancialmente la digestibilidad de
las proteinas presentes (Taylor et al., 2006; Shober &
Bean, 2008). Por lo que al acidificar la preparaciéon
a pH menor o igual a 4.0 mediante fermentacién
con &cido lactico este efecto puede verse reducido,
ademds que mejora la digestibilidad del almidén
y aumenta la biodisponibilidad de vitamina B. En
el norte de Africa y la India, la harina de sorgo se
usa ampliamente para hacer panes planos. Cabe
sefialar que estos productos tradicionales hechos
de harina de sorgo se fabrican casi exclusivamente
en el hogar, y que generalmente el sorgo utilizado
para producir esta harina es de cosecha propia.
Por lo tanto, las opciones para la fortificaciéon de la
harina son limitadas. Una excepcion es el polvo de
sorgo acidificado, llamado Morvite, que se fabrica
comercialmente en Sudafrica. El producto esta
fortificado con una gama de minerales y vitaminas
para que una porcion de harina de 100 g cumpla
generalmente entre el 15% y el 25% de la cantidad
diaria recomendada en micronutrientes para adultos
(Taylor et al., 2006; Shober & Bean, 2008; Chiremba et
al., 2009).

En la actualidad existe la necesidad de encontrar
alternativas al uso del trigo para la fabricacién
productos como son pan, pasteles y galletas. Debido
a que el sorgo es considerado seguro para celiacos,
la producciéon de productos de la panificacion a
base de sorgo se estd generalizando. La tecnologia
de molienda de sorgo debe mejorarse en términos
de eficiencia de molienda, calidad funcional de la
harina y retencién de micronutrientes y fitoquimicos.
Para lograr esto, es necesario desarrollar atn
mas la tecnologia de molienda de rodillos de

sorgo. Se esta haciendo un buen progreso en la
investigacion en profundidad que permitird que
las proteinas de sorgo, las kafirinas, proporcionen
masa con viscoelasticidad. La biofortificaciéon ya
ha proporcionado algin progreso hacia el logro
de un cultivo de sorgo nutritivo. Sin embargo, esta
tecnologia debe desarrollarse atin mas para llenar
los vacios en el conocimiento sobre la mejora de la
cantidad de aminodcidos esenciales como la lisina, y
debe implementarse en paises donde el sorgo es un
elemento basico importante para mejorar el estado
nutricional de la gente de zonas rurales (Taylor et al.,
2006; Shober & Bean, 2008).

Métodos de extraccién de proteinas

El sorgo se ha incorporado en productos libres de
gluten (pastas, pan, galletas y algunos cereales),
aunque su uso es aun muy limitado (Hamaker et
al., 2008; Gallagher, 2009; Liu, 2009). Por lo tanto, la
aceptabilidad del sorgo y sus proteinas (en particular
las KAF) como ingredientes alimentarios dependera
no solo de sus caracteristicas nutricionales, sino
también de sus propiedades tecnolédgicas y
biofuncionales (Mesa-Stonestreet et al., 2010). En
este sentido, se han establecido diferentes métodos
de extracciéon de las proteinas de este cereal con
la finalidad de poder darles una aplicacién en la
industria de los alimentos y como compuestos con
actividad biolégica.

Extraccion tradicional

Las proteinas de sorgo tradicionalmente han sido
extraidas y clasificadas segtn el procedimiento
de Osborne (1907). Este método de clasificacion
divide las proteinas en albiminas solubles en agua,
globulinas solubles en sal, prolaminas solubles
en alcohol y glutelinas solubles en &cido o base
(Hamaker et al., 1995; Wrigley & Bekes, 2001). Este
método, sin embargo, no separa las fracciones
de proteinas de forma limpia y generalmente
produce una superposicion significativa entre
las fracciones (Mesa-Stonestree, 2010). Se han
utilizado muchas variantes de este método para
extraer proteinas de sorgo. El método de Landry-
Moureaux posteriormente dividi6 las prolaminas en
aquellas extraibles en alcohol acuoso puro y aquellas
extraibles en alcohol acuoso mas un agente reductor.
En este procedimiento, la extracciéon secuencial
da como resultado las siguientes fracciones de
proteinas: albaminas y globulinas extraidas con
soluciéon de NaCl (fraccién I); kafirina-1 extraida con
60% de t-butanol (fracciéon II); kafirina-2 (también
llamada kafirina reticulada) extraida con 60% de
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t-butanol con 2-mercaptoetanol (2-ME) (fraccion III);
proteinas de tipo glutelina extraidas con tampoén de
borato alcalino con 2-ME (fraccion IV); glutelinas
verdaderas extraidas con borato alcalino y dodecil
sulfato de sodio (SDS) (fraccién V); y, proteinas no
extraibles determinadas por el andlisis del contenido
de proteinas del residuo. Aunque el método de
Landry-Moureaux ajusté el procedimiento de
Osborne, todavia se requiere de mayores estudios
de las fracciones individuales para conocer la
funcionalidad de las proteinas del sorgo de manera
individual.

Extraccion alcalina

Wu en 1978, obtuvo proteinas de sorgo entero
molido utilizando un proceso de extraccion alcalina.
La extraccion se llevé a cabo preparando una
suspension con 150 g de sorgo y 900 ml de solucién
de hidréxido de sodio de 0.1 a 0.15 N, pH 11.8 a 11.9.
La suspension se centrifugd y el sobrenadante se
recolect6 y se ajusté a pH &cido de 4.8 para precipitar
las proteinas. El concentrado de proteinas en forma
de precipitado se liofiliz6. Los concentrados tenian
contenidos de proteina que variaban del 48% al
60%, dependiendo de la variedad de grano. Las
solubilidades de los concentrados fueron del 90% a
un rango de pH de 8.7a10.8; 15% a 22% a pH 2.1, y,
fueron insolubles entre pH 3.5 y 5.8. Los autores de
este estudio no identificaron los tipos de proteinas
extraidas. Sin embargo, a juzgar por la cantidad de
proteina extraida, algunas kafirinas pueden haberse
solubilizado mediante este proceso. Suponiendo
que la mayor parte de la proteina era albimina
/ globulina y glutelinas, entre el 5% y el 15% de la
proteina extraida puede haber sido kafirina. Ademas,
no se observo si se produjo alguna modificacién en
las proteinas debido al pH extremo utilizado en el
proceso de extracciéon. Por lo que este método, por
la informacién encontrada, no es 6ptimo para la
extraccion de kafirinas puras.

Separacion de no prolaminas y prolaminas

Hamaker et al. (1995) utilizaron un procedimiento
que se aplico por primera vez para extraer proteinas
de maiz que diferenciaban las no prolaminas (o no
kafirinas) de las prolaminas (o kafirinas). En este
método, las muestras de harina se extrajeron primero
con cloruro de sodio para eliminar las albaminas,
las globulinas y el nitrégeno no proteico contenido
en el sobrenadante. Los sedimentos resultantes se
extrajeron luego con borato de sodio, un detergente
(SDS) y 2-ME a pH 10, con una relacién de harina-
disolvente de 1:10. Después de una extraccién de

1 h, la suspension se centrifugé y luego a 60°C se
afladi6 t-butanol al sobrenadante para precipitar las
no kafirinas extraibles con detergente. Después de
reposar durante 2 h con agitacion ocasional, la mezcla
se centrifugo y luego el sobrenadante, que contenia
KAF, se separ6 del sedimento. Este procedimiento
permiti6 obtener las KAF en un solo grupo y facilité
una mayor identificacién de los diferentes tipos de
KAF. Sin embargo, estas proteinas se extrajeron
principalmente con fines de caracterizacién, y no
para uso alimentario. Siguiendo el procedimiento
mencionado anteriormente, Park & Bean (2003)
investigaron los factores que afectan la extraccion
de proteina de sorgo y luego optimizaron estas
condiciones para reducir el tiempo de extraccion. Sus
estudios revelaron que el pH, el tipo de detergente,
el tipo de agente reductor y la proporciéon de
disolventes de muestra afectan significativamente la
extraccion de proteinas. De pH 2.5 a 10, la cantidad
de proteina extraida por SDS aument6 al aumentar
el pH. SDS, un detergente aniénico, fue sumamente
superior al detergente catiénico bromuro de
dodecilamonio. La concentracién de SDS del 2%
extrajo la mayor cantidad de proteina, sin aumentos
adicionales en la extraccién en concentraciones mas
altas. La B-ME al 2% extrajo mds proteinas que el
ditiotreitol o el clorhidrato de tris (2-carboxietil)
fosfina. En contraste con la proporciéon de 1: 10 de
harina-solvente utilizada por Hamaker et al., (1995),
Park & Bean (2003) encontraron que la proporcion
6ptima era de 1: 20. Ademas, al agrupar los extractos
de proteinas de tres de 5 minutos las extracciones
de Park & Bean (2003) acortaron el tiempo total de
extracciéonde1horaa21 minutos, mientras obtenianla
misma cantidad de proteina. También determinaron
que las mismas no KAF se precipitaron con 60% de
t-butanol, 60% de 1-propanol y 70% de etanol. Por lo
tanto, estos disolventes pueden ser intercambiados.
Ademads, se puede usar acetona para precipitar KAF.

Extraccién con acido acético glacial

Taylor et al., (2005) desarrollaron un método de
extraccion de KAF utilizando acido acético glacial
porque los procedimientos existentes plantean
problemas para la industria alimentaria. Por ejemplo,
sefialaron que el t-butanol es téxico y que el etanol
acuoso no es aceptable para ciertas religiones. Los
investigadores plantearon la hipétesis de que la baja
constante dieléctrica del acido acético glacial (6.1) le
permite disolver proteinas altamente hidrofébicas
como las KAF. La constante dieléctrica de un solvente
es inversamente proporcional al grado de interaccién
que ocurre entre 2 particulas cargadas en solucion.
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Como el acido acético glacial tiene una constante
dieléctrica baja, las proteinas tienden a desplegarse y
los grupos hidré6fobos interacttian con el disolvente
con la misma facilidad con que lo hacen entre si. En
este estudio, se compararon los solventes acuosos
de alcohol (70% de etanol a 70° C), con metabisulfito
de sodio e hidréxido de sodio, en comparacion con
los solventes que contienen 4cido acético glacial con
y sin metabisulfito de sodio a 25° C. Encontrando
que el tratamiento con metabisulfito de sodio fue
necesario para obtener la pureza deseada en ambos
procesos, ya que la extraccién sola por ejemplo, con
acido acético glacial solo tuvo un rendimiento y una
pureza de KAF pobres. En el método del acido acético,
el sorgo se empap6 previamente en metabisulfito de
sodio durante 16 h antes de la extraccion con acido
acético glacial. La proteina resultante se desengrasé
con éter de petrdleo. En el método acido-etanol, se
pusieron en contacto el grano de sorgo desgrasado
con etanol al 70%, se ajust6 el pH a 2 usando HCl y
luego se agregé sulfito de sodio. Después de agitar
continuamente durante 2 horas a 78° C, la mezcla
se centrifugd y el sobrenadante se recogi6é y se
deshidrat6 mediante un evaporador rotatorio. Se
realiz6 un segundo procedimiento de desengrase.
En el método alcalino-etanol se mezclaron el sorgo
con etanol al 70%, NaOH al 0.35% y metabisulfito
de sodio al 0.5%, y luego se agit6 durante 1 hora a
70° C. A continuacion, la mezcla se centrifug6, luego
el sobrenadante se diluy6 con agua destilada hasta
etanol al 40%. Esta suspensiéon se mantuvo a -20°C
durante la noche para promover la precipitacién y
luego se centrifugd. El sedimento se enjuagd con
agua destilada, se secé a 49° C durante la noche y
luego se desengrasé. El andlisis del contenido de
proteina mostré que los procedimientos de extraccion
con acido acético y etanol alcalino dieron mayores
rendimientos y pureza que el método acido-etanol.
Las tasas de extraccion y los contenidos de proteina
obtenidos fueron 44.1% y 98.94%, respectivamente,
para la extraccion con acido acético; 24.2% y 42.32%,
respectivamente, para extraccién acida-etanol; vy,
56.8% y 94.88%, respectivamente, para la extraccion
de etanol alcalino. Wang et al., (2009) supusieron
que el etanol acido no era lo suficientemente fuerte
como para disolver proteinas desnaturalizadas y
que la extensioén de la ruptura del enlace disulfuro
disminuye a un pH bajo. Ademas, la preparacién
previa con un agente reductor en el procedimiento
de acido acético glacial llevé a un mayor porcentaje
de extraccion. Utilizando los métodos con mayor
rendimiento y grado alimentario, las KAF pueden ser
utilizadas para ser incorporadas, ya sea la proteina
completa o en fracciones en productos que beneficien

a la salud humana, como alimentos funcionales y/o
nutracéuticos.

Kafirinas y
cosmecéutico

su potencial aplicacion como

Se ha reportado que el uso biolégico de una proteina
depende en gran medida a su digestibilidad. Aunado
a esto, se sabe que las proteinas de almacenamiento
de semillas contienen fragmentos bioactivos (Megias
et al., 2008; Soares de Castro & Sato, 2015), que
pueden ser liberados por enzimas proteoliticas.
Estos fragmentos han sido aislados mediante la
aplicacion de diferentes métodos de extraccién para
obtener la proteina completa seguido del empleo
de enzimas proteoliticas (pepsina, pancreatina,
quimitripsina, alcalasa, entre otras), generando
hidrolizados enziméticos de proteinas (Megfas et al.,
2008; Singh et al., 2014; Soares de Castro & Sato, 2015).
Asi pues, durante las tltimas décadas, numerosas
investigaciones han reconocido distintos efectos en
la salud (opioide, antihipertensivo, antioxidante,
hipocolesterolémico, inmunomodulador,
anticoagulante, entre otros) atribuidos a fragmentos
especificos de las proteinas llamados péptidos
bioactivos o biopéptidos producidos por hidroélisis
enzimatica, con capacidad moduladora de procesos
fisiologicos (Singh et al., 2014; Alcantara-Quintana
et al., 2015). En este sentido, el estrés oxidativo es
una de las principales causas que generan una gran
variedad de enfermedades humanas, siendo la piel el
6rgano mds expuesto al estrés oxidativo por factores
como la mala alimentacién, la contaminacién
ambiental y principalmente por la radiaciéon UV,
debido a un desequilibrio entre la produccién de
radicales libres y el sistema endégeno antioxidante
eliminador. Gran parte de lo que sabemos sobre el
mecanismo de proteccion contra el estrés oxidativo es
la activacion de la respuesta antioxidante a través de
la eliminacién de radicales libres o la prevenciéon de
la generacion de radicales libres, que es un objetivo
atil para promover la salud (Lorencini et al., 2014).

Las dreas de particular interés que afectan a la
salud de la piel incluyen la pérdida de elasticidad,
las arrugas, la textura irregular, la pigmentacion
y la sequedad. Esta problematica ha llevado al
desarrollo de cosmecéuticos, que se encuentran
entre los cosméticos y los productos farmacéuticos
que ofrecen mejorar la salud de la piel (Draelos, 2014;
Malerich & Berson, 2014). Los cosmecéuticos son
una forma segura y eficaz de mejorar los efectos no
deseados del envejecimiento. Hay varios agentes que
se pueden aplicar para tratar las arrugas, las lineas
finas y la hiperpigmentaciéon. Los cosmecéuticos
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ejercen efectos locales, sin absorcion sistémica.
También son generalmente bien tolerados y no se
han observado efectos adversos importantes. Existen
muchas opciones diferentes, incluidos los péptidos,
los factores de crecimiento, las citoquinas y las células
madre, que se han unido al arsenal cosmecéutico
(Malerich & Berson, 2014). Los péptidos destacan
por ser importantes en muchos procesos naturales
relevantes para el cuidado de la piel, como la
modulacién de las células, proliferaciéon, migraciéon
celular, inflamacién, angiogénesis, melanogénesis y
sintesis y regulacion de proteinas. Los mecanismos
para tales actividades se basan principalmente en
la unién de ligandos, de un tipo u otro, y debido a
la inmensa diversidad de secuencias y estructuras
que proporcionan las secuencias peptidicas, son
posibles una gran cantidad de actividades. Ademas,
los péptidos utilizados consisten principalmente
en L-aminoacidos naturales, que en general no son
inmunogénicos y se descomponen facilmente con
el tiempo para producir aminoacidos naturales
individuales (Zhang & Falla, 2009).

En este sentido los hidrolizados de KAF pueden
ser una alternativa viable para la producciéon de
péptidos con actividades benéficas para la salud
de la piel. El primer estudio relacionado con la
hidrolisis de KAF fue realizado por Kamath et
al. (2007) realizaron la hidrolisis de a-KAF con
quimotripsina para la produccién de hidrolizados,
los cuales fueron purificados por cromatografia de
exclusiéon molecular (Sephadex G-25), resultando en
la obtencién de 4 fracciones peptidicas con actividad
inhibitoria de la ECA, con valores IC,, de 1.3 - 24.3
png/mL. Finalmente, las fracciones de péptidos
provenientes de a-KAF presentaron tanto inhibicién
competitiva como no competitiva. El estudio
mencionado logré demostrar que al llevar a cabo
la hidrélisis enzimatica de prolaminas del grano
de sorgo es posible liberar péptidos con actividad
antihipertensiva in vitro. Con este estudio se dio el
parteaguas para la busqueda de nuevas perspectivas
para el uso de las kafirinas. Sullivan et al., (2017),
hidrolizaron kafirinas provenientes del grano de
sorgo variedad roja con la finalidad de evaluar
la actividad antioxidante por métodos in wvitro,
mediante los ensayos de capacidad antioxidante
de los radicales de oxigeno (ORAC), el ensayo de
captacion de radicales de 6xido nitrico y la actividad
de captacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH). En donde reportan que los hidrolizados
son mejores antioxidantes contra radicales que se
estabilizan por un enlace simple entre dos atomos
de nitrégeno (radical DPPH) y en el proceso de

oxidaciénretardada (ensayo ORAC). Por su parte, Xu
et al., (2019), hidrolizaron KAF utilizando la enzima
papaina, obteniendo fracciones por debajo de los 3
kDa, logrando identificar la secuencia de algunos
péptidos con alta actividad antioxidante utilizando
los ensayos de DPPH, ORAC vy la inhibicién de la
lipoperoxidaciéon (TBARS), este efecto antioxidante
lo atribuyen a la presencia de acido glutamico (GIn),
tirosina (Tyr) y de aa hidrofébicos como Pro, Leu,
Ala. Sullivan et al., (2018), reportaron que el uso de
kafirinas provoca una reducciéon de la secreciéon
de citocinas proinflamatorias (IL-f, IL-6 y TNF-a),
utilizando como modelo de estudio células de
leucemia monociticas humanas (THP-1), lo que indica
que compuestos como las KAF pueden intervenir en
la regulacién de la inflamacion, teniendo beneficios
en la salud.

Conclusion

Existen diversos métodos de extraccion de las
kafirinas, obteniéndose mejores rendimientos con el
uso de agentes reductores. Es de gran importancia
que el método seleccionado sea grado alimentario
para no solo aumentar su uso como una fuente de
ingrediente alimentario, sino también ser utilizado
en las areas biomédica y nutracéutica para el disefio
de cosmecéuticos, esto asociado con las propiedades
potenciales de las kafirinas, como lo son la actividad
antioxidante y la actividad anti-inflamatoria, lo cual
generaria un beneficio a la salud humana.
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Resumen

Los problemas de salud relacionados a la
contaminaciéon ambiental han incrementado
exponencialmente en los dltimos afos. La

exposicion a metales pesados, la explotacion
de la tierra de cultivo, la fertilizacién excesiva
de los campos, asi como la dependencia de los
combustibles fésiles han aumentado el deterioro
ambiental que ha impactado de forma negativa en
la salud humana. En esta revision se describen a los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), su
metabolismo, efectos a nivel celular y molecular;
también se documentan los hallazgos mas recientes
de los efectos prenatales, alteraciones endocrinas
y reproductivas, modificaciones de las marcas
epigenéticas en el DNA, asi como el desarrollo de
ciertos tipos de cancer.

Palabras  claves:  hidrocarburos  policiclicos
aromaticos, aductos DNA, contaminacién
ambiental.

Abstract

Health problems related to environmental pollution
have increased exponentially in recent years.
Exposure to heavy metals, overexploitation of land,
overfertilization of fields, as well as dependence
on fossil fuels have increased the presence of
environmental pollutants and their impact on
human health. In this review, polycyclic aromatic
hydrocarbons, their metabolism and effects at the
cellular and molecular level are described. The most
recent findings of prenatal effects, endocrine and
reproductive alterations, epigenetic modifications
in DNA, as well as the development of certain types
of cancer are also documented.

Keywords: aromatic polycyclic hydrocarbons, DNA
adducts, environmental contamination.
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Introduccion

La contaminacion del aire es considerada un factor
importante en el desarrollo de enfermedades,
estimando que es responsable de cerca de 7 millones
de muertes por afio en el mundo y por lo anterior, ha
sido identificado como problema de salud publica
que es necesario atender a la brevedad (OMS,
2014). El tabaquismo, las emisiones de motores y la
combustion de biomasa genera material particulado
(PM), siendo éste el principal contaminante,
ademas del ozono y algunos otros gases derivados
del nitrégeno y del azufre, en grandes ciudades
del pais como la Ciudad de México, Monterrey y
Guadalajara. El1 PM se refiere a las moléculas s6lidas
suspendidas en el aire que no son gases, sino una
mezcla de particulas que se clasifican en funcién a
su tamafio siendo aquellas menores a 10 pm y 2.5
pm las altamente respirables; se componen por
carbén elemental y carbono orgénico, en este tltimo
el componente principal son los hidrocarburos
policiclicos arométicos (HAPs).

Los HAPs son un grupo heterogéneo de moléculas
hidrofébicas que son el producto de la combustiéon
incompleta de la materia organica, productos
de la combustion de los motores, quema de
biomasa y actividades industriales. Estos son los
contaminantes ambientales més prevalentes a
nivel mundial y son reconocidos como agentes
mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos para
humanos, por lo que tienen un impacto importante
a nivel epidemiolégico. Sir Percival Pott en 1775
realiz6 las primeras observaciones poblacionales en
individuos que se dedicaban a limpiar chimeneas,
asociando la exposicién al hollin de las chimeneas
con una alta incidencia de cancer escrotal, ahora se
sabe que el hollin tiene una gran cantidad de HAPs
(Brown et al., 1957).

El anillo bencénico es la unidad fundamental de los
HAPs, éste tiene la caracteristica de ser una molécula
muy estable debido a sus dobles enlaces. Los HAPs
constan de anillos bencénicos fusionados (de2a7) y
entre los mas conocidos se encuentran el naftaleno,
el antraceno, el fenantreno, el naftaceno, el benzo[a]
antraceno, el dibenzo [a,h] antraceno y el benzo[a]
pireno (BaP), siendo este ultimo el HAPs mas
ampliamente estudiado (Kim et al., 2013).

Los HAPs entran a las células por difusién ya que
son compuestos altamente liposolubles, una vez
dentro de las células se activa la respuesta celular por
exposiciéon a xenobidticos, ésta consiste en la unién
de los HAPs al receptor de arilos (AhR), una proteina

que, en unién con factores de transcripciéon inducen
la expresion de genes que contienen elementos
de respuesta a xenobitticos (XRE). Los genes que
activan su transcripcion estan involucrados en el
metabolismo de xenobiédticos, el cual consta de 3
fases.

La fase I corresponde a reacciones de oxido-
reduccion que bioactivan los compuestos a
moléculas mas reactivas que las iniciales, entre
estas enzimas se encuentran los citocromos P450
como CYP1A1, CYP1B1, CYP1A2 y CYP2El. La
fase II corresponde a reacciones de conjugacion
que produce moléculas mds polares capaces de
ser excretadas por las heces, por via biliar o renal,
entre estas dltimas destacan las enzimas glutation
S-transferasa, glucuronil transferasa y N- acetil
transferasa. Finalmente, la fase III involucra a las
proteinas MDR (multidrug resistance protein), que
son canales especificos que permiten el transporte
de las moléculas biotransformadas al exterior de las
células, protegiendo asi al individuo de los efectos
toxicos de algunos xenobidticos (Moorthy et al., 2015).

Enlafaseldebioactivaciénlos metabolitos resultantes
interaccionan con diversas estructuras celulares
como lipidos y proteinas; sin embargo, el recambio
de estas biomoléculas es rapido y no representan un
dafio permanente. Mientras que la interacciéon de
compuestos activos con las bases nitrogenadas del
DNA forma los aductos derivados de HAPs (HAP-
DNA), que son mas estables y en algunos casos son
irreversibles por lo que representan un biomarcador
confiable de exposicién a HAP y un biomarcador de
enfermedad. En la Figura 1 se describe el mecanismo
de bioactivacion del B[a]P y su interacciéon con las
bases del DNA, particularmente con las guaninas;
estas alteraciones a nivel de DNA forma productos
génicos aberrantes o modificaciéon de la expresion
génica que podrian interrumpir los procesos celulares
normales. Se ha encontrado evidencia que los
aductos en DNA se relacionan con la transformacion
de células normales a células iniciadas (mutacién)
potencialmente cancerosas (IARC, 2012).

Existen otras vias por las cuales se metaboliza el BaP
donde los citocromos realizan una funcién similar a
la peroxidasa y catalizan la oxidacién de un electrén
en la posicion Cé para producir radicales catiénicos.
Estas moléculas tienen una vida media corta que
pueden reaccionar con el DNA y causar alteraciones
estructurales, y mutaciones. El metabolismo por esta
via conduce a la formacién de especies reactivas del
oxigeno que pueden ser carcinogénicas (Moorthy et
al., 2015).
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Figura 1. Esquema de induccion de dafio en DNA por HAPs generado por multiples vias metabdlicas.
Se muestra el ejemplo del BaP en el lado izquierdo se muestra el esquema de oxidacién de un electréon
mientras que del lado derecho se muestra la oxidaciéon de dos electrones.

El metabolismo de los HAPs genera productos
altamentereactivoscapaces deunirsecovalentemente
al DNA y generar aductos. Los aductos se definen
como una modificacién covalente en cualquier
biomolécula (lipidos, proteinas y DNA) o estructura
celular (Singhavi et al., 2018). Los aductos en
el DNA son considerados como el biomarcador
cuantitativo mas prometedor ya que toma en cuenta
las diferencias individuales de exposicion, absorcién
y distribucién de los compuestos, su metabolismo
en formas reactivas, capacidad de bioactivacion,
renovacién celular y reparacion del DNA dafado.
Por estas razones se le considera un biomarcador de
exposicion, de dosis interna y dosis biol6gicamente
efectiva, es decir, indica la exposiciéon a cancerigenos,
indica la cantidad a la cual se expuso el organismo
e indica una exposicioén suficiente para sobrepasar
las barreras de biotransformacion y reparacion. No
obstante, su capacidad para predecir el desarrollo
del cancer atn es incierta (Vegalia et al., 2008).

La reparacion de los aductos varia dependiendo de
la capacidad de reparacién celular y del tejido en
el que se analice el biomarcador, aunque en células
sanguineas pueden ser reparados relativamente
rapido (meses), mientras que en otros érganos como
en pulmén el dafio puede mantenerse durante
mucho tiempo (varios afios). De la misma forma
hay 6rganos mas susceptibles a formar aductos que

otros; este fenémeno se ha observado en diversos
estudios, donde al administrar agentes genotoxicos
por diferentes vias como intravenosa, intraperitoneal,
intratraqueal, oral o dérmica, donde el 6rgano mas
afectado siempre es el pulmoén, comparado con
células sanguineas e incluso células hepaticas, lo que
sugiere que el pulmon es el 6rgano mas susceptible
al dafio genotoxico ocasionado por HAPs (Godschalk
et al., 2000; Marie-Desvergne et al., 2010; Moreau et
al., 2015). Se ha sugerido que el metabolismo de fase
I es eficiente en pulmoén e higado (bioactivacion);
sin embargo, el metabolismo de fase II podria ser
limitado en pulmén (conjugacion), lo que se ha
evidenciado por la cantidad de dioles epdxidos
libres derivados de BaP en mayor concentraciéon en
pulmén que en higado (Molliere et al., 1987, Marie-
Desvergne et al., 2010).

HAPs, generacion de aductos y su efecto sobre los
procesos epigenéticos

Los mecanismos de expresién génica son procesos
finamente regulados a través de diversas estrategias
que involucran la participacion de factores de
trascripcién, feedback negativo, micro RNAs y
procesos de metilacion y acetilacion que regulan la
formadelacromatinanucleary, portanto,laexpresion
de los genes que contienen. En el caso particular
de los procesos de metilaciéon, se sabe que este
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mecanismo es influenciado por la edad, el ambiente,
el estilo de vida y algunos factores demogréficos.
Existe evidencia reciente de estudios epigenémicos
que han encontrado hipermetiladas regiones CpG de
diferentes genes tanto en fumadores, ex fumadores,
asi como en pacientes con cancer pulmonar, de los
cuales destaca el represor del receptor AhR (AhRR),
proteina que detiene el proceso iniciado por AhR
y regula el proceso de transcripcion génica; si el
represor AhRR se encuentra hipermetilado, su
expresion es disminuida lo que podria provocar
que la via dependiente de AhR estuviera activa
constitutivamente promoviendo la expresion
continua de enzimas como CYP1A1, CYP2E1, EPHX1
que bioactivan los HAPs y favorecen la formacién de
aductos en el DNA. Otro hallazgo importante es que,
si bien las aberraciones epigenéticas causadas por el
consumo de tabaco pueden ser reversibles, existen
genes especificos que se mantienen diferencialmente
metilados hasta 22 afios después de haber cesado el
tabaquismo, lo que demuestra la permanencia de las
modificaciones epigenéticas (Fasanelli et al., 2015,
Ambatipudi et al., 2016).

Aunque existe evidencia de que los HAP inducen
metilacién aberrante en ciertos genes, también
existen otros trabajos donde reportan que el proceso
de generaciéon de aductos induce desmetilacion de
genes especificos, esto a través del mecanismo de
reparacion de los aductos. Los aductos HAP-DNA se
reparan a través de la de reparacion via de escision
de bases, mecanismo que corta un fragmento largo
de DNA alrededor de la zona que se esta reparando
para posteriormente ser reparada. Considerando que
las zonas mas probables donde se generen aductos
son los sitios ricos en guaninas, especialmente en los
dinucleétidos metilados, las islas CpG son blancos
importantes en la generaciéon de aductos (Gromova
et al., 2011) en este proceso de reparacién se pueden
perder las marcas epigenéticas de metilacion que
mantienen silenciado al gen provocando su expresion.

Entre los genes que se han analizado destacan
las secuencias LINEI (elementos repetidos en el
genoma), que corresponden a un retrotrasposéon
que en condiciones normales mantiene metilado su
promotor y que puede reactivarse por exposicién a
BaP (Teneng et al., 2011). Este tipo de alteraciones
puede provocar que el gen se active y comience
a insertarse en diversas zonas del genoma
provocando inestabilidad genémica, inactivaciéon
de genes supresores de tumores o activaciéon de
protooncogenes. Un estudio realizado en muestras
de linfocitos de sangre periférica de trabajadores

expuestos a HAPs encontr6 disminuciéon de la
metilacién en genes como LINEI, p53 (gen supresor
de tumores) e IL6 (gen proinflamatorio), asi como
un incremento en la metilacion de HICI (gen
supresor de tumores); asi mismo, se encontré una
relacion inversa entre los niveles de aductos HAP-
DNAs con los niveles de metilacion de LINE1, p53
e IL6 sugiriendo que las pérdidas en las marcas
epigenéticas en el DNA podrian estar asociadas a
los aductos y su proceso de reparacion (Peluso et al.,
2012).

En otro estudio realizado en muestras de placenta,
se determind la cantidad de aductos HAP-DNA, asi
como su relacién con los niveles de metilacién del
gen LINE1, y se encontr6é una relacién inversa entre
ambos marcadores (Lee etal., 2017); la hipometilacién
en este marcador se asoci6 al riesgo de desarrollar
cancer de vejiga en mujeres, carcinoma hepatocelular
y enfermedades cardiovasculares (Wilhelm et al,
2010; Baccarelli et al., 2010; Di et al., 2011).

HAPs como disruptores endécrinos

Existen varios reportes que asocian la exposicion
a HAPs con alteraciones en la funcién o sintesis
de hormonas; estos efectos han sido estudiados en
poblaciones humanas y modelos animales, debido a
los anterior los HAPs se encuentran clasificados como
disruptores enddcrinos (Zang, et al, 2016; Lee, et al,
2017, Kubincov4, et al, 2019). Se define a un disruptor
enddcrino como una sustancia quimica que altera la
funcién o funciones del sistema endocrino. Las vias a
través de las cuales se puede generar esta alteracion
son a través de una accién directa de quimico sobre
el complejo proteinico del receptor, o a través de
acciéon directa sobre una proteina especifica que
controla aspectos de la liberaciéon de las hormonas
(OMS, 2012).

En un estudio realizado en nifios y adolescentes
fueron cuantificados diferentes metabolitos urinarios
derivados de HAPs y se encontré una asociacién
positiva entre éstos con los niveles séricos de la
hormona estimuladora de tiroides (TSH), que es una
hormona clave en la sintesis de hormonas tiroideas
con coeficientes de correlacion que van de 0.42 hasta
0.87 (p<0.05), estas alteraciones indican el desarrollo
de hipotiroidismo subclinico caracterizado por un
incremento de TSH sin alterar los niveles normales de
hormonas tiroideas, sin embargo, estos pardmetros
se pueden considerar como el inicio del desarrollo
de hipotiroidismo. Estos hallazgos siguieren que
la exposiciéon créonica a HAPs podria resultar en
una disfuncién tiroidea provocando alteraciones
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enddcrinas como el hipotiroidismo; aunque el
mecanismo por el cual los HAPs podrian generan
estas alteraciones no estd totalmente descrito, se
sugieren alteraciones en la sintesis de hormonas, su
transporte y funcioén biolégica a través de inhibiciéon
de la proteina tiroperoxidasa (indispensable para
la oxidacién del yodo); asi como interferencia con
los factores de transcripciéon involucrados en este
proceso (Kelishadi et al., 2017).

En otro estudio realizado en poblacién masculina se
evalu6 el efecto que tienen los HAPs sobre la funciéon
tiroideay se encontré unincremento de TSH, asociado
a las concentraciones de HAPs determinados en
orina; aunque no se encontro alteraciéon en los niveles
de hormonas tiroideas (Zhu et al., 2009). Mientras
que, en otros estudios se han asociado los niveles
de HAPs urinarios con incrementos significativos
en los niveles de hormonas tiroideas (Jain, 2016;
Movahedinia, et al, 2018).

Anivelreproductivosehanreportadoefectosadversos
por exposiciéon a HAP en modelos animales de ratas,
ratones y pez cebra que mostraron alteraciones en
los ejes endocrinos, inhibiciéon de la formacién y
secrecion de hormonas esteroideas capaces de afectar
el embarazo, entre otras alteraciones reproductivas
que incluyen los ovarios (Sheng et al., 2018). Mientras
que otro estudio realizado en machos reporté una
disminucién en el conteo, movilidad espermatica
y niveles de testosterona, por lo que la exposicién
a HAPs también podria afectar la fertilidad de los
machos (Jeng et al., 2008).

Por otro lado, en poblaciones humanas expuestas a
HAPs se determiné un riesgo hasta 4 veces mayor
de presentar abortos tempranos (antes de la semana
14), comparados con controles (OR=4.27; 95%IC:
1.41-12.99), este riesgo es mayor en mujeres que
reportan congestion de trafico cerca de su lugar de
residencia, el tiempo promedio que caminan al aire
libre y realizar actividades regulares de cocina en
casa durante el embarazo (Wu et al., 2010).

En otros estudios se han asociado contaminantes
ambientales como los bifenilos policlorados,
pesticidas organoclorados y HAPs con el desarrollo
de sindrome ovérico poliquistico, donde se
reportaron riesgos de OR=3.81 (IC95%:1.45-10.0),
OR=4.89 (IC95%: 1.81-13.2) y OR=2.39 (IC95%: 0.94-
6.05), respectivamente. Aunque el mecanismo no
estd totalmente descrito, se ha implicado a AhR en
este proceso debido a que es un receptor que se une a
factores de transcripcion presentes en tejido ovéricoy
que tiene un papel central en el crecimiento folicular

ovarico y la formacién de hormonas esteroideas;
por lo que los HAPs podrian reducir el namero
de ovocitos y estimular la apoptosis folicular a
través de la via de sefalizacion iniciada por AhR,
induciendo asi la alteracién ovérica prematura e
incluso infertilidad (Yang et al., 2015). Este proceso
molecular de regulacién es complejo por lo que
aun hay muchas hipétesis por ser comprobadas,
particularmente en su interaccién con HAPs.

Efectos de los HAPs durante la exposicion prenatal

Los grupos poblacionales de mayor vulnerabilidad
a los contaminantes ambientales son las etapas de
desarrollo fetal, lactantes, poblacion infantil, mujeres
(particularmente embarazadas) y personas de la
tercera edad. Actualmente se han dirigido estudios
sobre el efecto de los HAPs durante la exposicion
gestacional; ya que se ha observado un crecimiento
intrauterino disminuido, parto prematuro, baja
estatura y bajo peso al nacer (Jedrychowski et al.,
2017). Recientemente, un estudio publicado por
Maciel-Ruiz et al., (2019), en binomios madres-
hijos residentes de la zona metropolitana de la
Ciudad de México donde determiné la cantidad
de aductos presentes en cordén umbilical y sangre
periférica de la madre, y encontraron que la cantidad
de aductos HAP-DNA en cordén umbilical fue
aproximadamente 20% mayor a los observados en
la madre. La cantidad de aductos entre la madre
y el recién nacido correlacionan positivamente
entre ellos (p=0.63, p<0.05), lo que sugiere que los
HAPs se transfieren efectivamente de la sangre
materna a la placenta. Adicionalmente, se aportan
evidencias de una mayor tasa de bioactivacion de
estos compuestos en tejido placentario, reflejado por
la cantidad superior de aductos en placenta; estos
niveles de aductos se asocian a la exposicion a PM
ambiental, especialmente durante el altimo trimestre
de embarazo.

La exposicion a material particulado (PM) se ha
asociado a dafio genotdxico, un estudio realizado en
binomios madre-hijo determin¢ elevadas frecuencias
de microndcleos, indices bajos de proliferacion
celular en linfocitos de cordén umbilical, comparados
con sus madres, lo que se asoci6 con la exposicion
a PM 2.5; los resultados sugieren que esta particula
puede atravesar la placenta causando dafio al DNA
fetal que podria estar potencializando el desarrollo
de diversas enfermedades durante la infancia y la
vida adulta del individuo expuesto. Por otra parte,
la disminucién en la proliferacion celular en recién
nacidos podria provocar falta de maduracién en
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algunos 6rganos con potenciales efectos nocivos
(Sordo et al., 2019).

Diversos efectos nocivos se han determinado
sobre los infantes expuestos a PM y HAPs, se
ha reportado que nifios de 4 a 9 de edad afios
expuestos a PM presentan una disfuncién pulmonar
significativa (Majewskar et al., 2018). También se ha
documentado que estos compuestos pueden llegar
a tener efectos neurotdxicos en infantes con alta
exposicion, los sintomas reportados son desorden
de déficit de atencién e hiperactividad, de tal forma
que las desventajas socioeconémicas, asi como la
contaminacién ambiental incrementan el riesgo de
padecer efectos adversos neurolégicos (Perera et
al.,, 2018), disminucién del coeficiente intelectual,
razonamiento perceptual y memoria de trabajo en
infantes (Vishnevetsky et al., 2015; Jedrychowski
et al.,, 2015). Los mecanismos mediante los cuales
estos efectos se desarrollan no han sido totalmente
descritos, aunque se sugiere que la exposicion a
HAPs reduce los niveles del factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF por sus siglas en inglés),
una neurotrofina que desempefia un papel critico en
el desarrollo del cerebro y contintan ejerciendo su
accion de manera importante en la plasticidad del
sistema nervioso maduro, también son requeridas
para la neurogénesis, el mantenimiento de la funcién
neuronal y la integridad estructural de las neuronas,
donde se ha encontrado una relacién inversa entre
la cantidad de aductos y el desarrollo neuronal,
particularmente en infantes menores de 2 afios de
edad (Perera et al., 2015).

En otro estudio se analiz6 la exposicion a HAPs en
infantes y se determin¢ la longitud de los telémeros
encontrando una relacién inversa entre la cantidad
de aductos HAP-DNA y la longitud de los telémeros;
lo anterior aporta evidencias de que la exposiciéon
prenatal a HAPs afecta los telémeros y puede tener
potenciales efectos en el desarrollo de enfermedades
crénicas degenerativas como el cancer, en la figura
2 se muestran los efectos de la exposicion a HAPs a
diferentes niveles (Perera et al., 2018).

HAPs, generaciéon de aductos, mutaciones y cancer

La exposicion a HAPs es parte de la vida cotidiana
de la poblacién por las diversas fuentes de emision
de éstos, ademas de estar presentes en la dieta (como
es el caso de las carnes ahumadas, carbonizadas o
carnes asadas). El proceso de bioactivaciéon de los
HAPs genera moléculas reactivas capaces de unirse
de manera covalente al DNA e inicia el proceso
de carcinogénesis dependiendo si las mutaciones

se generan en las regiones codificantes, regiones
promotoras o de regulacion de genes supresores
de tumores o en protooncogenes. Los mecanismos
de reparacion del DNA también pueden generar
mutaciones en el DNA, y a pesar de que éstos se
han refinado a través de la evolucién, hay algunas
mutaciones generadas que no son susceptibles de
reparacion correcta, tal es la alquilacién en el oxigeno
6 de la guanina. Esta base alterada, la O-6-metil
guanina, no es reconocida por el sistema proofreading,
por lo que durante la duplicaciéon del DNA en la
mitosis, la polimerasa considera como una adenina
a la guanina metilada, emparejando una timina en
lugar de una citocina, dando lugar a una transicién
G:T en la nueva célula hija; esta modificacion tiene
el potencial de cambiar el marco de lectura abierto
del gen, generando modificaciones como codones
de alto prematuros o cambios de aminodacidos por
modificacién de la secuencia de DNA, por lo anterior,
la formacién de aductos puede ser directamente
correlacionada con la mutagénesis, inhibiciéon de
la capacidad de reparaciéon del DNA; asi como
con la apariciéon de eventos concomitantes como la
inflamacién y proliferacion (Poirer, 2016).

En resumen, los HAPs se unen de manera covalente
al DNA, inducen la incorporacion de bases
equivocadas durante el proceso de replicacién del
DNA y estas mutaciones se pueden fijar en el DNA
y ser heredables a las células hijas. Es por esta razén
que la exposiciéon de HAP se ha asociado a ciertos
tipos de cancer como el cancer oral, de pulmén, de
mama, prostata, colon, estémago, vejiga, entre
otros (Rajalakshmi et al., 2015). Los mecanismos
que desencadenan los procesos carcinogénicos se
han estudiado en humanos, en modelos animales y
modelos in vitro; estos procesos son complejos y atin
estdn en proceso de estudio.

En el caso del cancer pulmonar, se han publicado
evidencias de asociaciones entre la cantidad de
aductos HAP-DNA determinados en tejido pulmonar
conel desarrollo dela enfermedad reportando un OR=
2.64 (IC95% 2.00-3.50), asociaciones que se mantienen
incluso al estratificar por habitos tabdquicos; este
estudio se realiz6 en 1091 sujetos, 887 casos de cancer
pulmonar y 204 controles sin la enfermedad (Ceppi
etal., 2017). En la tabla 1 se describen los principales
hallazgos encontrados durante la exposicion a HAPs.
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Figura 2. Principales efectos moleculares y celulares inducidos por los HAP que causan efectos adversos
en la salud humana.

Tabla 1. Estudios que analizan la presencia de aductos HAP-DNA y sus efectos.

Estudio Exposicién/poblacién/modelo | Hallazgo Referencia
Ratas expuestas de forma aguda | La cantidad de aductos HAP-| Godschalk et
a BaP intratraqueal, dérmica y [ DNA determinados en pulmon | al., 2000
oralmente fue significativamente mayor
que en linfocitos en todas las
vias de administraciéon
BaP administrado intravenoso a | Aductos HAP-DNA en pulmén [Marie-Des-
Efectos gené-| ratas macho Sprague-Dawley fue significativamente mayor | vergne et al.,
ticos comparado con leucocitos e hi-| 2010

gado

BaP administrado intravenoso a
ratas macho Sprague-Dawley

Formacion de aductos HAP-| Moreau et al.,
DNA dosis dependiente en ma-| 2015

yores cantidades en pulmoén y
respuesta de genes de bioacti-
vacion y estrés oxidante.
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Efectos epige-
néticos

Andlisis de metilaciéon de 910
muestras de DNA de pacientes
con cancer de mama y controles
(460 controles, 450 casos)

Se encontraron 748 islas CpG
diferencialmente metiladas in-
cluso tras 20 anos de haber ce-
sado el habito tabaquico

Ambatupudil
etal., 2016

Analisis de metilacion de 132 ca-
sos y controles de cancer pulmo-
nar

Se reporta hipermetilacién del
gen de AhRR en casos asociado
al desarrollo de cancer

Fassaneli et al.,
2015

Cultivo de células HeLa expues-
tas a BaP

Se inducen marcadores de
transcripcion génica (metila-
cién de histona 3 y acetilacion
de lisina 9) en promotores de
LINE1

Teneng, et al,
2011

Analisis de marcadores de me-
tilacion de 177 personas tailan-
desas (67 trabajadores expuestos
a HPA, 65 residentes cercanos y
45 controles rurales)

Disminucion en la metilacién
de IL6 y LINE1. Se relaciona la
cantidad de aductos HAP-DNA
con nos niveles de metilacién
de p53

Peluso et al,
2012

Cohorte de dos poblaciones de
mujeres embarazadas sin antece-
dentes tabaquicos previo y pos-
terior al cierre de una empresa
eléctrica a base de carbono china
(110 mujeres antes del cierre, 107
mujeres después del cierre)

Relaciones inversas entre la
cantidad de aductos HAP-DNA
y los niveles de metilacion de
LINE1

Lee et al., 2017

Efectos endé-

crinos

Poblacién de 150 estudiantes
iranis de 6-18 afios expuestos a
HAPs

Correlacién positiva entre me-
tabolitos de HAPs urinarios y
niveles hormonales de TSH.

Kelishadi et al.,
2017

Poblacién china formada por 480
hombres expuestos a HPA

Alteracion en los niveles de
TSH dependientes de la con-
centraciéon de HAPs urinarios
correlacionando positivamente

Ratones C57BL/6 hembras ex-
puestas a HAPs

La exposicion a HAPs genera
apoptosis en células ovaricas

Estudio de 162 mujeres chinas di-
vididas en casos y controles. Los
casos fueron mujeres con muerte
intrauterina del producto previo
a la semana 14 y controles muje-
res que solicitaron aborto.

Incremento de hasta 4 veces de
desarrollar un aborto en muje-
res con niveles altos de aductos
HAP-DNA

50 mujeres no embarazadas diag-
nosticadas con sindrome ovarico
poliquistico y 30 mujeres control
sin la condicién de estudio.

Niveles de PCB, HAPs fueron
mayores en el grupo de casos
que en control con riesgo a de-
sarrollar el sindrome ovérico
poliquistico

Zhu et al., 2009
Sheng et al,
2018

Wu et al., 2010
Yang et al,
2015
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Efectos prena-
tales

Muestra que incluyo a 455 muje-
res con infantes pretérmino (me-
nor a la semana 37 de gestacion)

La exposicion a PM2.5 e HPA
tiene efectos inversos impor-
tantes en el peso y longitud del
recién nacido

Jedrychowski
et al., 2017

Binomios madre-hijo residentes
de la zona metropolitana de la
Ciudad de México

Los aductos HAP-DNA fueron
20% mayores en tejido placen-
tario que en linfocitos sangui-
neos de la madre.

Maciel-Ruiz et

Binomios madre-hijo residentes
de la zona metropolitana de la
Ciudad de México

Elevadas frecuencias de micro-
nucleos derivados de linfocitos
de sangre de cordén umbilical,
asi como bajos indices de pro-
liferacién celular asociados a la
exposiciéon a PM2.5

Andlisis espirométrico de 294
nifios de 4 a 9 ahos de edad no
asmaticos expuestos a HAP y
PM2.5

Disfunciéon pulmonar signifi-
cativa en infantes expuestos a
HPA y PM2.5

al., 2019
Sordo et al.,
2019
Majewskar et
al., 2018

Analisis de la longitud de los te-
lémeros a partir sangre de cordén
umbilical de 225 recién nacidos

Cantidad de aductos HAP-
DNA correlacionado negativa-
mente con la longitud de los
teldmeros, asi como con otros
factores como BDNF

Perera et al,
2018

Analisis de coeficiente intelectual
de 276 nifios con edad de 7 anos

Efectos inversos en la cantidad
de aductos HAP-DNA en la es-
cala total de coeficiente intelec-
tual, razonamiento y memoria
de trabajo

Vishnevetsky
etal., 2015

Anédlisis de 170 infantes con edad
de 3 anos de Polonia expuestos a
HAPs

Disminucién del coeficiente in-
telectual verbal y dificultades
en el aprendizaje, relacionadas
con la exposicion materna a
HAPs por contaminacién am-
biental

Jedrychowski
etal., 2015

Analisis de una cohorte de 505
muestras de sangre de cordén
umbilical de mujeres residentes
de Nueva York de nifios de 2
anos.

Correlacién inversa entre los
niveles de aductos HAP-DNA
con los niveles de BDNF y con
el indice de desarrollo mental
en los nifios

Perera et al,
2015
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Conclusion

La contaminacion por HAPs se considera un
problema de salud publica desde hace varios afios,
es por ello que se han realizado diversos esfuerzos
para controlar los factores importantes en la emision
de éstos contaminantes; por ejemplo, el cierre de
plantas carboeléctricas y el control en la emision
de contaminantes por vehiculos automotores, en el
caso particular de México a través de las Normas
Oficiales Mexicanas de la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales 041, 045, 047 y 050
que exigen la verificacién vehicular para controlar
la emisiéon de PM al ambiente. A pesar de ello, los
efectos adversos de los HAP sobre la salud humana
siguen presentandose en poblaciones que van
desde problemas respiratorios como el asma hasta
enfermedades complejas como el cdncer, o problemas
en el desarrollo de 6rganos y tejidos como el cerebro.
Por lo anterior, es imperativo seguir aportando
evidencias cientificas de los efectos nocivos de
estos compuestos sobre la salud, con el objetivo de
promover el desarrollo de energias limpias y control
de emisiéon de contaminantes ambientales, ya que
éstos no se encuentran presentes tnicamente en el
aire, también en alimentos y agua. A este respecto,
si bien el consumo de alimentos es una fuente de
exposicién importante a HAPs, el volumen de aire
respirado al dia es significativamente superior
que el volumen de alimentos que contengan estos
contaminantes, por lo que la poblacién se encuentra
expuesta a HAPs en el aire pueden desencadenar
efectos adversos en su salud.
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Resumen

La gobernadora (Larrea tridentata) es una especie
vegetal perteneciente a la familia Zygophyllaceae,
también conocida como chaparral o hediondilla,
es un arbusto de 1 a 3 metros de altura, que crece
comunmente en los desiertos del Suroeste de Estados
Unidos y el Norte de México, especies similares han
sido encontradas en zonas dridas de América del Sur,
mayormente en Argentina y Bolivia. A pesar de sus
propiedades benéficas para la salud, su consumo
en altas dosis produce efectos adversos como
hepatotoxicidad y nefrotoxicidad. Los principales
compuestos encontrados en la resina de la Larrea
tridentata que han sido reportados son: lignanos
fendlicos, seguido por las saponinas, flavonoides,
animodacidos y minerales. También aceites esenciales,
alcaloides halégenos y ceras. El compuesto mds
importante que se encuentra en la resina en las
células de las hojas y tallos es el antioxidante 4cido
nordihidroguaiarético, que posee un amplio espectro
en agentes antisépticos debido a su efecto inhibidor
en sistemas enzimaticos, propiedades antiftingicas
que han sido corroboradas mediante ensayos in
vitro en hongos fitopatégenos. Por sus propiedades
antioxidantes, tiene efectos en los componentes
basicos asociados al sindrome metabdlico,
enfermedades neurolégicas e insuficiencia renal.
Posee actividad antiinflamatoria. El tetra-O-metil
NDGA, también conocido como terameprocol
(TMP), uno de los derivados metilados del NDGA,
ha demostrado tener una alta actividad antiviral y
anticancerigena. En conclusién, se demuestra que la
gobernadora tiene diversos componentes quimicos
importantes, no obstante, debido a su toxicidad
es necesario delimitar dosis exactas y estudios
biodirigidos para evitar dafios de cualquier tipo.

Palabras clave: Acido nordihidroguayarético,
compuestos bioactivos, propiedades bioldgicas.

Abstract

The creosote bush (Larrea tridentata) is a plant species
belonging to the family Zygophyllaceae, also known
as chaparral or hediondilla, is a shrub from 1 to 3
meters high, which grows commonly in the deserts
of Southwest of United States and Northern Mexico,
Similar species have been found in arid zones of
South America, mainly in Argentina and Bolivia.
Despite its beneficial properties for health, its high
dose consumption produces adverse effects such
as hepatotoxicity and nephrotoxicity. The main
compounds found in the Larrea tridentate in that
have been reported are phenolic lignans, followed by
saponins, flavonoids, animoacids and minerals. Also,
essential oils, halogen alkaloids and waxes have been
isolated from Larrea tridentata. The most important
compound found in the resin in the cells of the leaves
and stems is the antioxidant nordihydroguaiaretic
acid, has a broad spectrum in antiseptic agents
due to its inhibitory effect in enzymatic systems,
antifungal properties that have been corroborated
by in vitro tests in phytopathogenic fungi. Due
to its antioxidant properties, it has effects on the
basic components associated with the metabolic
syndrome, neurological diseases and renal failure.
It has anti-inflammatory activity. Tetra-O-methyl
NDGA, also known as terameprocol (TMP), one
of the methylated derivatives of NDGA has been
shown to have a high antiviral and anticarcinogenic
activity. In conclusion, it is demonstrated that the
creosote bush has diverse chemical component and
however due to its toxicity it is necessary to make a
biodirigid studies and delimit exact doses to avoid
damages of any type.

Keywords: Nordihydroguaiaretic acid, bioactive
compounds, biological properties.
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Introduccion

Larrea tridentata es un arbusto perenne xerdfito
siempre verde. Su edad puede exceder los 100 afios,
aunque algunas plantas pueden sobrevivir cientos o
miles de afios a través de reproduccion vegetativa
asexual, ya que las raices producen brotes o retofios
que después se convierten en nuevas plantas. La edad
se determina por el tamafio de la corona radicular.
La raiz crece cerca de 170 cm hacia abajo, pero se
ramifica hasta mas de 4 m lateralmente. El tamafio
de la planta varia de 0.5 a 4 m de altura dependiendo
delalluviay de la época del afio. La altura promedio
varia de acuerdo con su tipo de ploidia (diploide 86
cm, hexaploide 112 cm y tetraploide 138 c¢cm). No
hay un tallo principal, pero las ramas gruesas crecen
vertical u oblicuamente desde la corona radicular y
se hace dicotémica lateralmente (Lira, 2003).

Se ha utilizado en la medicina tradicional para
tratar mas de 50 enfermedades. Los usos mas
comunes se asocian a enfermedades de origen renal
y ginecolégico. La planta se utiliza como extracto
liquido acuoso o alcohdlico de hojas y ramas. En
México se informa que una infusién de las hojas
disuelve calculos biliares y célculos renales cuando
el té se consume durante el dia. Se utiliza para tratar
infecciones del tracto urinario y enfermedades
venéreas, también se ha empleado para el dolor
de rinodn, cistitis, disuria, como diurético, asi como,
tratamiento para la diabetes. Se ha empleado contra
la esterilidad a través de bafios vaginales con
infusiones de hojas y té, también se informa que es
eficaz contra los dolores menstruales y la inflamacion
posparto (Arteaga et al., 2005).

Enlamedicinatradicional delos pueblosindigenasde
Américadel Nortey delSur, elarbustode gobernadora
(Larrea tridentata), ha sido ampliamente utilizado
para el tratamiento de diversas enfermedades
incluyendo trastornos digestivos, reumatismo,
enfermedades venéreas y llagas. Los principales
componentes bioactivos residen aparentemente en el
exudado resinoso, cuyo principal componente es el
poderoso antioxidante acido nordihidroguayarético
(NDGA). Este ultimo se utiliza principalmente en
aplicaciones no alimentarias, incluyendo su funcién
como estabilizador de polimeros (por ejemplo,
caucho), un antioxidante en aceite de perfumeria
y formulaciones fotogréficas, antihiperglucémicos
y agentes antienvejecimiento de la piel. El NDGA
también tiene propiedades alelopéticas e inhibe el
crecimiento de las especies invasoras de plantas que
compiten por agua y nutrientes. Mas recientemente,

se inform6 de las propiedades anticancerigenas
y antivirales del NDGA y de sus derivados: por
ejemplo, el compuesto 3'-O-metil-NDGA, tiene
actividades anti-VIH inhibiendo el VIH (Virus de
Inmunodeficiencia Humana), mientras que otros
analogos del NDGA metilados / acetilados muestran
actividades antivirales prometedoras contra el VIH,
el herpes simple y el papiloma humano (Man-Ho et
al., 2003). Ademas, es una de las especies vegetales
del semidesierto mejor adaptadas a las condiciones
del medio seco, con un intervalo de distribucién muy
amplio comparado con el de otras especies (Ugalde
et al., 2008).

Acido

Caracteristicas generales del

nordihidroguayarético (NDGA)

La planta conocida como gobernadora (Larrea
tridentata), posee propiedades como la reduccion
de edemas, afectaciéon en la replicaciéon y en la
transcripciéon del virus de la inmunodeficiencia
humana, es hipoglucemiante, es antioxidante e
induce una accién antiapoptoética, tiene acciéon
protectora de los queratinocitos ante la accién de
los rayos ultravioleta, y tiene accién citotdxica para
diversas células cancerosas. Las hojas de Larrea
tridentata, producen una resina fendlica compuesta
por numerosos flavonoides y flavonas parcialmente
metiladas con el acido nordihidroguayarético que
comprende el 40% de la masa seca de la resina total
(Garcia et al., 2010).

El compuesto mds importante que se encuentra
en la resina de las células cercanas a las capas
epidérmicas superior e inferior de las hojas y tallos
es el acido nordihidroguayarético (NDGA), uno de
los antioxidantes mejor conocidos. Quimicamente
se le ha descrito como beta-gamadimetil-alfa,delta-
bis(3,4dihidroxifenil) butano, y en términos de
productos naturales, L. tridentata se distingue
por contener gran cantidad de NDGA. Algunas
investigaciones lo reportan hasta en 10% del peso
seco de las hojas, es decir, constituye el 80% de
todos los fenoles presentes en la resina contenida
en la parte vegetal aérea. En un estudio sobre la
distribucioén de los compuestos fendlicos en la planta,
se demostré que las estructuras fotosintéticas (hojas
y tallos verdes) contienen concentraciones altas de
NDGA (Pafiuelas et al., 2011).

El 4cido nordihidroguayarético (NDGA), 2,3-dimetil-
1,4-bis (3,4-dihidroxifenil) butano (Figura 1), es un
lignano vegetal derivado de las hojas y ramitas del
arbusto de gobernadora.
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La concentracion de NDGA en hojas de L. tridentata
estd en el rango de 5% -10% de peso seco. E1 NDGA
es un inhibidor reconocido de la lipoxigenasa (LOX)
y tiene propiedades antioxidantes y de barrido de
radicales libres. El efecto protector de NDGA se ha
observado contra toxicidades hepaticas y renales
inducidas por el compuesto nitrilotriacetato férrico
(FeNTA). También mostré6 un efecto protector
contra la nitracién de tirosina inducida por el ozono
en los pulmones, el estrés oxidativo inducido por
el dicromato de potasio y la nefrotoxicidad y la
nefropatia diabética inducida por estreptozotocina
(Rahaman et al. 2009).

HO

HO

Figura 1.- Acido nordihiroguayarético (Arteaga et al.,
2005).

Los efectos beneficiosos del NDGA se han atribuido
esencialmente a sus propiedades antioxidantes.
El NDGA es un eficaz inactivador in vitro del
peroxinitrito, radical hidroxilo (OH) y 4&cido
hipocloroso. Se ha demostrado que el NDGA es
capaz de proteger a las ratas que estan expuestas al
estrés oxidativo inducido por el ozono y el dicromato
de potasio. Ademads, del NDGA también protege
los cultivos neuronales primarios de ratas contra el
dafio que se genera por el peréxido de hidrégeno
(H,O,) y el yodo acetato (IAA). Esta bien establecido
que el estrés oxidativo esta implicado en patologias
como el cancer, la diabetes y la inflamacién. El estrés
oxidativo es un desequilibrio en el estado redox que
se genera por la produccion exacerbada de especies
reactivas de oxigeno (ROS) o sistemas protectores
disminuidos, tales como las enzimas o moléculas
limpiadoras. De hecho, el aumento de la produccién
de ROS causa dafio celular e incluso la muerte celular,
y los antioxidantes pueden ayudar a prevenir o aliviar
las enfermedades en las que el estrés oxidativo esta
involucrado (Guzmaén et al., 2013).

Usos del NDGA en enfermedades neurolégicas

Una serie de enfoques experimentales han revelado
una estrecha conexiéon entre las enfermedades
neurodegenerativas y el estrés oxidativo. La
actividad antioxidante del NDGA disminuye
fuertemente la secrecién de citoquinas por las

células dendriticas. Se protege significativamente
contra el dafio post-isquémico celular y funcional
en el cerebro por multiples mecanismos, incluyendo
un a-tocoferol como el barrido de hidroperéxidos
lipidicos. El NDGA también ha demostrado ser un
potente agente antiperfusion en isquemia in vitro
y en modelos animales a través de diferentes vias
antioxidantes. Otro mecanismo celular reconocido
como neurotdxico es la homeostasis del glutamato.
El NDGA ha sido identificado como un compuesto
capaz de inducir la absorciéon y la super regulacién
del glutamato de sus niveles de expresiéon y la
actividad del transportador de glutamato EAAT2
(GLT-1) en ratones (Jian et al., 2010).

La administracion de NDGA, un antioxidante que
funciona inhibiendo la peroxidacién lipidica, redujo
notablemente la formacién de aductos de 4- Hidroxi-
2-nonenal(4-HNE) en las inclusiones nucleares de
las neuronas estriadas R6 / 2. El NDGA también
protegié las neuronas cultivadas contra el estrés
oxidativo inducido por la muerte celular mediante
la mejora de la generaciéon de ATP, la morfologia
y la funcién mitocondrial. Ademds, el NDGA
restaur6 el potencial de membrana mitocondrial, la
estructura mitocondrial y la estructura de sinapsis
en el cuerpo estriado de ratones R6 / 2 y aument6
su vida util. Los presentes hallazgos sugieren que
estudios terapéuticos adicionales usando el NDGA
estdn garantizados en la enfermedad de Huntington
(HD) y otras enfermedades neurodegenerativas
caracterizadas por un mayor estrés oxidativo
y una alteracion de la funcién mitocondrial. Se
demostré que la terapia con NDGA, que reduce la
peroxidacion lipidica y la disfuncién mitocondrial,
reducen también el fenotipo patolégico en ratones
HD. En otros estudios, la administracion de NDGA
dio como resultado un efecto beneficioso en las
neuronas modulando la funcién mitocondrial y el
estrés oxidativo. Ademas, el NDGA ha mejorado la
neuropatologia y también extendié la supervivencia
de ratones transgénicos R6 / 2. Los resultados
sugieren que el NDGA puede ser un candidato para
futuros ensayos clinicos en HD y otros trastornos
neurodegenerativos (Lee et al., 2011).

La inhibicion de la agregacion de amiloide-f3
(AP) es una estrategia terapéutica atractiva para
la enfermedad de Alzheimer. Uno de los signos
patoldgicos de la enfermedad de Alzheimer (AD) son
los depésitos extracelulares de la proteina amiloide-f
agregada (AP) en el parénquima cerebral (placas
seniles) y los vasos sanguineos cerebrales angiopatia
amiloide cerebral (CAA). La deposiciéon de altos
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niveles de AP fibrilar en la AD en el cerebro esta
asociado con la pérdida de sinapsis, el deterioro de
las funciones neuronales, y la pérdida de neuronas.
El NDGA suprime la acumulacién inducida por
A de especies reactivas de oxigeno. En un estudio
reciente de la formaciéon de fibrillas AP in vitro, el
NDGA inhibi6 la oligomerizacién, pero no afecté a
la fibrilacién, lo que fue contrario a los resultados
actuales. Los resultados contradictorios pueden
estar relacionados con diferencias en las condiciones
experimentales. Como los oligémeros positivos para
A11 se incrementaron en el cerebro del grupo tratado
con NDGA en el presente estudio, el NDGA seria
inapropiada para la aplicacion clinica. El NDGA
puede ser inapropiado porque inhibe la deposiciéon
de AP, pero no la oligomerizacién (Hamaguchi et al.,
2009).

También se ha mostrado que el NDGA inhibe la
formacién de fibrillas (-amiloides en el sistema
nervioso central y la acumulacién de P-péptidos.
Estas propiedades sugieren que el NDGA es un
compuesto interesante para el desarrollo de farmacos
potenciales contra la enfermedad de Alzheimer (AD).
También se informaron efectos anti-amiloidogénicos
similares en estudios con ratones que apoyan
las propiedades preventivas potenciales de estos
compuestos naturales contra AD (Vuorinen et al.,
2017).

Actividad antiinflamatoria del NDGA

En particular, el NDGA inhibe la afluencia de Ca*
intracelular después del tratamiento con tripsina o
péptido activador de receptor 2 activado por proteasa
(PAR?2). En un modelo de dermatitis atopica inducida
por oxazolona utilizando ratones sin pelo, se estudid
si el compuesto NDGA afecta la diferenciaciéon de
los queratinocitos y la inflamacién inhibiendo la
activacion de PAR2. E1 NDGA reduce la movilizacién
de Ca* intracelular en queratinocitos-HaCaT
mediante la regulacion negativa de mediadores
inflamatorios, tales como la interleucina-8§, el timo y
la quimiocina regulada por activacién y la molécula
1 de adhesion celular intercelular en queratinocitos-
HaCaT. Ademas, el NDGA disminuye la expresiéon
proteica de involucrina, un creador de diferenciacion
de queratinocitos, tanto en queratinocitos-HaCaT
como en queratinocitos epidérmicos humanos
normales. La aplicacién téopica de NDGA produjo un
aumento en la recuperacion de la pérdida de agua
transepidérmica y una disminucion en el nivel de
IgE sérica, sin pérdida de peso. En consecuencia, se
sugiere que el NDGA acttia como un antagonista de
PAR2y puede ser un posible agente terapéutico para

la dermatitis atopica (Hyo et al., 2012).

Los extractos de Larrea tridentata han sido utilizados
durante siglos por nativos de desiertos de América
Occidental y de México para tratar una variedad de
enfermedades infecciosas y trastornos inflamatorios.
El terameprocol (TMP) presente en esta especie
vegetal, inhibe la producciéon inducida de LPS
(mediadores  lipidicos) y varias citoquinas
inflamatorias clave y quimiocinas, tanto in vitro
como in vivo, lo que plantea la posibilidad de que el
TMP podria ser ttil como un tratamiento para una
variedad de trastornos inflamatorios (Hansen et al.,
2009).

Actividad del NDGA sobre el sindrome metabdélico

El 4cido nordihidroguayarético (NDGA), el
principal metabolito de la Larrea tridentata tiene
profundos efectos sobre los componentes basicos
del sindrome metabdlico, incluyendo la reduccién
de los niveles de glucosa en sangre, dcidos grasos
libres (FFA) y triglicéridos (TG) y atenuar la presiéon
de sangre elevada en varios modelos de roedores
con dislipidemia inducida, asi como a mejorar
el peso corporal (obesidad), la resistencia a la
insulina, la diabetes y la hipertensiéon. En un estudio
recientemente publicado, se proporcioné evidencia
utilizando como control, una dieta con alto contenido
de grasa en un modelo de ratas con pre-diabetes
y obesidad inducida por la dieta (DIO), control ob
/ ob 'y se obtuvo evidencia de que el NDGA ejerce
sus acciones hipolipidémicas, incluyendo la mejora
de higado graso, mediante la estimulaciéon de la
actividad del receptor de hormonas nucleares, que
es el principal regulador de los tres sistemas de
oxidacion de los 4cidos grasos hepaticos que a
su vez mejoran la dislipidemia promoviendo una
mayor canalizaciéon de los acidos grasos hacia su
oxidacion y, por tanto, limitando la produccién,
almacenamiento y secrecion de lipoproteina de muy
baja densidad (VLDL) -TG. Ademas, se observo
que las vias independientes del PPAR a-, también
podrian contribuir con la accién del NDGA para
mejorar la esteatosis hepatica (Zhang et al., 2016).

El NDGA, tiene efectos profundos en los
componentes basicos del sindrome metabdlico
(MetS), disminuyendo los niveles de glucosa en
sangre, acidos grasos libres y triglicéridos (TG) en
varios modelos de dislipidemia, asi como la mejora
del peso corporal (obesidad), la resistencia a la
insulina, la diabetes y la hipertensién, y la mejora
de la esteatosis hepatica. El tratamiento con NDGA
puede atenuar la hipertrigliceridemia inducida
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por la dieta de alta fructosa y la esteatosis hepatica
(acumulaciéon de TG). Sobre la base de los datos
experimentales obtenidos, las acciones beneficiosas
del NDGA sobrela hipertrigliceridemia y la esteatosis
se ejerce por un mecanismo dual: la inhibicion de la
lipogénesis y la expresion funcional mejorada de la
ruta de -oxidacion de los acidos grasos. Ademas, el
NDGA promueve una mayor canalizacion de acidos
grasos hacia la oxidacién, alejandose de la sintesis
de TG, alterando la expresion de una serie de genes
asociados con el metabolismo lipidico (Zhang et al.,
2015).

El arbusto de gobernadora (Larrea tridentata) se
usa para tratar una variedad de enfermedades
incluyendo la diabetes tipo 2. Las decocciones y los
extractos orales de hojas y ramas han sido utilizados
por los indios Pima en los Estados Unidos y en
México, para el tratamiento de la diabetes. Ademas,
se ha informado que el NDGA reduce la glucosa
plasmatica y los triglicéridos (TGs) en ratas tratadas
con estreptozotocina, también reduce la secreciéon
de TG y el contenido de TG hepatico en ratas con
hipertrigliceridemia inducida por fructosa e inhibe
la dipeptidilpeptidasa 4. Muchas de las actividades
farmacolégicas de L. tridentata se han atribuido a sus
lignanos, aunque muchos otros componentes estan
presentes en el extracto que podria estar sinergizando
o potenciando sus actividades. El extracto etandlico
de L. tridentata podria ser ttil en el tratamiento del
sindrome metabdlico (Del Vecchyo et al., 2016).

Usos del NDGA en la insuficiencia renal

La insuficiencia renal aguda (IRA) se caracteriza
por una rapida disminucién de la tasa de filtracion
glomerular (TFG) durante horas a dias y la retencién
de residuos nitrogenados. La tasa de mortalidad
de los pacientes con IRA se ha mantenido entre el
25 y el 70%, a pesar del uso de diversos agentes
farmacolégicos.

El inhibidor de la 5-lipoxigenasa (LOX), el acido
nordihidroguayarético (NDGA), es un lignano
simple y se encuentra en arbustos de hoja perenne,
como el arbusto de Larrea tridentata. Se ha informado
que los inhibidores de la lipoxigenasa (LOX) tienen
efectos protectores sobre las alteraciones motoras del
ileon, inducidas por las endotoxinas, para promover
la adaptacion después de la reseccién masiva del
intestino y para ayudar a corregir los espasmos
coronarios de origen inmune. El NDGA es un
potente inhibidor de la actividad de la lipoxigenasa
y también es un fuerte antioxidante. Se ha informado
que reduce la proteinuria. El NDGA también

disminuye el nitrégeno ureico en la sangre (BUN)
y la creatinina (SCr). E1 NDGA también mejora la
funcién renal sin afectar los niveles de hemoglobina.
Estos resultados sugieren que el NDGA podria
actuar directamente a través de la estimulacion de
la regeneracion de células tubulares, incluso en el
marco de post-tratamiento (Lee et al., 2009).

Efectos secundarios en el uso de la gobernadora
(Larrea tridentata)

El uso de la gobernadora se ha asociado con
hepatotoxicidad severa. Desde 1990, incidentes
de hepatotoxicidad relacionados con el uso de
la gobernadora fueron reportados a la FDA en
los Estados Unidos, y todos los casos fueron
cuidadosamente revisados generando una imagen
mas clara de su potencial hepatotéxico. Un estudio
de 18 pacientes revel6 que la toxicidad asociada a la
gobernadora varié de hepatitis leve a cirrosis y falla
hepatica fulminante. El patrén predominante de dafio
hepatico observado fue hepatitis colestatica con altas
transaminasas séricas y elevacion de bilirrubina y
fosfatasa alcalina. Una minoria de pacientes present6
cirrosis y dos pacientes requirieron trasplante por
la insuficiencia hepética fulminante. El mecanismo
de hepatotoxicidad no se conoce cabalmente. Sin
embargo, el NDGA ha sido identificado como agente
hepatotdxico en ratones. En dosis bajas y altas, inhibe
las vias de la lipoxigenasa. Una hipétesis es que altas
concentraciones de NDGA inhiben la ciclooxigenasa
conduciendo a la produccion de mediadores
proinflamatorios que producen hepatotoxicidad
(Rodriguez et al., 2008).

El NDGA aument¢ significativamente la incidencia
de tumores de higado, pulmén y timo y diatesis
hemorrégica peritoneal encontrada en la necropsia.
Sin embargo, las quimicas clinicas encontraron
poca evidencia de toxicidad manifiesta. Aunque
el NDGA no era abiertamente toxico en su dosis
terapéutica, su asociacion con patologias severas de
fin de vida no apoya la idea de que el consumo de
NDGA aumentard la vida humana o la duracion de
la salud. Los derivados menos téxicos de NDGA que
estan en desarrollo deben explorarse como agentes
terapéuticos antienvejecimiento. Se reporté atrofia
en el crecimiento de ratones macho y hembras, y
una induccidon de lesiones cecales inflamatorias,
hemorragias y quistes en ratas. En los seres humanos,
el consumo de suplementos dietéticos con hojas de
gobernadora y extractos de tallos result6 en hepatitis
toxica, cirrosis e insuficiencia hepética fulminante
(Spindler et al., 2016).
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El NDGA es un antioxidante que también inhibe
la lipoxigenasa, influyendo asi en la cascada de
leucotrienos y suprimiendo la ovulaciéon en ratas.
Por lo tanto, puede plantear un riesgo potencial
de toxicidad reproductiva si se ingiere en grandes
cantidades. Se propuso que el NDGA se convirtiera
en fitoestrégeno por la flora intestinal. Ademas, se
demostré que tenia efectos estrogénicos, siendo un
agonista de ERa, con tendencia a ser selectivo frente
a Erf} (Vuorinen et al., 2017).

El NDGA es un antioxidante que también inhibe
la lipoxigenasa, influyendo asi en la cascada de
leucotrienos y suprimiendo la ovulaciéon en ratas.
Por lo tanto, puede plantear un riesgo potencial
de toxicidad reproductiva si se ingiere en grandes
cantidades. Se propuso que el NDGA se convirtiera
en fitoestrégeno por la flora intestinal. Ademads, se
demostré que tenia efectos estrogénicos, siendo un
agonista de ERa, con tendencia a ser selectivo frente
a Erf} (Vuorinen et al., 2017).

Adicionalmente, se ha propuesto que los lignanos
son posiblemente los responsables de la toxicidad
de L. tridentata. Estos compuestos se identifican
principalmente en extractos etandlicos, tabletas o
capsulas, pero alcanzan niveles bajos en infusiones
acuosas lo que puede explicar la ausencia de datos
de toxicidad en ratas. Por otro lado, no es posible
descartar un efecto toxico en ratas después de
periodos mayores a los 95 dias (Portilla-de-Buen et
al., 2007).

Conclusiones

Se conoce que el principio activo mas importante
en la gobernadora (Larrea tridentata), es el &acido
norhidroguayarético (NDGA) que funciona como
antioxidante y este se encuentra en la resina de las
hojas del arbusto, siendo el causante de la toxicidad
en la planta, no obstante, también es el responsable
de sus propiedades biolégicas como lo son las
actividades: antifangica, antibacteriana, antiviral,
antioxidante, anticancerigena y antiinflamatoria.

Se puede concluir que este arbusto posee muchas
propiedadesfarmacoldgicas y nuevasinvestigaciones
arrojanresultados novedosos, como el hecho de queel
terameprocol (TMP), que es un componente metilado
del NDGA, posee propiedades anticancerigenas,
antivirales y antibacterianas y muy recientemente,
se ha reportado que el NDGA es hipoglucemiante y
puede ayudar al control del sindrome metabdlico.

La diversidad de componentes fitoquimicos con
bioactividad abre amplias posibilidades para el
estudio biodirigido de los mismos, especialmente en
el drea de actividad antitumoral. Por lo pronto el uso
en preparaciones antimicoticas de uso topico es el
mas seguro que se puede proponer.
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Resumen

El papel del musculo esquelético es vital para la
funcién respiratoria, el mantenimiento postural
y la locomocién. Su funcionalidad depende de
su alta capacidad de regeneracion. Las células
satélite (CS), son las células troncales del musculo
esquelético y son necesarias para la regeneracion, el
crecimiento y el mantenimiento muscular. Durante
el proceso de regeneracién, las CS se activan y
dividen de forma asimétrica para generar una
célula troncal y un progenitor destinado a reparar
o generar nuevas miofibrillas. El balance entre
troncalidad y diferenciacion es determinante en la
regeneracion pues alteraciones en este proceso tienen
implicaciones clinicas. En esta revision, discutimos el
proceso de regeneracién muscular mediado por las
células satélite, los mecanismos de divisién celular,
su regulacion epigenética y las alteraciones en la
dindmica de division que contribuyen al desarrollo
de Distrofia Muscular. Finalmente, abordamos las
estrategias terapéuticas basadas en edicion genética,
con el objetivo de ofrecer un panorama general sobre
los esfuerzos por establecer un tratamiento para esta
enfermedad.

Palabras clave: Células satélite, Distrofia Muscular
de Duchenne, Regeneraciéon muscular, CRISPR/ Cas,
mioedicién.

Abstract

The homeostasis of skeletal muscle is determinant
for respiratory function, postural maintenance and
locomotion. Behind its high regenerative potential
are the muscle specific stem cells, also known as
satellite cells. During muscle regeneration, satellite
cells are activated and divide asymmetrically to give
rise to a satellite stem cell and a myogenic satellite
cell, which is more prone to differentiate and to
regenerate the fiber. Here, we review the process
of muscle regeneration, the epigenetic mechanisms
regulating its function and alterations in asymmetric
divisions that contribute the pathogenesis of
Muscular Dystrophy. Finally, we review myoediting
strategies to treat muscle diseases.

Key words: Satellite cells, Duchenne Muscular
Dystrophy, muscle regeneration, CRISPR/Cas,
myoedition.

58 | CIENCIAS BIOMEDICAS

REMDIS Vol. 2, No. 9 mayo 2019 ISSN: 2594-1445



Introduccion

El musculo esquelético adulto estd compuesto
por numerosas miofibrillas multinucleadas que
contienen la maquinaria contrdctil necesaria para
funciones fundamentales del organismo como la
locomocién, el soporte postural y la respiracion;
asi como la recepcién, integracion y transduccion
de sefiales metabdlicas provenientes de la mayoria
de los tejidos del organismo. En consecuencia,
el mantenimiento homeostatico de la integridad
muscular es fundamental en los procesos de
regeneraciéon durante el desarrollo, asi como en
respuesta al dafio fisico y a los cambios en el nicho
celular durante la vida del organismo (Yucel, et al.
2019).

Caracterizado por su alta capacidad de regeneracién,
el crecimiento y la funcién del masculo esquelético
adulto dependen de la existencia y funcionalidad
de una poblaciéon de células especializadas con
una alta capacidad de replicacion y regeneracion.
Aproximadamente del 2 al 7% del total de los
ndcleos asociados a una miofibrilla particular en
el musculo esquelético adulto, corresponden a las
células troncales musculares; denominadas células
satélite (CS) debido a su ubicacién anatémica en un
nicho especializado de la fibra muscular, localizado
entre el sarcolema y la matriz extracelular (Yucel, et
al. 2019).

En el ratén, las CS se originan alrededor del dia
embrionario E16.5 a partir de una poblacién celular
que se localiza en el mesodermo paraxial; estructura
que se genera de forma bilateral adyacente al tubo
neural. El mesodermo se segmenta progresivamente
en una orientacion rostro-caudal para generar
estructuras conocidas como somitas; de donde se
originan el esclerotoma, reservorio de precursores
de hueso y cartilago; y el dermomiotoma, en donde
se originan los precursores musculares (Chal, et
al. 2017). Mientras la mayoria de los precursores
generados en el dermomiotoma entran al programa
de diferenciacion muscular y forman miofibrillas, una
poblacién de progenitores musculares se mantiene
indiferenciada y adopta una localizacion de CS en las
fibras musculares para eventualmente, salir del ciclo
celular y servir como reservorio para los procesos de
regeneracion que den lugar a lo largo de la vida del
organismo (Buckinham, et al. 2014).

En condiciones fisiolégicas normales del musculo
adulto, las CS se encuentran en un estado
mitéticamentequiescente,conactividadesmetabdlicas
y transcripcionales basales (Velthoven, et al. 2019).

En respuesta a estimulos - inducidos principalmente
por el dafo fisico o el crecimiento, las CS se activan y
reingresan al ciclo celular para, por unlado, dar lugar
a las células precursoras miogénicas o mioblastos
necesarios para la regeneracion muscular y al mismo
tiempo replicarse y restablecer el reservorio de CS.
Indistintamente de su estado metabélico, todas las CS
expresan el factor transcripcional Pax7, cuyo papel
en el mantenimiento de la homeostasis muscular
ha quedado de manifiesto mediante la generacién
y el estudio del modelo murino deficiente de este
factor (Seale, et al. 2000). La pérdida progresiva de la
poblacién total de CS, la disminucién de la capacidad
de regeneracién muscular en el organismo adulto,
asi como la reduccion significativa del didmetro de
las fibras musculares son los rasgos caracteristicos de
la deficiencia de Pax7 (Seale, et al. 2000).

Dada la importancia de las CS, en esta revision
se expondran sus mecanismos de proliferacion y
diferenciacion, asi como de enfermedades asociadas
a mutaciones en el proceso de reparaciéon muscular
y terapias basadas en la tecnologia CRISPR/Cas
disefiadas contra dichas patologias.

Quiescencia y Activacién de las Células Satélite

Enelmusculo esquelético adulto, las CSse encuentran
en estado quiescente, es decir, en un estado de arresto
reversible del ciclo celular en la etapa G, con rasgos
caracteristicos como bajo contenido de ARN, baja
actividad metabdlica, bajo volumen citoplasmatico y
altos contenidos de heterocromatina (Velthoven, et
al. 2019).

En respuesta a sefiales de regeneracion las CS se
activan y reingresan al ciclo celular, proliferan y
eventualmente se fusionan para reparar las fibras
dafiadas. A nivel molecular, multiples redes de
regulacion transcripcional controlan de forma
jerarquica el desarrollo dela diferenciacién muscular,
Figura 1. La expresion de los Factores Reguladores
Miogénicos (MRFs) Myf5 y MyoD, comprometen
a las células a la entrada irreversible al programa
terminal de diferenciacion para generar mioblastos,
los cuales proliferan dando lugar a los progenitores
miogénicos necesarios para la regeneracion (Olguin,
et al. 2007). En este estadio, la expresion del
factor transcripcional Pax7 disminuye y los MRFs
Miogenina y MRF4 inducen la expresién de genes de
diferenciacion terminal y proteinas estructurales que
permitirdn la funcionalidad de la miofibrilla madura
(Olguin, et al. 2007).
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- Célula Satélite (Pax7+/Myf5-)

- Célula Satélite (Pax7+/Myf5+)
- Mioblasto (Pax7-/MyoD+)

Figura 1. Mantenimiento de las fibras musculares. a) Fibra muscular en condiciones fisiolégicas. Las
CS se encuentran en un nicho especializado entre el sarcolema y la matriz extracelular en un estado
quiescente. b) Activacion de las células satélite. En respuesta a estimulos de regeneracién, las CS se
activan por la influencia de diversas moléculas que inducen las divisiones simétricas y asimétricas,

generando células satélite troncales y células satélite miogénicas. c) Reparacién de la fibra muscular.
Las CS miogénicas proliferan y generan mioblastos, los cuales se agrupan fusionando su membrana

para regenerar la fibra muscular dafiada.

Andlisiscomparativos de perfiles de expresién génica,
han revelado un grupo de cerca de 500 genes que
se encuentran sobre-expresados en CS quiescentes,
en comparacion con células activadas. Entre ellos,
se incluyen reguladores negativos de la progresion
del ciclo celular como el inhibidor de cinasas
dependientes de ciclina 1B (Cdknlb) y 1C (Cdknlc),
la proteina supresora de tumores Rb y el factor
inhibidor del factor de crecimiento de fibroblastos,
sprouty 1 (Spry1). Se sugiere que la expresién de estos
factores disminuye a medida que las CS se activan e
ingresan al programa de diferenciacion (Dumont, et
al. 2015). También, se ha descrito que la expresion
del factor transcripcional Foxo3 es mayor en las CS
quiescentes. En estas, Foxo3 induce la expresién de
Notchl, cuya sefalizacion favorece el mantenimiento
de la quiescencia celular. De hecho, alteraciones en
la sefializacion de Notch, como los son los factores
RBP-], Hes y Hey, causan activacion espontdnea de
las CSy una disminucién de su poblacién total (Wen,
et al. 2012). Adicionalmente, se ha determinado la

participaciéon de micro-ARNs en el mantenimiento
de la quiescencia de CS. Por ejemplo, Myf5 es blanco
del micro-ARN miR-31; juntos son secuestrados en
particulas ribonucleoproteicas (mRNP) presentes en
CS quiescentes (Cheung, et al. 2012; Crist, et al. 2012).
Tras la activacion de las CS, los granulos mRNP
son disociados permitiendo la rapida traduccion
de Myf5 y con ello la progresion del programa de
diferenciacion muscular.

En respuesta a las sehales de activaciéon, en las
CS activadas se induce la expresion de genes
involucrados en la sintesis de ARN y ADN, asi como
en la progresion del ciclo celular. Adicionalmente,
marcadores de superficie que participan en la
transduccion de sefiales de activacion se expresan
en CS activadas, entre ellos, c-Met, FGFRI,
FGFR4, syndecan-3 y syndecan-4 (Wozniak, et al.
2003; Templeton, et al. 1992; Sheehan, et al. 1999;
Cornelison, et al. 2001).
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Por otro lado, el estrés mecanico producido por el
ejercicio o la ruptura de las miofibrillas induce la
liberacion de TNF-alfa, 6xido nitrico (NO) y del
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) los
cuales acttian como seiiales de activaciéon; Como
consecuencia del dafio a la miofibrilla, la produccién
de NO por la 6xido nitrico sintasa (NOS) dispara la
liberaciéon de HGF desde la matriz extracelular, el
cual se asocia con su receptor c-Met. Aunque el papel
de c-Met en la activacion celular es poco conocida,
HGF y FGF potencian la senalizacion de la via de
las MAPK cinasas para modular la proliferacion y
diferenciacién celular. Por ejemplo, se ha observado
quela sefializacion de p38 a/b MAPK es fundamental
para la proliferacién de las CS (Ono, et al. 2015; Troy,
et al. 2012).

2.2 Heterogeneidad de las células satélites

Las CS no son una poblacién celular homogénea.
Kuang y colaboradores describieron la existencia
de poblaciones heterogéneas de CS con rasgos
fenotipicos y funcionales distintos. En el modelo
murino Myf5-Cre-ROSA26-YFP, obtenido mediante
la cruza de los ratones transgénicos Myf5-Cre y
ROSA26LoxP-YFP, la expresiéon de la recombinasa
Cre es dependiente de la actividad del promotor de
Myf5 en las CS Pax7* y a su vez la actividad de Cre
permite la sintesis del reportero YFP presente en el
alelo de expresion constitutiva Rosa26, marcando
asi las CS y sus descendientes que expresaron Myf5
en algtn punto del desarrollo (Kuang, et al. 2007).
Mediante este sistema genético, se determiné que
cerca del 10% de las células Pax7* fueron negativas
a YFP, lo que indicé que nunca expresaron Myf5
durante el desarrollo. El aislamiento y el trasplante
de estas poblaciones celulares en el musculo
esquelético de ratones deficientes de Pax7, mostro
que a diferencia de las CS Pax7*/Myf5%, las células
Pax7*/Myf5 trasplantadas, poseen mayor capacidad
de replicaciéon y regeneraciéon durante periodos
prolongados, al tiempo que contribuyen con el
restablecimiento del reservorio de CS en el nicho
muscular. Ademas, se observé que las células Myf5
pueden dar lugar tanto a células Myf5" como Myf5-
a través de divisiones asimétricas que suceden a lo
largo del eje apical-basal, perpendicular a la fibra
muscular. Por otro lado, las células Myf5" solo
pueden generar células Myf5* a través de divisiones
simétricas generadas en el plano longitudinal de
la fibra muscular. Estas evidencias sugieren que
la poblaciéon de células Pax7*/Myf5 funcionan
como verdaderas CS troncales, y las células Pax7*/
Myf5*, mas sensibles a ingresar al programa de

diferenciaciéon muscular, funcionan como CS
miogénicas, que responden con mayor rapidez a las
sefiales de activacion (Sambasivan, et al. 2011).

Los mecanismos moleculares que regulan Ila
expansion simétrica o asimétrica de las CS han sido
poco estudiados, sin embargo, se ha sugerido que la
segregacion asimétrica de factores citoplasmaéticos,
asi como la distribucion diferencial de componentes
de la matriz extracelular son algunos de los
mecanismos que regulan estos procesos celulares.
Por ejemplo, se ha demostrado que la via no canénica
de sefalizacion por Wnt dirige la expansiéon de
células Myf5 a través de divisiones simétricas. La
expresion muscular de Wnt7a incrementa durante el
proceso de regeneracién y por otro lado su receptor
de membrana Frizzled-7 (Fzd7) es mas abundante
en las células Myf5-. Durante la division de células
Myf5, Fzd7 induce la expresion polarizada de
Vangl2 en respuesta a Wnt7a para activar la via de
sefializacion de polaridad planar (PCP) y de esta
manera asegurar la expansiéon de la poblacion de
células Pax7*/Myf5. Ademas, Wnt7a/Fzd7 activan
la via de AKT/mTOR en las fibras musculares
adultas para inducir hipertrofia muscular, teniendo
la funciéon dual de expansién de progenitores
musculares y la de incremento de la masa muscular
de las fibras diferenciadas (Brack, et al. 2008). Por
otro lado, evidencias recientes muestran que las CS
tienen la capacidad de remodelar su nicho celular
para regular su propia expansion. Las células Myf5*
activadas durante la regeneraciéon producen grandes
cantidades de la glicoproteina de matriz extracelular
Fibronectina, la cual incrementa la actividad de
Wnt7a durante la regeneracion muscular. (Le Grand,
et al. 2009; Tierney, et al. 2014, Brack, et al. 2008;
Carlson, et al. 2008) La inhibicién de la expresion de
Fibronectina en CS aisladas reduce su capacidad de
regenerar el nicho de CS después de su trasplante en
ratones receptores. Lo anterior, ilustra la complejidad
delos procesos deregulacion dela funcién delas CSy
la oportunidad que representa explorar mecanismos
que contribuyan a entender las bases moleculares de
la expansion de progenitores musculares.

A nivel epigenético, el equilibrio entre las sefales de
activacién e ingreso al programa de diferenciacién
muscular de las CS o bien su induccién a la salida del
ciclo celular para ingresar a quiescencia, es controlada
en parte, por la actividad transcripcional de Pax7 y
sus modificaciones post-traduccionales. McKinnel
y colaboradores mostraron que Pax7 recluta al
complejo proteinico con actividad metil-transferasa
de histonas que incluye a las proteinas Wdr5, Ash2L.
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y MLL2 al “enhancer” transcripcional localizado a
-57kb del sitio de inicio de la transcripcion de Myf5.
Para que este reclutamiento ocurra, las argininas
contenidas en el dominio N-terminal de Pax7 deben
ser metiladas por la metil-transferasa de argininas

Carml (Prmt4) durante divisiones asimétricas,
generando la sefial para la expresién de Myf5 en las
células que entrardn al programa de diferenciaciéon
terminal. El analisis de divisiones asimétricas en
cultivos de fibras musculares demostré que la
interaccion de Pax7-Carml se da exclusivamente
en CS miogénicas Pax7*/Myf5*, no obstante que la
expresion de estos componentes transcripcionales
es idéntica en ambas poblaciones, lo que implica la
presencia de reguladores epigenéticos adicionales
que modulan la actividad transcripcional durante
divisiones asimétricas. Recientemente, otro
miembro de la familia de las metil-transferasas de
argininas, Prmt5 ha sido implicada en la regulacién
de la funciéon de las CS. En condiciones normales,
el reclutamiento de Prmt5 a regiones reguladoras
del gen p2l1, correlaciona con la metilaciéon de la
arginina 8 de la histona 3 (H3R8me?2), generando un
ambiente transcripcionalmente no permisivo que
refleja la represion del gen p21 y la inhibicién de la
proliferacion celular, lo que resulta fundamental para
el mantenimiento del estado quiescente. Sin embargo,
la deficiencia de Prmt5 especificamente en células
Pax7* provoca la expresién prematura del gen p21,
asi como la activacion y diferenciacion descontrolada
de CS; disminuyendo su disponibilidad para futuros
eventos de regeneracion muscular. El analisis de la
actividad de Prmt5 y su participacion durante los
procesos de divisiones asimétricas se desconoce, sin
embargo, es posible que exista especificidad por los
blancos de metilacion entre Prmt5 y Carm1 durante
la activacion de CS, lo cual puede estar relacionado
con la segregaciéon asimétrica de componentes
celulares durante los ciclos de division. La hipotesis
sobre la segregacion asimétrica de una de las
cromatidas hermanas durante la division de células
pluripotenciales, ha sido probada en el contexto
muscular. Mediante electro-pulsacién de analogos
de timidina halogenados, se observé que, a lo largo
de las divisiones de CS, tnicamente las células
progenitoras retenian el ADN parental marcado,
mismo que co-localizaba con los factores Numb
y Scal, implicados en eventos de proliferacion
celular; mientras que las células hijas no marcadas
ingresaron al programa miogénico y generaron
fibras musculares diferenciadas (Beerman, et al.
2015; Dumont, et al. 2015).

Lo anterior evidencia la complejidad de los procesos

que toman lugar en la regeneracién muscular y pone
claramente de manifiesto que el desciframiento y
el entendimiento de los mecanismos que dictan las
decisiones celulares de divisién simétrica y asimétrica
de las CS proporcionard informacién invaluable para
la generacion de futuras aplicaciones terapéuticas en
enfermedades

La Distrofia Muscular de Duchenne. El papel de las
Células Satélite.

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) es
una enfermedad genética que se caracteriza por la
degeneraciéon grave del musculo esquelético y la
pérdida progresiva de su funcién. Es una enfermedad
que afecta a1 de cada 3600 varones nacidos vivos y su
caracteristica mas frecuente es la debilidad muscular,
que culmina con la pérdida de la capacidad motriz a
una edad aproximada de 10 afios y la muerte hacia la
segunda década de vida, tipicamente por deficiencias
respiratorias. La DMD es una enfermedad genética
recesiva ligada al cromosoma X, causada por
mutaciones en el gen DMD, que codifica la proteina
Distrofina (Morgan, et al. 2003; Guiraud, et al. 2015).
El gen DMD es el méas grande del genoma humano,
el cual mide aproximadamente 2.2 megabases. Su
ARN mensajero posee 81 exones en 13.7 kb y codifica
una proteina de 427 Kilodaltones.

Alafecha, se han reportado cerca de 7000 mutaciones
en el gen DMD. Cerca del 68% de ellas corresponden
a deleciones, el 11% a duplicaciones de uno o
multiples exones y el 20% corresponden a mutaciones
puntuales (Bladen, et al. 2015). Dichas mutaciones no
estan distribuidas uniformemente a lo largo del gen,
sino concentradas en regiones denominadas “puntos
calientes”. Estas regiones abarcan los exones 2-20
y los exones 45-55. Aproximadamente 15% de las
deleciones y el 50% de los eventos de duplicacion
ocurren dentro de los exones 2-20. Por otro lado, el
70% de las deleciones y 15% de la duplicaciéon de
exones ocurre entre los exones 45-55.

En el miuasculo normal, la Distrofina se localiza
en la membrana de las miofibrillas, formando un
complejo macroproteinico denominado complejo
de glicoproteinas asociadas a la Distrofina (DGC).
El complejo DGC esta conformado por proteinas
como: Distrofina (DMD), distroglicanos (Dag),
distrobrevinas  (DBn), M-cadherinas (Mcad),
sarcoglicanos (SG) y sintrofinas (Syn). El complejo
DGC es un componente esencial de la membrana de
las miofibrillas, al establecer un puente molecular
que conecta el citoesqueleto, a través de los
filamentos de actina, con la matriz extracelular. Esto
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provee de estabilidad mecanica a la fibra muscular
durante los ciclos de contraccion-relajaciéon y ademas
multiples moléculas de sefializacién interaccionan
con este complejo. La ausencia de la Distrofina en el
sarcolema, ocasiona un incremento en la fragilidad
y permeabilidad de la membrana, lo que provoca
necrosis de las miofibrillas, infiltrado inflamatorio y
reemplazo por tejido conectivo.

Ademas de su funcion estructural en la estabilidad de
las miofibrillas, la expresion de la Distrofina ha sido
detectada en CS, donde juega un papel esencial en la
regulacion del establecimiento de la polaridad celular
y la division asimétrica (Dumont, et al. 2015; Feige, et
al. 2018). Tras la activaciéon de las CS, la Distrofina
es distribuida en uno de los polos celulares, lo cual
induce la localizaciéon celular de la cinasa efectora
de la polaridad celular Mark2, también conocido
como Parlb, hacia el mismo polo. Esto induce la
relocalizacion del efector de polaridad Pard3 hacia
el polo celular opuesto. La segregacion de Parlb y
Pard3 hacia los polos opuestos, es un mecanismo
altamente conservado de division celular asimétrica.
Sin embargo, en el ratén mdx, un modelo murino
de DMD, la deficiencia de la Distrofina impide la
relocalizacion sub-celular de las proteinas efectoras
de la polaridad celular, provocando la disminucién
de las divisiones asimétricas y por consiguiente la
generaciéon de progenitores miogénicos necesarios
para la eficiente regeneracién de la fibra muscular.

Estrategias terapéuticas para la Distrofia Muscular:
La mioedicion.

Se han desarrollado diversas estrategias terapéuticas
con el objetivo de promover el restablecimiento
de la funcién muscular y evitar la progresion de
la enfermedad. Estrategias farmacoldgicas, el
empleo de oligonucleétidos antisentido e incluso el
trasplante de mioblastos o CS han sido los esfuerzos
encaminados a un posible tratamiento. A pesar de
generar algunos resultados favorables, la mayoria de
estas estrategias no han permitido el restablecimiento
de la funciéon muscular o de la expresiéon de la
Distrofina en tiempos sostenidos y prolongados
(Zhang, et al. 2018).

En trabajos recientes, la ediciéon génica se ha
explorado como una forma de corregir de manera
permanente las mutaciones que causan DMD. La
principal estrategia orientada a la edicién génica en
el gen DMD se basa en el uso del sistema CRISPR/
Cas9. Esta herramienta de edicién del genoma, acttia
como unas tijeras moleculares capaces de eliminar
cualquier secuencia de ADN del genoma de forma

especifica.

Las estrategias empleadas para restablecer la
expresion o funcionalidad del gen DMD en ratones
mdx utilizando CRISPR/Cas9, se basan en la
correcciéon de su marco de lectura. Dichas estrategias
seresumen en la Figura 2 y consisten en los siguientes
puntos:

Deleciondeunexén. Estaestrategiabuscalacorreccion
del marco de lectura del gen (ORF) mediante la
eliminacién del ex6n que, como consecuencia de una
mutacion en el gen, impide la traduccién adecuada
de la Distrofina. Esto puede ser logrado ocupando
un sistema donde un ARN guia complementario a la
secuencia blanco (sgARN), es usado para flanquear
el exé6n de interés y generar simultineamente dos
cortes de doble cadena mediante la proteina Cas9. La
estrategia de deleciéon de un exén también puede ser
aplicada en casos de duplicacién de exones. Dicha
herramienta ha sido empleada para la eliminacién
exitosa del exén 53 y para los exones del 45-55
(Ousterout, et al. 2015).

Salto de exones. Esta estrategia permite la eliminacién
dirigida y especifica de las secuencias denominadas
donadoras de “splicing”, promoviendo la omisién
de exones que contienen mutaciones y permitiendo
la generacion de un ARN mensajero més corto pero
funcional, que carece de un exén mutante. Mediante
esta estrategia se han logrado eliminar los exones
51 y 53 restituyendo la expresién y funcién de Dmd
(Maggio, et al. 2016).

Rescate de exén. Varios estudios han reportado
esta estrategia para manipular exones con
incompatibilidad de marcos de lectura con respecto
a exones adyacentes que contienen mutaciones.
A diferencia de la estrategia de delecion de un
exon, esta herramienta tnicamente crea pequenas
inserciones o deleciones para minimizar la longitud
de la modificacion. Esta estrategia ha sido reportada
para el rescate de los exones 44 y 53 en ratones mdx
(Li, et al. 2015; Bengtsson, et al. 2017).

Knock-in de exén. En general, las estrategias anteriores
generaran una proteina trunca pero funcional. En
contraste, las mutaciones en el gen DMD se pueden
corregir mediante knock-in de exén, permitiendo
la generacién de proteina Distrofina completa. Esta
estrategia ha sido exitosamente empleada para la
correccion de los exones 23 y 53 (Zhu, et al. 2017).

Edicién de bases. Dado que a la par de deleciones
o inserciones existen mutaciones puntuales que
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inducen DMD, la edicién de bases es una estrategia
posible de ser empleada. La ediciéon de base emplea
una dCas9 (nucleasa inactiva) que es fusionada con
una Adenin-deaminasa para sitio especifico C-G
a T-A. La Adenin-deaminasa cambia la base sin
generar una ruptura de doble cadena. Esta estrategia
evita la impredecibilidad de la recombinacién no
homologa que tendria que llevarse a cabo en otros
sistemas. Dicha estrategia ha sido reportada para el
cambio de Adenina a Guanina en ratéon mdx, en una
mutacién sin sentido del exén 20 (Komor, et al. 2016;
Landrum, et al. 2016).
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Figura 2. Estrategias terapéuticas para la Distrofia
Muscular. a) Representacion del efecto que
eliminaciones o mutaciones puntuales tienen sobre
la modificacién en el marco de lectura del mARN
del gen DMD. b) Representacion de las diferentes
estrategias de edicién genética para la restauracion
del marco de lectura del mARN del gen DMD.

Conclusiones

Las CS son fundamentales en el proceso de
regeneracion muscular. Para llevar a cabo sus
funciones de forma adecuada, es necesario el
mantenimiento y regulacion de la dindmica de
diferenciacién muscular. Desdela quiescenciacelular,
la activacion y el compromiso miogénico, hasta la
diferenciacién y restablecimiento del reservorio

de CS. Sin embargo, atin quedan interrogantes por
descubrir en este complejo proceso entramado de
sefalizaciéon. La identificacién y caracterizacion
de poblaciones celulares que de forma coordinada
permiten la regeneracién muscular, asi como su
origen embrionario son algunas de las lineas de
investigacion que nos permitirdn entender este
proceso y establecer herramientas terapéuticas para
el tratamiento de enfermedades musculares como
la DMD. En este sentido, el descubrimiento de
que la Distrofina es expresada en CS y es esencial
en el establecimiento de la polaridad celular y las
divisiones celulares asimétricas, proporciona nuevas
lineas de investigacion para entender la etiologia de
la DMD. Aunque en los altimos afios los avances con
respecto a potenciales tratamientos se han enfocado
en la terapia génica basada en el sistema CRISPR/
Cas9 para corregir mutaciones en el muasculo
esquelético adulto, estas estrategias no toman en
cuenta la oportunidad de establecer herramientas
basadas en el empleo de células troncales. Quizé el
disefio o descubrimiento de moléculas que actiien en
la modulacién de divisiones asimétricas, para generar
especificamente progenitores o células troncales, sea
una via promisoria para el tratamiento de diversas
condiciones clinicas del musculo esquelético.
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Resumen

La cicatrizaciéon y recuperaciéon de tejido en ulceras
vasculares de diversas etiologias ha constituido un
reto principalmente para los médicos angiologos. En la
altima década tanto el PRP y posteriormente la FRP-L
han constituido una alternativa para la solucién de
este problema de salud. Los Factores de crecimiento
(FC) son una herramienta util en la cicatrizacién y
vascularizacion de las ulceras debido a las funciones
de diferenciacién y proliferacién celular, asi como la
angiogénesis. El objetivo fue evaluar el desempefio
de dos métodos en el proceso de regeneraciéon de
ulceras vasculares. En nuestro estudio se formaron
dos grupos, a uno de ellos se le administré6 FRP-L y
al otro se le aplicé PRPP. Se cuantificé los FC a cada
biomaterial, encontrando que el suero FRP-L contiene
mayor concentracion que el PRPP. Los tiempos de
cicatrizacion de las ulceras vasculares fue mas rapido
con FRP-L que con el PRPP. Con los resultados
obtenidos concluimos que la FRP-L es més eficiente que
el PRPP en la cicatrizacion de las ulceras vasculares.

Palabras clave: ulceras, fibrina rica en plaquetas,
plasma rico en plaquetas

Abstract

Healing and recovery of tissue in vascular ulcers of
various etiologies has been a challenge mainly for
angiologists. In the last decade, both the PRP and
later the FRP-L have constituted an alternative for the
solution of this health problem. The coagulation factors
(FC) are a useful tool in the healing and vascularization
of ulcers due to the functions of cell differentiation and
proliferation, as well as angiogenesis. The objective
was to evaluate the performance of two methods in
the process of regeneration of vascular ulcers. In our
study, two groups were formed, one of them was
given FRP-L and the other was given PRPP. The FC
was quantified for each biomaterial, finding that the
FRP-L serum contains a higher concentration than the
PRPP. The healing times of the vascular ulcers was
faster with FRP-L than with the PRPP. With the results
obtained we conclude that the FRP-L is more efficient
than the PRPP in the healing of vascular ulcers.
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Introduccién

El manejo de tlceras cronicas de distinta etiologia,
mediante un tratamiento conservador con fibrina
rica en factores de crecimiento plaquetarios o Plasma
Rico en Plaquetas (PRP), ha dado experiencia que
reafirma buenos resultados. El uso de PRP para
tlceras cronicas en pacientes refractarios a otro
tipo de tratamientos tanto conservadores como
quirtargicos, es actualmente una alternativa real para
conseguir una mejoria evidente e incluso la curacion
completa de las lesiones (1). Entre las heridas de la
piel destacan por su cronicidad tlceras de decubito,
las tdlceras venosas de las piernas, las tlceras
arteriales, las dlceras neurotroéficas y las tlceras del
pie en pacientes con diabetes. El PRP autélogo es
un posible tratamiento para la cicatrizacion de las
heridas porque tiene componentes como la fibrina
(una sustancia producida en el higado que hace
que la sangre coagule) y concentraciones altas de
factores de crecimiento que se cree que ayudan en
la cicatrizacién (2). Recientemente, investigadores
a nivel internacional han duplicado sus esfuerzos
para dar mayor conocimiento al respecto de los
mecanismos de regeneraciéon celular proponiendo
nuevas alternativas basados en el conocimiento de los
mecanismos de comunicacion celular, mecanismos
de sefializacién, asi como las ventajas de la presencia
de leucocitos los procesos de regeneracioén de tejidos.
Dentro de la investigacion en este tema novedoso,
se busca comprender los fenémenos de destruccion
y la recuperaciéon de tejidos, por esta razén se
empez0 a estudiar y a utilizar el PRP, el cual es rico
en factores de crecimiento derivados de plaquetas y
sus propiedades moduladoras y estimuladoras de la
proliferacion de las células derivadas de las células
madre de origen mesenquimal (3). Durante méas de 10
afos existi6 falta de unificacion de los criterios para
clasificar los diferentes concentrados plaquetarios.
Dohan-Ehrenfest y colaboradores en 2009 realizaron
una clasificaciéon para los distintos concentrados
plaquetarios dividiéndolos en4 familias dependiendo
del contenido de leucocitos y la arquitectura de la
fibrina (4,5). La clasificaciéon comprendié dos grupos
con dos divisiones, el primer grupo fue plasma rico
en plaquetas puro (PRPP) y plasma rico en plaquetas
y leucocitos (PRP-L), los cuales son una suspensién
de plaquetas que se activa con diversos componentes
de calcio para formar un gel de fibrina. El segundo
grupo fue Fibrina rica en plaquetas pura (FRPP) y
fibrinaricaen plaquetasyleucocitos (FRP-L), lafibrina
producida es de origen natural con una estructura
mas solida (6). Lo relevante de este biomaterial como
son plaquetas, leucocitos, y fibrina utilizados para

regeneracion de tejido, es que todos los componentes
se encuentran de manera natural en el organismo
humano; en el caso particular de la FRP-L autéloga
que no requiere de ningtin aditivo la convierte en un
proceso totalmente fisiologico (6). Se considera que
la FRP-L contiene el 97 % de las plaquetas y el 50% de
los leucocitos de la muestra original. Las plaquetas
una vez activadas por la adiciéon de calcio o de
manera fisiolédgica como lo es el caso de la FRP-L,
ambos liberan una gran cantidad de moléculas
bioactivas, incluyendo proteinas especificas, factores
de crecimiento (FC) derivados de plaquetas, factores
de coagulaciéon, moléculas de adhesioén, citocinas/
quimiocinas, factores angiogénicos capaces de
estimular la activacién de macréfagos, neutrofilos
y células mesenquimales, ademas la presencia de
leucocitos juega un papel importante en el proceso
de cicatrizacion, contribuyendo a la fagocitosis de
material necrético y microorganismos previniendo
asi procesos infecciosos. El objetivo fue evaluar
el desempefio entre plasma rico en plaquetas y
fibrina rica en plaquetas y leucocitos (PRP-L) en la
regeneracion en ulceras vasculares.

Metodologia
Grupos

Se organizan dos grupos de pacientes con ulceras
vasculares de diferentes etiologias, a uno de los
grupos compuesto por 3 pacientes se le aplica PRPP
cada tercer dia y a otro grupo de 3 personas con las
mismas caracteristicas se le aplica FRP-L por tnica
vez hasta la eliminacién fisiolégica.

Cuantificacidn inicial de Factores de Crecimiento

Se extrae sangre total en sistema al vacio, para el
grupo de PRPP, se extrae sangre en tubos con adenina
citrato dextrosa (ACD) como anticoagulante y para
el grupo de FRP-L se extrae sangre en sistema al
vacio sin anticoagulante. Se cuantificaron los factores
de crecimiento (FC) en las muestras de los pacientes
de ambos grupos (FRP-L y PRP) por el método de
inmunoensayo enzimatico de la marca Quantikine®
ELISA Human PDGF Immunoassay para el factor
de crecimiento derivado de plaquetas y Human
VEGF Immunoassay para el factor de crecimiento
endotelial vascular. Se procedi¢ segtn los protocolos
de calibracion del proveedor.

Obtencion de muestras

A los pacientes del grupo que fue administrado con
FRP-L se extrajo sangre en 4 tubos a cada paciente en
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sistema al vacio sin anticoagulante marca BD®. Se mezclaron por inmersion cinco veces; posteriormente, se
centrifugaron por 5 min a 1300 rpm, se incubaron a 37°C 5 min para completar la coagulaciéon tanto de la
fibrina como de paquete globular, posteriormente se extrae la fibrina con un aplicador estéril, lo cual permite
que se desprenda facilmente el cilindro de fibrina con los leucocitos adheridos a la fibrina. La FRP-L se
deposita en una caja Petri estéril hasta su aplicacién en las ulceras de manera tépica (Figura 1).

4

. " Verificar la calidad
Centrifugar Incubara36.5°C  4a 3 fibrina

aRPM

Toma de muestras Homogenizar
En tubo al vacio sin La muestra
anticoagulante

estandarizadas
Protocolo para la elaboracion de Fibrina Rica en Plaquetas y Leucocitos ‘

(FRP-L)
7 / ?'
Fibrina rica en Cortar la fibrina Poner el coagulo Separar fibrina Extraer la fibrina
plaquetasy Y conservar la en bandeja estéril y eritrocitos del Con el aplicador
leucocitos Capa de leucocitos tubo

Figura 1. Protocolo para la elaboracion de fibrina rica en Plaquetas y leucocitos (FRP-L).

La FRP-L no se retira hasta que la piel del mismo paciente la elimine posterior a la cicatrizacién (Figura 2).

Protocolo de Aplicacion de FRP-L para cicatrizacion de ulceras vasculares

Obtencién de
FRP-L.

.

Cicatrizacion de heridas en 25 dias Formacion de costra autéloga

Figura 2. Aplicacién de FRP-L y cicatrizacion de ulceras vasculares.
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A los pacientes que se administré de manera tépica PRPP, se extrajo sangre en sistema al vacio en tubos de 7
mL con ACD como anticoagulante; posteriormente, se centrifuga a 1300 rpm por 5 min. En seguida, se extrae
de la columna de plasma el tercio inferior correspondiente a PRP. Se activa con gluconato de calcio al 10% y
se deja polimerizar. Se desprende de la caja Petri el coagulo de fibrina del PRPP y se aplica sobre la ulcera.
Este procedimiento se aplica cada 3 dias hasta la cicatrizacién y recuperacién del tejido (Figura 3).

P

INICIO DIA3 DIAG ‘ DIA9 DIA12 DIA1S DA 1/ DIA23 DIA32

v
- v v »

Efectos Positivos

Disminucion de la inflamacién
Disminucion de dolor

Sin administracién de antibiético
* Regeneracion de tejido perdido
Efecto bactericida

Activar f

PRP

Con gluconato
al 20%

N

Figura 3.- Protocolo de aplicacién de Plasma Rico en Plaquetas Pura (PRPP).

Se realiz6 el seguimiento terapéutico en cada caso para evaluar en todo momento de manera visual y
preguntando a los pacientes las manifestaciones clinicas como inflamacién, dolor, enrojecimiento y secrecion
purulenta.

Resultados

La cuantificacién de los FC fue mas alta en las muestras de FRP-L que la de PRPP. Aun cuando el promedio
de la concentracion de plaquetas en los participantes de ambos grupos fue muy similar (Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados de la cuantificaciéon de los factores de crecimiento en los dos grupos

Grupo de pacientes con tratamiento a base de FRP-L

acid VEGF-C pg/mL PDGF-CC pg/mL
Pacientes [EXTYIPRE 4847  2459-6651 1281  695-1963
0 Valores normales Valores normales
1 225 2365 324
2 322 2198 231
3 175 2545 523
PROMEDIO 240 2370 259
Grupo de pacientes con tratamiento a base de PPRP
St VEGF-C pg/mL PDGF-CC pg/mL
Plagueta 4847 2459-6651 1281 695-1963
Pacientes 0 Valores normales Valores normales
1. 200 1762 85
2 235 1437 325
3 328 1426 156
PROMEDIO 254 1541 1128

El tiempo de cicatrizacién fue mas rapido con FRP-L que con el PRPP. El proceso inflamatorio, enrojecimiento
y proceso infeccioso no se presenté en ninguno de los dos grupos (Tabla 2).

Tabla 2. Tiempo de evolucién de los pacientes por grupo y por biomaterial administrado. (* present6 infeccién

con secrecion purulenta)

6 casos de pacientes con ulceras vasculares tratadas con biomaterial autédlogo
GRUPO1 FRP-L  [TIEMPO DE CICATRIZACION GRUPO2 PrPP  ITIEMPO DE CICATRIZACION

CASO1 28 DIAS CASO1 38 DIAS

CASO2 32DIAS * CAS02 42 DIAS

CASO3 25 DIAS CASO3 37DIAS

Cabe mencionar que solo el paciente 2 del grupo de
los FRP-L present6 infeccién con secreciéon purulenta,
la cual se eliminé de inmediato haciendo solo
asepsia con microdacyn antiséptico en aerosol. No
presento mas complicaciones y se le dieron nuevas
indicaciones ya que su actividad laboral condicioné
la infeccién.

Discusion

En nuestro estudio se evalué la eficiencia entre
los métodos FRP-L y PRPP, los resultados de los
experimentos demostraron mayor eficiencia con
FRP-L. Lacuantificacién delos factores de crecimiento
por el método de inmunoensayo enzimatico en las
muestras obtenidas después del proceso de activacion
fue mas alta para las muestras de FRP-L que para
PRPP. Al evaluar los dos métodos se encontré que la
FRP-L dio mejor resultado debido a que el tiempo de

regeneracion de tejido y cicatrizacién fue mas rapido
y con menos complicaciones que el PRPP, lo cual
coincide con los resultados obtenidos por Mayol y
col. en el 2018 al afirmar que la recuperacion de las
proteinas especializadas y leucocitos en el biomaterial
lo hace mas eficiente que otros biomateriales (8). La
metodologia para la obtencién tanto de PRP y FRP-L
requiere de estandarizaciéon y la compresion de la
distribucion de las plaquetas y los leucocitos después
de la centrifugacién a fin de obtener verdaderamente
biomateriales de buena calidad, con un alto
contenido de las moléculas bioactivas que estan en el
interior de los granulos alfa de las plaquetas y que a
su vez constituyen el 15% del total del contenido de
las plaquetas (9). El PRP constituye una suspension
de FC, pero que carece de leucocitos constituyendo
un PRPP, sin embargo, dentro de la clasificacion de
Dohan-Ehrenfest colaboradores. En el 2009 permite
tener una alternativa que puede ser tan eficiente
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como la FRP-L, este es el PRP-L (4). Al observar
que la aplicaciéon de la FRP-L da un promedio de
28 dias en regeneracion de tejido y cicatrizaciéon de
herida con una sola aplicacién en comparacién del
PRP que demostré tener las propiedades que tiene
FRP-L con el inconveniente de que se debe aplicar
cada 3 dias para mantener la bioestimulacién y
lograr asi el efecto esperado (5). Los resultados que
se obtuvieron revelan la potencia regeneradora
que posee el FRP-L, el cual se ve potenciado en sus
propiedades regeneradoras por las biomoléculas
obtenidas de manera fisiolégica en comparacion del
PRPP o el PRP-L que requieren activacion adicional
con calcio, tal como lo propone en sus estudios
Salgado-Peralva y col. en el 2018 (3). Aun cuando
existen sistemas cerrados para la obtenciéon de PRP y
tubos sin anticoagulante para obtener FRP-L, se debe
considerar que los materiales deben estar adaptados
a la norma ISO 10993 para el uso clinico porque los
tubos estdndar contienen particulas de silice que
pueden producir citotoxicidad entre otros efectos
adversos (9).

Conclusiones

La FRP-L ha demostrado mayor eficiencia en los
procesos de cicatrizacion basado en la capacidad
angiogénica y la promocién del desarrollo celular
promovido por los factores de crecimiento y
citoquinas liberadas de manera continua durante
27 dias después de la aplicaciéon. La regeneracion
de tejidos en ulceras con FRP-L fue mas rapida que
los casos tratados con PRPP. El efecto bactericida
fue muy evidente ya que no presentaron reacciones
adversas.
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Resumen

El agua es uno de los componentes fundamentales
para la vida y salud del hombre. El arsénico (As)
es un elemento téxico que contamina en forma
natural el agua de bebida. El As, en fase solida
puede solubilizarse y liberarse en agua subterranea,
contaminando asi el agua para consumo humano, por
lo que, el objetivo de la presente revision fue analizar
el riesgo sanitario debido a la presencia de As en
el agua de bebida. La exposicion al agua arsenical
causa un conjunto de manifestaciones que afectan
casi todos los 6rganos. El hombre, para salvaguardar
su salud requiere de agua realmente potable, este
recurso es insuficiente y vulnerable, y es, por tanto,
un problema de gran importancia sociosanitaria
que requiere atencion por parte de las autoridades
administrativas de cada entidad en el mundo.

Palabras clave: Arsénico, agua de bebida, agua
subterrdnea, control.

Abstract

Water is one of the key components for life and
human health. Arsenic (As) is a toxic element that
naturally contaminates drinking water. As, in
solid phase can be solubilized and released into
groundwater, contaminating the drinking water, so
the aim of this review was to examine the health risk
due to the presence of as in drinking water. Water
arsenic exposure causes a set of events that affect
almost every organ. Man, to safeguard your health
requires drinking water, this resource is insufficient
and vulnerable, and is therefore a problem of great
socio-health importance that requires care from
administrative authorities of each entity in the world.

Key words: Arsenic, drinking water, groundwater,
control.
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Introduccion

El arsénico (As) es un elemento natural de la corteza
terrestre, ampliamente distribuido en todo el medio
ambiente, presente en aire, agua y tierra, en su forma
inorganicaesmuy toxicoy contaminaenformanatural
el agua de bebida (Soria-de Gonzalez, Silvina-Guber
et al. 2009; Kato, Kumasaka et al. 2013; OMS 2018). El
As inorgénico (iAs) es un carcinégeno y su exposicion
a través del agua de bebida y ciertos alimentos es un
problema global de salud publica (Raqib, Ahmed et
al. 2017; Pierce, Tong et al. 2019; Zwolak 2019). Sus
efectos tras la exposicion prolongada son la aparicion
de lesiones cutdneas y cancer de piel (OMS 2018).

En algunas regiones del mundo, el agua subterranea
puede contener gran concentraciéon de As que han
sido extraidas de depodsitos minerales naturales. La
arsina, un gas hidrico que es un hemolitico potente,
se fabrica principalmente para la industria de
semiconductores y se puede generar accidentalmente
cuando los metales que contienen As entran en
contacto con soluciones acidas (Katsung 2007).

El As en fase solida puede solubilizarse y liberarse
en aguas subterrdneas (Pilsner, Hall et al. 2012),
que proveen de agua de consumo a la poblacién
provocando diversas patologias. Incluso, la
especiacion de As y la bioacumulacién en los
tejidos musculares de los peces se han investigado
intensivamente en el ecosistema marino (Jia, Wang
et al. 2018).

La Comarca Lagunera, es la regiéon geogréfica
mas afectada del Norte de México por el
hidroarsenicismo. Aunque en forma mucho mas
controlada, el problema persiste hasta hoy en
diferentes municipios (Ochoa-Reyes, Vidal-Lozano
et al. 2009). En la Comarca Lagunera existe el riesgo
de exposicion crénica debido a la necesidad de los
habitantes de consumir agua extraida de pozos que
contienen As, lo cual tiene efectos adversos a la salud
a corto o a largo plazo. Incluso, las areas de cultivo
de la region se ven afectadas por el riego de agua con
As, en donde se cultiva jitomate, tomate, lechuga,
melén, sandia, zanahoria, maiz, chile, calabaza,
frijol, entre otros, dichos productos no solo son para
autoconsumo sino se distribuyen en zonas aledanas
a la region. El consumo por tiempo prolongado del
agua de bebida con elevado contenido de As da lugar
a una afeccion llamada hidroarsenicismo crénico
regional endémico, caracterizada por trastornos
cutdneos progresivos, enfermedades neoplasicas
malignas, queratosis palmo-plantar, atrofia cutanea,
conjuntivitis, astenia o trastornos neurolégicos y

hematolégicos, entre otros, que pueden coexistir con
las lesiones extracutaneas. Por consiguiente, dada la
necesidad de realizar estudios al respecto, el objetivo
de la presente revision fue analizar el riesgo sanitario
debido a la presencia de As en el agua de bebida.

Antecedentes

En diversas partes del mundo, como Chile,
Bangladesh, Taiwan, USA, etc., se han reportado
problemas relacionados con el consumo de aguas
subterraneas contaminadas con As, prevaleciendo
sintomas respiratorios como tos, ruidos en el pecho
y bronquitis crénica (Septulveda-Saa 2009). De hecho,
en Bangladesh el As ha cobrado gran protagonismo
desde que se descubri, en los afios 90’s, que este
elemento estd ampliamente presente en agua de
pozos. Desde entonces, se han logrado notables
progresos, y el numero de personas expuestas al As
en niveles superiores a los permitidos por las normas
nacionales de calidad del agua potable ha disminuido
en alrededor de un 40% (OMS 2018).

En Brasil, existen pocos estudios que evalten la
contaminacién por As del medio ambiente en las
zonas mineras. En el Estado de Amap4, al Norte
del pais, en una operacion de extraccion y de
procesamiento de Mn en la Serra do Navio, los
acuiferos estdn contaminados por altos niveles de
As presentes en los residuos industriales (Momoyo-
Sakuma, Mello-De Capitani et al. 2010). También al
Norte de Chile se ha encontrado asociacion entre la
exposicion de As en agua potable y cancer de rifién,
factor de riesgo que ha prevalecido por mas de 40
afios (Ferreccio, Smith et al. 2013).

De la misma manera, al Sur de Portugal el
Departamento de Salud Ocupacional realizan
monitoreos de contaminacién por metales entre los
trabajadores mineros, en los que han encontrado
una exposiciéon permanente de Pb, Mn y As, mezcla
toxica que conlleva a efectos subclinicos como céncer,
genotoxicidad, efectos adversos sobre el sistema
hematopoyético, higado, rifion, piel y cerebro,
neurotoxicidad, hipertension, anemia, insuficiencia
renal e interferencia con la produccion de esperma,
desordenes en el SNC vy periférico (Serrazina,
Lopes De Andrade et al. 2018). También en China,
Taiwan, Pakistan y en varios paises de Ameérica
Latina (Argentina, Chile, Pera, México, El Salvador)
por lo menos cuatro millones de personas beben
permanentemente agua con niveles de As que ponen
en riesgo su salud (por encima de 1 mg/L) (USEPA,
2012).
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De igual manera, en Argentina en la poblacién
de Leales y Graneros en la provincia de Tucumén
se relacion6é el nivel de contaminaciéon con la
profundidad de los pozos y la presencia de signos
dermatolégicos. La determinacién de As fuerealizada
por el método cuantitativo de Gutzei modificado.
Se entrevistaron 122 individuos y se evaluaron los
signos dermatologicos de arsenicismo. El 9,3% y
34,7% de 140 muestras de Leales y 95 de Graneros,
respectivamente tienen niveles permitidos. Las
concentraciones promedio en Leales fueron 0,112;
0,087 y 0,096 mg/L para la profundidad menor a
10 m; 11 a 25 m y >25 m, respectivamente. No se
encontr6 diferencia entre las distintas profundidades.
Las concentraciones promedio en Graneros fueron
0,163; 0,045, 0,405; 0,056 mg/L para los pozos
<10; 11 a 25 m con concentraciones moderada y
marcadamente elevadas y >25 m, respectivamente.
Se encontraron diferencias entre la concentracion de
As y la profundidad de los pozos. El 12,4% de los
89 individuos examinados de Leales y el 39,4% de
los 33 individuos de Graneros presentaron signos
dermatolégicos (Guber, Tefaha et al. 2009).

En Bangladesh, la poblacién en riesgo habita un
area cubierta por 560 pueblos con una concentraciéon
media de As de 0,20 mg/L y una méaxima de 3,7
mg/L en aguas subterraneas. De 20,000 muestras
analizadas de agua de pozo el 45% se encontrd
niveles de As por encima de 0,05 mg/L. En la mayor
parte del agua de pozo se encontré que contenia As
en forma de fuente arsenito y arseniato (Bennear,
Tarozzi et al. 2013; Nahar, Inaoka et al. 2014). El As
se encontr6 asociado con FeS,. La OMS, instituye que
la seguridad del agua de bebida, sanidad e higiene
son fundamentales para la salud, estableciendo que
el limite permisible de As en agua es 0.01 mg/L
(OMS, 2018). La agencia de proteccion ambiental
de EE. UU. (USEPA) y la Comunidad Econémica
Europea establecieron como limite permisible 0,05
mg/L de As en agua potable. La USEPA, clasifica
al As como carcindgeno del grupo A y el Centro de
Investigaciéon sobre Céncer lo incluye en el grupo
I, indicando en ambos casos que el agente (0 una
mezcla que lo contenga) es carcinégeno para el ser
humano (USEPA, 2012).

De igual manera, en California y Nevada millones
de personas estdn expuestas al As en el agua potable
aun en concentraciones relativamente bajas, se han
observado concentraciones superiores a 200 mg/L,
en donde la concentracién global es <100 mg/L, y no
se sabe si la relacion dosis-respuesta con As-cancer
es verdaderamente lineal (Dauphine, Smith et al.
2013). Las investigaciones en México se han dirigido

principalmente a lugares donde se detectan los
mayores problemas de intoxicacién y/o epidemias.
Uno de los casos mas relevantes es el de Zimapén,
Estado de Hidalgo, México, en donde, al alertarse
de una epidemia de cdlera en el pafis, se realizaron
estudios biomédicos debido a la intoxicacion crénica
que determiné altos indices de As en agua, una de
las principales medidas preventivas consiste en la
adecuada potabilizacién del agua para su consumo
humano. La tasa méxima permitida de As para el
agua potable es de 0,01 mg/L segtn la NOM-250-
SSA1-2014 de Salud ambiental y se ha demostrado
que el agua potable que ingiere la poblaciéon en
Zimapan, en Hidalgo, no tiene la calidad que exige
la NOM vigente (Flores, Armienta et al. 2009). En esa
misma regioén, se determiné la presencia de As en
pozos y en hortalizas de cultivo, encontrando en el
agua en los diferentes pozos una concentracién de
0,0599 a 0,1776 mg/L, que supera lo establecido por
la NOM, en hortalizas no se encontré evidencia de
la presencia de este metaloide (Caballero-Gutiérrez,
Carrillo-Rodriguez et al. 2010).

En Meéxico, también se han reportado casos de
contaminacién de un pozo que distribuia agua
contaminada con As con mas de 6,000 ppb en un
periodo de nueve afios, 80% de los afectados (60%
de la poblacién total) mostré sintomas leves de
envenenamiento, mientras que 20% mostr6 sintomas
graves de envenenamiento por As contenido en el
agua (Sepulveda-Saa 2009). Las concentraciones
mas altas de As, en México, segliin referencias,
se encuentran al Noroeste y Centro del pais. La
cuenca del Rio Conchos, Chihuahua, comprende
aproximadamente 64,000 Km? representando
alrededor de 14% del area total de la cuenca del
Rio Bravo, y es uno de los sistemas riberefios més
importantes del Norte de México. Durante siglos, el
cauce del Conchos ha revitalizado el Rio Bravo, que
finalmente desemboca en el Golfo de México. Una
vez que las aguas del Conchos se mezclan con el
Rio Bravo, se utilizan para satisfacer las necesidades
de Texas, Coahuila, Tamaulipas y Nuevo Leén. En
esta cuenca se presenta alto nivel de As en agua
del subsuelo en los acuiferos de Meoqui y Jiménez,
donde algunos pozos muestran niveles que rebasan
lo permisible para agua potable (Sepulveda-Saa
2009).

Generalidades del As

El As, es un semimetal solido en suelo, agua y aire
(Sertel, Tome et al. 2012). El As, es un metaloide muy
toxico que se encuentra ampliamente distribuido en
la corteza terrestre; ocupa el vigésimo lugar entre
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los elementos mas abundantes. Es un constituyente
natural de ciertas rocas y formaciones minerales,
como la FeAsS y minerales de sulfuro (Ochoa-Reyes,
Vidal-Lozano et al. 2009). El As, que entra al medio
ambiente no se destruye, Gnicamente cambia de
estado de oxidacién (Silva-Trejos 2008). A través del
proceso de erosién, desintegracién y disolucion de
las rocas contamina los mantos acuiferos, en donde
se le encuentra como sales inorganicas de arsenito
[As (IIT)] en aguas subterraneas y arseniato [As (V)]
en aguas superficiales, el primero es mds toxico
(Mejia-Zamudio, Valenzuela-Garcia et al. 2009;
Ochoa-Reyes, Vidal-Lozano et al. 2009).

La transformacién de los minerales arsenopiriticos
se debe, principalmente, a las condiciones oxidantes
del medio ambiente que les rodea, en respuesta
natural a los cambios ambientales originados por la
explotacion de los minerales, asi como al sistema de
bombeo en la extraccién del agua subterrdnea y a la
presencia de aire y agua con O, disuelto que penetra
al subsuelo. Se presenta en varias formas, a menudo
combinados con otros elementos quimicos. Cuando
el As se combina con O,, Cl, y S, que se conoce como
iAs. En plantas y animales el As se combinaconCeH,
para formar compuestos organicos de As (Hurtado-
Jiménez y Gardea-Torresdey 2006; Silva-Trejos 2008).
Incluso, la exposicion prolongada al iAs a través del
agua potable perjudica la funcién del tejido adiposo
(Zuo, Liu et al. 2019), porque disminuye la expresion
de genes relacionados con la termogénesis y funcion
mitocondrial, ademds de bloquear la expresion de
genes que codifican la lipolisis. La quimica del As
en medio acuoso es compleja y depende de varios
factores, incluyendo pH y potencial redox. El As, es
un elemento mas o menos noble; es decir, se requieren
condiciones de oxidacién o reduccién moderadas o
altas para solubilizarlo (Mejia-Zamudio, Valenzuela-
Garcia et al. 2009).

Contaminacion por As

La presencia de As en el agua subterrdnea de grandes
extensiones territoriales constituye un problema
de salud publica debido a su toxicidad. El peligro
proviene de la extracciéon del agua mediante pozos
localizados en zonas geolégicas ricas en As y su uso
tanto en actividades domésticas como agropecuarias
(Navoni, De Pietri et al. 2012). La contaminacién por
As del agua potable puede ser resultado de procesos
naturales o artificiales. La contaminacién natural por
lo general proviene principalmente de los depdsitos
de minerales o fluidos geotérmicos (Hurtado-Jiménez
and Gardea-Torresdey 2006).

Ademés del efecto directo sobre el suelo, la
contaminaciéon puede extenderse hacia mantos de
aguas superficiales, subterrdneas, o reservorios de
agua para consumo humano por lixiviacién, si no
es contenida adecuadamente (Gobbo-Santos y do
Couto-Jacob 2009). La presencia de As en el agua
por encima del umbral establecido la convierte en
inapropiada para el consumo humano y para el
funcionamiento de los ecosistemas. El agua llega a
las viviendas a través de conexiones desde los pozos
surgentes (Guber, Tefaha et al. 2009).

La presencia natural de As, en aguas superficiales
y subterrdneas en América Latina se asocia con
vulcanismo terciario y cuaternario, aguas termales
y fenémenos geotérmicos vinculados con el
vulcanismo circumpacifico del llamado “Circulo
de fuego del Pacifico” (Gobbo-Santos y do Couto-
Jacob 2009). La presencia de agua contaminada por
As adquiere mayor trascendencia en regiones con
actividad agricola y ganadera importante, ya que
el agua no solo se utiliza para el abastecimiento de
nucleos de poblacién, sino también como agua de
riego y para bebida del ganado (Montero-Campos,
Quesada-Kimsey et al. 2010).

Los principales procesos artificiales de contaminacion
de As en agua potable son las actividades industriales
(Gobbo-Santos y do Couto-Jacob 2009). A pesar
de la incidencia de estos elementos en la salud y
de su influencia en al menos nueve Estados del
Noroeste, Centro y Sur de México, se han realizado
pocas investigaciones de caracter hidrogeoldgico
en cuencas y acuiferos regionales que permitan
evaluar los controles fisicos y quimicos de iAs y
F-, y otros elementos nocivos a la salud, en el agua
subterrdnea (Ortega-Guerrero 2009). Existe el
riesgo de exposicién crénica debida al habito de los
pobladores de consumir el agua extraida de los pozos
sin proporcionar algtn tipo de tratamiento lo cual
puede tener efectos adversos en su salud (Caballero-
Gutiérrez, Carrillo-Rodriguez et al. 2010).

Biotransformacion

Los efectos a la salud en la exposiciéon de metales
o combinaciones de ellos debido a exposicion a
metales del medio ambiente como aire, agua, dieta
y como factor de riesgo ocupacional, esos metales se
analizan en la orina, bioespecimen tipico usado para
identificar la concentracion de metales o mezclas de
estos debido a que en general son excretados por via
renal (Sanchez, Slavkovich et al. 2018).
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La toxicidad del As depende de su forma quimica
(Momoyo-Sakuma, Mello-De Capitani et al. 2010),
diferenciandose dos grupos decompuestos: orgénicos
e inorgdanicos, la toxicidad del As depende del estado
de oxidacién, estructura quimica y solubilidad en
el medio biolégico. La escala de toxicidad del As
decrece en el siguiente orden: arsina (H,A,) > iAs* >
As* organico > iAs* > As*™ organico > compuestos
arsenicales y As elemental. En pescados y mariscos,
el As estd presente basicamente en formas no
toxicas organicas, tales como arsenobetaina (AsB) y
arsenocolina (AsC). Ambas son formas muy estables
de As que no son metabolizados en el organismo
después de la absorcion y se eliminan directamente
por via wurinaria (Momoyo-Sakuma, Mello-De
Capitani et al. 2010). Al respecto, en China se han
aislado compuestos de As de 120 peces del rio Xiang
de agua dulce que colinda con minas, Aslll, AsV,
acido monometilarsénico (MMA), dimetilarsénico
(DMA), AsC y AsB se separaron y determinaron
simultdneamente usando el método cromatografia
liquida de alta resolucién-espectrometria de masas
por plasma de acoplamiento inductivo (HPLC-ICP-
MS). La concentraciéon media (+ SD) del total de As
(tAs) en el musculo de pescado seco fue de 0.748 *
0.651 mg kg™ '. El AsB se encontré6 como compuesto
predominante (Jia, Wang et al. 2018).También se ha
observado la resistencia cromosomal y plasmidica
hacia el As, que ha sido descrita en bacterias G (+), G
(-) y Archea (Eppinger, Radnedge et al. 2012).

El As absorbido en su forma inorgénica es sometido a
biometilaciéon hepética, mediante metiltransferasas, a
la forma de MMA y DMA, que es menos toxico, este
proceso facilita la eliminacién del As por via urinaria
(Soria-de Gonzalez, Silvina-Guber et al. 2009; Taylor,
Li et al. 2017; Pierce, Tong et al. 2019).

Cuando se encuentra en los tejidos, el As ejerce sus
efectos toxicos mediante la unién a grupos sulthidrilo
de diversos sistemas enzimaticos, lo que inhibe su
actividad. Son particularmente susceptibles las vias
de oxidacion del piruvato y el ciclo de Krebs, por lo
que, se interrumpe la respiracion celular. El As, fue
uno de los primeros carcindgenos en identificarse; al
parecer provoca alteraciones cromosémicas, debido
a los efectos nocivos en las enzimas que participan en
la replicacion y reparacion del ADN (Ochoa-Reyes,
Vidal-Lozano et al. 2009).

Las tierras de Bangladesh, por haber sido regadas
durante muchos afios con agua con As, llegaron
a contener 10 pg/L; actualmente, en estudios
realizados en esas tierras a la luz de la relacion entre
la bioquimica de los folatos y la biotransformacién
del As, se ha encontrado que el déficit de folato de

la dieta disminuye la cantidad excretada de As como
DMA (Pierce, Tong et al. 2019).

Farmacocinética y farmacodinamia del As en el
organismo

Los compuestos de As solubles son bien absorbidos
a través del aparato respiratorio y gastrointestinal.
La absorciéon percutdnea esta limitada, pero puede
ser importante clinicamente después de una gran
exposiciéon a compuestos concentrados de As. El As
es un metaloide toxico y carcinogénico, su forma
inorganica es mas toxica que la organica porque
la mayor parte del iAs se absorbe facilmente en el
tracto gastrointestinal, se metila principalmente
en el higado a los acidos MMA y DMA, los cuales
son excretados en la orina junto con residuos de iAs
(Chen, Wu et al. 2013). Sharma, Kaur et al. 2017; Wei,
Ye et al. 2017; Pierce, Tong et al. 2019). Al respecto,
el As urinario se utiliza frecuentemente en estudios
epidemiolégicos y ocupacionales como indicadores
de exposicion reciente al As ya sea por ingestion o
por inhalacién (Serrazina, Lopes De Andrade et al.
2018).

Cuando la absorcién diaria crénica es menor de
1000 pg de iAs soluble, aproximadamente 66% de la
cantidad absorbida se excreta en la orina. Después de
la ingestion recurrente, la vida media de eliminacién
se prolonga. El As se enlaza a grupos sulfhidrilo
presente en tejidos queratinizados y, después del
cese de la exposicion, cabello, ufias y piel pueden
contener grandes cantidades después de que el
valor en la orina ha regresado a su concentraciéon
normal. Sin embargo, el As presente en cabello y
ufias, como resultado de depdsito externo, podria
ser indistinguible del que se incorporé después de la
absorcion interna (Katsung 2007). De igual manera,
se ha evaluado la exposicion de As a través del
alimento regado con agua potable con As y de las
ufias de los pies (Cottingham, Karimi et al. 2013).

La interferencia con la funcién enzimatica se puede
originar a partir de la unién del grupo sulfhidrilo
del As (III) o por sustitucion de PO, El iAs o sus
metabolitos pueden causarestrés oxidativo, alterando
la expresion genética e interferir con la traduccién de
sefiales celulares. Aunque un As (III), sobre una base
molar, es por lo comtin de 2 a 10 veces mds toxico que
el As (V), se sabe que ocurre inter- conversion in vivo,
y el espectro completo de la toxicidad del As ocurre
después de una exposicion suficiente a cualquiera
de las dos formas. Se sugiere que la forma trivalente
de los metabolitos metilados pueden ser mas téxicos
que los compuestos inorganicos originales (Katsung
2007).
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Las especies reactivas de O, inducidas por As
pueden alterar un gran ndmero de factores de
transcripcién como proteina activadora-1 (AP-1),
factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB),
factor de transcripcién nuclear eritroide-2 (Nrf2) y
otros. Estos factores de transcripcion de respuesta
al estrés participan en la respuesta temprana y la
regulacion de los genes diana tales como los genes
proinflamatorios implicados en la defensa celular.
Actualmente, se ha analizado al Se por inducir la
activacion de la via del Nrf2, el cual disminuye la
toxicidad del As (III) que afecta tejidos y 6rganos,
incluyendo higado, cerebro, testiculos, corazén y
sistema inmune, el Se tiene efecto sobre la toxicidad
inducida por el As (III) modulando la activacién
de la ruta de senalizacion del estrés oxidativo en el
reticulo endopldsmico o la ruta del factor Nrf2, el Se a
dosis bajas e incorporado a proteinas y enzimas tiene
propiedades antioxidantes y protege a humanos y
animales del riesgo de varias enfermedades, por lo
que se vislumbra como terapia alternativa (Zwolak
2019).

Patologias provocadas por la exposicion al As

La sensibilidad humana a los efectos t6xicos del As
varia, probablemente debido a factores genéticos,
metabdlicos, dieta, estado de salud, sexo y edad,
entre otros. Asimismo, el menor acceso a la atencion
médica oportuna hace que el estado de pobreza sea
un factor de vulnerabilidad, lo que incrementa el
riesgo de mortalidad (Navoni, De Pietri et al. 2012).
Los sintomas inmediatos de intoxicacion aguda por
As incluyen vomitos, dolor abdominal y diarrea.
Seguidamente, aparece entumecimiento u hormigueo
en manos y pies o calambres musculares y, en casos
extremos, la muerte (OMS 2018).

La exposicion materna a metales téxicos puede ser el
resultado dela dieta, aire, agua para beber, exposiciéon
ocupacional y tabaquismo. Biolégicamente, la
exposicién prenatal a metales es de concernir por
una variedad de razones. La exposiciéon a metales
toxicos in itero y durante la nifiez puede resultar
en efectos significativos de salud a individuos
que cumulativamente manifestaron al dano de
poblaciones. A pesar de la fuerte evidencia que
indica los efectos adversos de la salud de metales a
poblaciones susceptibles como en los recién nacidos,
pocos programas de monitoreo y control han
sido realizados (Sanders, Flood et al. 2012; Smith,
Yunus et al. 2013). Recientemente, en Bangladesh se
evalu6 la asociacion entre la exposicion al As en la
etapa prenatal e infantil contra la respuesta inmune
humoral (Raqib, Ahmed et al. 2017), en donde se
observé un incremento en la IgG e IgE en plasma y

una disminucién de la IgG a los 9 afios.

Los riesgos en la salud se asocian con la exposicion
a metales pesados, particularmente durante los
periodos periconcepcional y prenatal (Smith, Yunus
et al. 2013). A pesar de la evidencia de los efectos
asociados perjudicialmente a la salud, no hay
niveles biolégicos adversos a As o Cd para mujeres
embarazadas o la poblacion en general (Sanders,
Flood et al. 2012). La exposicién crénica o arsenicosis
resulta de beber agua con altos niveles de As durante
un largo periodo de tiempo (5-20 afios) (Caballero-
Gutiérrez, Carrillo-Rodriguez et al. 2010).

La exposicion al agua con As causa un conjunto de
manifestaciones que afectan a casi todos los 6érganos.
Los cambios en piel son una caracteristica comun, ya
que el iAs se deposita en tejidos ricos en queratina,
siendo los mdas comunes la hiperpigmentacion e
hiperqueratosis palmo-plantar (enfermedad del pie
negro) (OMS 2018). El comienzo de los sintomas
puede ocurrir a partir de los 5 afios de exposicion y
las lesiones malignizarse, con un periodo de latencia
que puede ser durante décadas. La exposicion
cronica al As causa, entre otras patologias, dafio
al miocardio, arritmias cardiacas y enfermedad
vascular periférica, posible causa de gangrenas en
extremidades inferiores de los individuos expuestos.
El consumo crénico de agua con concentraciones
de As superiores al valor de referencia dado por
la OMS ha demostrado un aumento del riesgo
de accidentes vasculares cerebrales, hipertension
arterial, aterosclerosis carotidea, enfermedades
arteriales periféricas, mortalidad por infarto agudo
de miocardio, enfermedades cardiovasculares en
poblaciéon pediatrica y diabetes mellitus tipo 1I, el
As estimula rapidamente las enzimas NOX (NAD(P)
H oxidasa) del endotelio: las NOX son grandes
productoras de superdxido, que al contacto con el
6xido nitrico (NO) del endotelio, lo inactiva; esto
produce disfuncién vasomotora y rigidez de los
vasos, lo que colabora en el proceso de aterosclerosis,
el NO tiene una funcién significativa en la reduccién
de la toxicidad por As (III) por la regulaciéon
del sistema de defensa antioxidante que regula
eficientemente el estrés oxidativo (Singh, Indoliya
et al. 2017). El hallazgo neurolégico mas frecuente
es una neuropatia periférica (Soria-de Gonzélez,
Silvina-Guber et al. 2009). Ademaés de céncer de piel,
la exposicién prolongada al As también puede causar
cancer de vejiga y pulmén (OMS 2018).

Aunque no existen datos concluyentes, se sospecha
que la ingestion de As podria aumentar el riesgo
de cancer (piel, higado, tracto gastrointestinal,
vejiga, rifion y sistema hematopoyético, neuropatia
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periférica, cardiovasculares). La informaciéon de
mortalidad por cédncer y su vinculacién con la
exposicion ambiental al As es escasa, especialmente
en lo que respecta a concentraciones de As en agua
de bebida cercanas o inferiores a 100 pg/L (Navoni,
De Pietri et al. 2012).

Arsénico usado como tratamiento contra el cancer

El As,O, puede servir como un potente sensibilizador
radiante y puede incrementar el rango de curacién
de células malignas. Al respecto, se ha investigado el
mecanismo contra cancer de prostata del tratamiento
combinado de As,O, y radiacién ionizada y se
concluyé que esa combinaciéon es una estrategia
terapéutica potencial para cancer de prostata
dependiente e independiente de andrégenos (Hui-
Wen, Yi-An et al. 2012). Aunque el As,O, ha sido
extensamente estudiado como tratamiento potencial
antimieloma, las funciones precisas del As,O, sobre
las células de mieloma contindan en estudio (Qu, Du
et al. 2012).

Métodos para determinar la concentracién de As

Los métodos cuantitativos para determinar As en
las cantidades permitidas en agua potable utilizan la
técnica de absorciéon atémica (AA) con generador de
hidruros. Se utiliza una longitud de onda de 193,7 nm
conlampara de deuterio para correccién de radiaciéon
de fondo (Silva-Trejos 2008). La AA permite lleva a
cabo un andlisis cualitativo y cuantitativo de entre 70
y 80 elementos. El limite de deteccién para muchos
de estos elementos es de menos de una parte por mil
millones. La AA puede estar basada en la mediciéon
de absorcion, emision o fluorescencia. Segun la
espectroscopia de emisiéon atémica (ICP-AES), con
su equipo para deteccion simultdnea de multi-
elementos, reporta la presencia de As con un limite
de deteccion de 0.006 mg/L de As en agua. La AA es
la que mas se utiliza para deteccion de As, en la cual
es necesario llevar a la muestra a un estado de vapor
atomico. Este proceso, conocido como atomizacion,
consiste en volatizar la muestra y descomponerla
en sus dtomos y quizd algunos iones gaseosos. Para
la atomizaciéon de la muestra que se van a analizar
por AA se utilizan principalmente la atomizacién a
la flama y en horno. Los elementos que se pueden
determinar con esta técnica son: As, Bi, Ge, Pb, Sb,
Se, Te y Sn (Caballero-Gutiérrez, Carrillo-Rodriguez
et al. 2010).

En la AA con atomizacion en flama, la radiacion del
elemento que interesa, cuya fuente de luz suele ser
una ldmpara de catodo hueco, se dirige a través de

la flama que contiene el gas atémico. La solucién
del analito se nebuliza por medio de un atomizador
o nebulizador en finas gotitas y se lleva a la flama.
El disolvente de las gotas se evapora de inmediato
y las particulas de sal se descomponen en atomos,
iones y electrones. Los atomos de la muestra
absorberan la radiacion que emita el mismo atomo
en la ldmpara de catodo hueco, con lo que se atentia
la energia de la fuente. Mediante un monocromador
se separa la linea espectral del elemento que interesa
de cualquier otra radiacién que venga de la fuente
o de la flama. La energia radiante de la fuente se
transforma en corriente eléctrica mediante un tubo
fotomultiplicador.

La AA electrotérmica y en flama solo son técnicas
cuantitativas dado que, para cada elemento, se debe
utilizar una ldmpara especifica de catodo hueco.
El andlisis cuantitativo basado en la ley de Beer
para el andlisis de absorcién molecular se aplica
igualmente a la absorcién atomica. Este método en
bastante selectivo debido a que las lineas que emite
la ldampara de catodo hueco son muy finas (0,002 a
0,005 nm). En condiciones normales, la AA en flama
puede dar desviaciones estdindar minimas. La técnica
de espectrometria de absorcion atémica de muestras
solidas en horno de grafito con fuente continua de
alta resolucion (HR-CS GFAAS) para el analisis
quimico elemental cuantitativo de nanomateriales es
atil para la determinacién directa de As en muestras
solidas de suelo (Schneider, Cadorim et al. 2018).
En un estudio realizado en Bangladesh se utiliz6 el
método ICP-MS para la determinacién de elementos
urinarios como As, Ba, Cd, Co, Cs, Cu, Mn, Mo, Ni,
Pb, Se, Sr, T, W, Zn. En dicho anélisis se encontré
asociacion significativa (p < 0.001) entre As-Mo-W y
nivel bajo de As en agua (Sanchez, Slavkovich et al.
2018).

Alternativas de solucion

Respecto al agua subterranea la OMS propone
sustituir las fuentes de abastecimiento con elevados
niveles de As por fuentes de abastecimiento con
bajos niveles de As y microbiol6gicamente seguras;
agua de lluvia o agua superficial debidamente
tratadas. Reservar el agua con nivel bajo de As
para beber, cocinar y de riego. Identificar los pozos
diferentes colores segin su concentracion de As.
Mezclar agua con bajos niveles de As con agua de
concentracion mas elevada a fin de conseguir méas
cantidad de agua con un nivel de concentracién
aceptable. Instalar sistemas de eliminaciéon del
As. Aplicar las tecnologias que permiten eliminar
el As como oxidacién, coagulacion-precipitacion,
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absorcion, intercambio de iones y diversas técnicas
de membranas (OMS 2018).

En el Laboratorio de la Universidad Tecnolégica
Nacional también se han probado métodos
electroquimicos consistentes en la liberacion de
particulas coloidales de AI(OH), partiendo de la
erosion de electrodos de Zn o Al, y se obtuvieron
rendimientos superiores al 99% en la remocién
del As, aunque se presentaron problemas de
contaminacién del agua por impurezas asociadas al
material de los electrodos. Asimismo, se ha intentado
tratar las aguas arsenicales por electrodialisis, pero
no se han encontrado membranas con poros de
tamafio adecuado para eliminar selectivamente el
As. Actualmente, dentro de las tecnologias utilizadas
para la remocion de As (III, V) se utilizan minerales
naturales con alto contenido de Fe,O, y Mn como el
MnO, granular (Wu, Zhang et al. 2017).

El Centro Panamericano de Ingenieria Sanitaria
(CEPIS) desarrollé un polvo compuesto por una
mezcla de AL(SO,),, Ca(ClO), y arcilla activada
que, agregado al agua, elimina el As con una
eficiencia variable que depende de las caracteristicas
fisicoquimicas del agua. En aguas arsenicales de la
provincia de Tucuman, dicho producto mostré una
eficiencia variable, de 45 a 65%, segtin la procedencia
del agua. Con el objetivo de simplificar el tratamiento
de las aguas arsenicales, en ese articulo se describen
la sintesis y resultados preliminares de la aplicaciéon
de un coloide a luminico que, agregado directamente
al agua, pueda lograr una eliminacién total del As,
cualquiera que sea la naturaleza del agua y el estado
de oxidacion del metaloide.

En un estudio realizado en Bangladesh y Vietnam
se analizd la concentracion de Ba, Mg, Ca, Sr
y As en agua potable de pozo, orina, ufas y
cabello, con un compuesto nuevo absorbente
basado en un compuesto hidrotalcita Mg-Fe:
[Mg(II),Fe(I1I),(OH),,]**[NO,xCO,-zH,0]*  (MF-HT)
para la remediacion de As y Ba en agua potable de
pozo (Kato, Kumasaka et al. 2013), encontrando
correlacion significativa entre el nivel de As y Ba
del agua potable con la concentraciéon en orina,
ufia y cabello. En Bangladesh, donde 20 millones
de personas corren el riesgo de beber agua de
pozos contaminados con As se han implementado
las siguientes alternativas para consumo de agua
potable a bajo costo: (a) pozos profundos libre de As,
(b) cosecha de agua de lluvia, (c) filtros en los hogares
para eliminar el As, (d) filtros comunitarios para
eliminacién de As, (e) tuberias que proporcionen
agua de rio, (f) filtros de arena que eliminan

contaminantes de agua superficial, (g) excavacién
superficial de pozos, y (h) evitar consumo de agua
de pozos profundos (Inauen, Tobias et al. 2013). De
la misma manera se ha implementado un método
para el tratamiento de agua de consumo humano
contaminada con As utilizando nanoparticulas
magnéticas de Fe,O, para adsorber al contaminante
y, posteriormente ser removidas aplicando campos
magnéticos externos (Abid, Kanematsu et al. 2013).

Segun, el Sistema descentralizado de agua potable
y alcantarillado de Gomez Palacio, Durango
(SIDEAPA) confirmé que al menos seis de sus 52
pozos estan por encima dela NOM en cuanto aniveles
de As, el muestreo se realiz6 en 45 de los 52 pozos
que tiene SIDEAPA, 36 en zona urbana y 16 en rural.
Incluso, a nivel mundial se reporta que en los pozos
analizados en diversas investigaciones realizadas en
diferentes poblaciones muestran niveles superiores
al limite establecido por la OMS, USEPA y la NOM
en México, como los pozos urbanos 4A, 14 y 34
estan entre 0.026 y 0.029 mg/L. El SIDEAPA recibi6
plantas potabilizadoras para remociéon de As a fin
de impulsar obras de infraestructura que permitan
mejorar el abasto y calidad del agua (CONAGUA
2015). Actualmente, en la ciudad de Lerdo, Durango
se desarrollan trabajos de instalacion de filtros
contra el As en pozos profundos que forman parte
de la red de abastecimiento, de zona urbana y
rural, cumpliendo asi ampliamente la actual NOM
en cuanto a la presencia de As en el agua potable
(SAPAL 2017).

Conclusion

Eldafoal queseexponelapoblaciénesinminenteante
el suministro de agua potable con As; sin embargo,
es posible evitar ese riesgo sanitario, otorgando a
la poblacion agua potable libre de As. Se deben de
implementar programas de monitoreo y vigilancia
epidemiolégica para suministrar a la poblacién el
vital liquido libre de este metaloide. De hecho, cabe
mencionar que la Comarca Lagunera, se caracteriza
por ser una zona drida en donde la carencia de agua
e insuficientes redes de provision de agua potable
obliga a que, la mayoria de sus poblaciones se vean
en la necesidad de consumir agua de pozo, lo que
conlleva a mayor peligro de exposicion crénica al
As en el agua para beber, indicando mayor riesgo
sanitario de afecciones a la salud. En nuestra region,
el presidente municipal reconoce la problematica en
la extracciéon de agua, el abatimiento de los mantos
freaticos que obliga a perforar a mayor profundidad,
por lo que pretende adoptar filtros intradomiciliarios.
El hombre, para salvaguardar su salud requiere de
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agua realmente potable, este recurso es insuficiente
y vulnerable, y es, por tanto, un problema de gran
importancia sociosanitaria que requiere atencion
por parte de las autoridades administrativas de cada
entidad en el mundo.
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Resumen

Este estudio describe la presencia de cepas
multirresistentes en canarios del aviario la Giiera
localizado en Le6én, Guanajuato, México. Los
antibiogramas de las cepas aisladas mostraron que
los microorganismos multirresistentes encontrados
en las 109 muestras obtenidas fueron Staphylococcus
sciuri, Staphylococcus cohnii subsp cohnii, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus schleiferi subespecie schleiferi.
Staphylococcus sciuri presenta multirresistencia a 16
antibiéticos y seis aislamientos a 11 antibidticos. Sin
embargo, estudios adicionales son necesarios para
evaluar los potenciales riesgos que pueden presentar
los humanos y otros animales a la microflora de estas
aves.

Palabras clave: canarios, estafilococos, Staphylococcus
sciuri, multirresistencia

Abstract

This study describes the presence of multi-resistant
strains in canaries of the La Giiera aviary located
in Leon, Guanajuato, Mexico. The antibiograms of
the isolated strains showed that the multi-resistant
microorganisms found in the 109 samples obtained
were Staphylococcus sciuri, Staphylococcus cohnii subsp.
cohnii,  Staphylococcus  epidermidis, ~Staphylococcus
schleiferi subspecie schlefteri, Staphylococcus sciuri
presents multi-resistance to 16 antibiotics and
six isolates to 11 antibiotics. However, additional
studies are needed to evaluate the potential risks
that humans and other animals may present to the
microflora of these birds.

Key words: canaries birds, Staphylococci,
Staphylococcus sciuri, multiresistance
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Introduccion

Los estafilococos son cocos anaerobios facultativos,
Gram positivo, catalasa positiva que se agrupan
dentro de la familia Micrococcaceae. Este género
tiene al menos 38 diferentes especies descritas y se
distribuyen en dos clases principales; coagulasa
positiva (como Staphylococcus aureus) y estafilococos
coagulasa negativa (CNS) como Staphylococcus
epidermidis, S. saprophyticus, S. sciuri, entre
otros. Ellos son frecuentemente parte de la flora
bacteriana normal de la piel y las mucosas del tracto
respiratorio, urogenital y alimentario superior de
mamiferos y aves. Por tanto, los estafilococos estan
ampliamente distribuidos entre los animales y bajo
ciertas circunstancias en los humanos por contacto
directo (piel con piel), o también indirectamente
por el contacto con las excreciones que contienen
estafilococos, como la saliva, o los aerosoles liberados
durante el estornudo y la tos.

En las aves, se asume que los Staphylococcus spp son
parte de la microflora normal de los psitacidos (Koski
MA, 2002) y, por tanto, se sugiere que los cultivos
de muestras positivas para estos microorganismos
deben ser interpretados con precauciéon (Fudge AM,
2001). Asi mismo, los estafilococos desempenan una
funcién prominente en la microflora respiratoria
y dermatoldgica de otros tipos de aves. Algunas
especies se han aislado de pollos que incluyen
Staphylococcus hyicus, S. gallinarum, S. arlettae, S.
chromogenes, S. xylosus y S. epidermidis (Kawano ]
y cols., 1996). Mientras que diversas especies de
Staphylococcus spp han sido aisladas de la cavidad
nasal de avutardas e incluyen a S. auricularis, S.
xylosus, S. simulans, S. saprophyticus, S. hyicus, S.
cohnii y S. sciuri (Silvanose CD y cols., 2001).

Adicionalmente, los miembros del grupo de
Staphylococcus sciuri estdin ampliamente distribuidos
en la naturaleza y ellos se han aislado de una gran
variedad de animales de granja, mascotas y animales
silvestres (Hauschild T y Schwarz S, 2003; Stepanovic
Sy cols., 2001). Este grupo estd conformado de varias
subespecies; Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus,
Staphylococcus sciuri subsp. rodentium, Staphylococcus
sciuri subsp. sciuri, Staphylococcus sciuri subsp. lentus
y Staphylococcus vitulinus (Webster JA y cols., 1994).
Los miembros de las especies de Staphylococcus
sciuri son habitantes comunes de la piel de roedores,
insectivoros, rumiantes y ungulados, y rara vez han
sido asociados con enfermedades en humanos y
animales.

Sin embargo, es bien conocido que S. sciuri posee
secuencias relacionadas con mecA, el cual es el gen
responsable de la resistencia a meticilina (Couto
I y cols., 1996). Por esta razén se considera que la
resistencia antimicrobiana es una caracteristica
comun entre los aislados de S. sciuri debido a
diversos plasmidos pequenos de resistencia aislados
de S. sciuri que han sido reportados (Werckenthin C
y cols., 2001).

Aunque generalmente se piensa que los patégenos
son especificos del huésped, las especies de
estafilococos son capaces de colonizar e infectar
a maltiples huéspedes de animales. Por ejemplo,
Staphylococcus sciuri ha sido asociado con roedores
y perros (Stepanovic S y cols., 2001). Sin embargo,
algunas especies son también oportunistas y
pueden causar serias enfermedades de la piel y
en otros tejidos y cavidades corporales (Kloos
WE y Musselwhite MS, 1975). Aunque los CNS
estdn principalmente asociados a los animales, se
estima que ellos constituyen del 0.79 al 4.3% de los
aislamientos de muestras clinicas (Guirguitzova BD
y cols., 2002). Por tanto, estas especies han recibido
renovada atencién con respecto a su importancia
médica.

Es importante mencionar que investigadores de la
Universidad de Pennsylvania de Estados Unidos han
observado un aumento en la resistencia de especies
de CNS, las cuales se consideraban susceptibles a
los antibidticos en general, sin embargo, en el 2012,
ellos observaron que el 14% de todos los aislados
de S. schleiferi fueron resistentes a eritromicina, lo
cual corresponde a un aumento del 9% con respecto
al 2005; mientras que el 16% de los aislamientos
fueron resistentes a tetraciclina, un incremento del
6% con respecto al 2005 y notablemente, un 14%
de los aislamientos fueron resistentes a la mezcla
trimetoprim-sulfametoxazol, para los cuales no
existia resistencia reportada en el 2005. Estos datos
sugieren que el aumento en la resistencia a los
antibidticos limita las opciones de tratamiento para
las infecciones de S. schleiferi en animales (Davis
MF y cols., 2013). S. shleiferi es dividido en dos
subespecies, subsp. schleiferi (coagulasa negativa)
y subsp. coagulans (coagulasa positiva), las cuales
presentan una distribucién muy similar en animales
(Cain, 2013). Estos microorganismos causan otitis o
pioderma en perros y rara vez han sido aislados de
gatos y aves (Cain, 2013; Briscoe JA y cols., 2009).

En México ha crecido la importancia comercial de
las aves pequefas. Sin embargo, se conoce muy
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Se muestrearon 28 canarios en
el aviario “La Glera” en Ledn,
Guanajuato, México.

‘ .”——-_. - <:
—
Se utilizo el microscan autoscan 4

para la confirmacion de la
identidad de los microorganismos.

Se inocularon las muestras en
los medios de transporte (agua
Peptonaday caldo Tetrationato).

Se utilizé una bateria de 7
pruebas bioguimicas (Urea, RM-
VP, SIM, MIO, LIA, TSI y citrato de
Simmons) para la identificacion

Se sembraron vy aislaron
las muestras obtenidas.
Se obtuvieron en total
109 cepas.

Se les realizod tincién de
Gram para diferenciar su
morfologia celular.

inicial de los microorganismos.

Fig. 1. Diagrama de flujo que muestra como fueron procesadas las muestras colectadas

poco sobre la microbiota presente en los animales
de los principales aviarios del pais. Por tanto, para
conocer la incidencia de cepas multirresistentes de
Staphylococcus spp presentes en canarios (Serinus
canaria) se realiz6 el presente estudio en el aviario La
Giiera.

Materiales y Métodos
Especies de estudio

Se realiz6 el muestreo de 28 canarios de las areas
de reproduccién, voladera, canto y cuarentena del
aviario La Giiera, ubicado en Leén Guanajuato. Las
muestras tomadas fueron de pico, cloaca y heces
frescas y colocadas en medios de transporte Stuart,
agua peptonaday caldo tetrationato. Se transportaron
en frio y posteriormente las muestras colocadas en
agua peptonada se incubaron por 24 horas a 28 °C,
mientras que las muestras en caldo tetrationato se
incubaron a 37 °C ambos para realizar la siembra
posterior en agar Saboraud, papa dextrosa, agar
sangre y agar Sal y manitol (Fig. 1).

Identificacion clasica

La identificacion clésica se realizé hasta género con
el uso de una bateria con siete pruebas bioquimicas
(Rojo de Metilo-Vogities Proskauer (RM-VP), Citrato
de Simmons (CS), Motilidad, indol, ornitina (MIO),

Triple azacar Hierro (TSI), Agar lisina hierro (LIA),
Caldo urea (UREA) y Sulfuro, indol, motilidad (SIM))

(Fig. 1).
Identificacién automatizada

La confirmacién de la identificacion se realizé con
el equipo MicroScan 4.0 ubicado en el laboratorio
de microbiologia del hospital Francisco Chéavez del
ISSSTE, Unidad Torreén, Coahuila. La metodologia
se describe brevemente, se realizé la técnica de
tincion de Gram para seleccionar las placas a utilizar,
para cocos y bacilos Gram positivos fue la placa P033,
mientras que, para cocos y bacilos Gram negativos se
utilizé la placa NC68. Con la vara de inoculacién se
tomo la colonia a identificar previamente aislada y con
buen crecimiento y se diluy6 en la solucién de agua
estéril, posteriormente se inocularon los diferentes
pozos de la microplaca con esta dilucién de cepa y
se incubaron por 24 horas a 35 + 2°C. Al finalizar la
incubacion se adicionaron los reactivos reveladores y se
leyo en el equipo.

Resistencia a antibioticos

La placa P033 para Gram positivos contiene el
antibiograma para determinar la resistencia a
los antibidticos; amox/a clav, Amp/sulbactam,
Ampicilina, Ceftriaxina, Ciprofloxacina,
Cilindamicina, Daptomicina, Eritromicina, Estrep.
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Sinerg, Gent. Sinerg, Gentamicina,Cilindamicina,
Levofloxacina, Linezolida, Moxifloxacina,
Nitrofurantoina, Oxacilina, Penicilina, Rifampicina,
Screening de cefoxitina, Synercid, Tetraciclina, Trimet/
sulfa, Vancomicina, mientras que, para la placa NC68
los antibidticos fueron amicacina, Amox/a clav,
Amp/sulbactam, Ampicilina, Cefazolina, Cefepima,
Cefotaxima, Ceftriaxina/ a cavulanico, Ceftazidima,
Ceftazimida/acavulanica, Ceftriaxona, Cefuroxima,
Ciprofloxacina, Ertapenem, Gentamicina, Imipenem,
Levofloxacina, Meropenem, Pip/tazo, Tetraciclina,
Tigeciclina, Tobramicina, Trimet-sulfa.

Resultados y Discusién

De las 109 cepas aisladas, el 11% pertenecieron al
género de los Staphylococcus, de los cuales 9 cepas
fueron multirresistentes a 7 o mas antibiéticos, lo que
corresponde a un 50% de todas las cepas. Mientras
que para 4 cepas no se logré tener el antibiograma,
lo que corresponde a un 25% y el restante 25% de los
aislamientos fueron en su mayoria sensibles a todos los
antibiéticos probados (Tabla 1).

Es importante destacar que en este estudio no se
encontré Staphylococcus aureus, lo cual no concuerda

con algunos estudios reportados en la literatura. Por

Tabla 1. Antibiograma de las diferentes cepas de estafilococos

ejemplo, Hermans K y cols., (2000) reporté6 que S.
aureus es patégeno de aves psitacidas, aunque ellos
sugieren que este microorganismo no es la causa
mas frecuente de la enfermedad del ave. Aunque las
CNS son menos patégenas que S. aureus (Livermore
DM, 2000) fueron mas frecuentes en este estudio. Es
interesante mencionar que una cepa de Staphylococcus
sciuri presentd multirresistencia a 16 antibiéticos y
seis aislamientos a 11 antibioticos. Estos resultados
concuerdan con aquellos que reportan que especies
como S. hyicus, S. sciuri, S. xylosus o S. cohnni son
particularmente importantes ya que estas poseen
los genes que codifican mecanismos de resistencia a
antibiéticos y produccion de enterotoxinas (Chah KF y
cols., 2014; Aarestrup FM y cols., 2000).

Las cepas de Staphylococcus xylosus fueron sensibles

a amoxiciclina, ciprofloxacina, gentamicina,
levofloxacina, linezolida, moxifloxacina y
nitrofurantoina, mientras mostraron resistencia

a clindamicina. Este resultado concuerda con el
publicado por Vela y cols. (2012), quienes realizaron
la caracterizacién de Staphylococcus xylosus aislados de
bioaerosoles de pollos de corral y un total de 84 cepas
de S. xylosus fueron aisladas, las cuales fueron sensibles
a gentamicina y resistentes a diversos antibiéticos
como 4acido nalidixico (86.9%), novobiocina (85.7%),

Cepa Nombre Resistencia a antibitticos Cantidad de
antibioticos
3inv Staphylococeus auricularis Amexicilina/clavulinico, Ampicilina,/ sulbactam, ampicilina, ceftriaxona, clindamicina, 11
eritromicina, oxacilina, penicilina, sinercida, Trimetoprim, sulfa, vancomicina
9 Staphylococcus epidermidis Amouicilina/clavulinico, Ampicilina/ sulbactam, ampicilina, ceftriaxona, clindamicina, 3
oxacilina, penicilina, Trimetoprim, sulfa

15 Staphylococcus sciurt Amoxdcilina/ clavulanico, Ampicilina/sulbactam, ampicilina, ceftriaxina, clindamicina, 11
eritromicina, oxacilina, penicilina, rifampicina, sinercida, vancomicina

1 Staphylococeus Cobnii Amasdcilina/ clavuldnico, Ampicilina, sulbactam, ampicilina, ceftriaxina, clindamicina, 11
eritromicina, oxacilina, penicilina, rifampicina, sinercida, vancomicina

24 Staphylococcus epidermidis Amosdcilina/ clavulanico, Ampicilina/sulbactam, ampicilina, ceftriaxina, clindamicina, 11
eritromicina, oxacilina, penicilina, rifampicina, sinercida, vancomicina

25 Staphylococcus haemolyteus Amexicilina/ clavulinico, Ampicilina,/sulbactam, ampicilina, ceftriaxina, oxacilina, 10

penicilina, sinercida, vancomicina, gentamicina, tetraciclina

29 Staphylococeus xylosus Cepa sensible 1

3z Staphylococcus intermedius Cepa sensible 0

42 Staphylococcus sciurt Amoxdcilina/ clavulanico, Ampicilina, sulbactam, ampicilina, ceftriaxina, clindamicina, 11
eritromicina, oxacilina, penicilina, sinercida, gentamicina, tetraciclina

43 Staphylococcus sciuri Amoxdcilina/ clavulanico, Ampicilina, sulbactam, ampicilina, ceftriaxina, clindamicina, 16

eritromicina, oxacilina, penicilina, rifampicina, sinercida, vancomicina, ciprofloxacina,
gentamicina, levofloxacina, moxifloxacinag, tetraciclina

52 Staphylococeus auricularis Cepa sensible 0

54 Staphylococcus saprophyticus Eritromicina, clindamicina, tetraciclina 3

76 Staphylococcus Schiziferi subsy schileiferi Amosdcilina/ clavulanico, Ampicilina/sulbactam, ampicilina, ceftriaxina, clindamicina, 11
eritromicina, oxacilina, penicilina, rifampicina, sinercida, vancomicina

82 Staphylococeus xylosus Cepa sensible 0

88 Staphylococcus epidermidis Cepa sensible 1

104 Staphylococeus saprophyticus Clindamicina, eritromicina, tetraciclina 3

105 Staphylococcus saprophyticus Eritromicina, clindamicina, tetraciclina 3
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Tabla 2. Ntmero de miembros de estafilococos identificados en el estudio.

Numero de cepa Nombre Frecuencia %
15, 42,43 S. sciuri 3 17.6
21 S. cohnii 1 58
9,24, 88 S. epidernudis 3 17.6
28 S. haemolyticus 1 58
29, 82 S. xylosus 2 11.7
3,52 S. auricularis 2 11.7
76 S. schleiferi 1 58
32 S. intermedius 1 58
54,104, 105 S. saprophyticus 40.68% 3 17.6

S. hominis subsp. hominis 35.43%

Tabla 3. Mecanismos de accidn de los antibidticos empleados en este estudio.

Antibiético de placa  Subclasificacién Familia Lugar de accién
Amox1c1l}nfa/Ac. Penicilinas B- lactamico
Clavulanico . .
Ampicilina/sulbactam Penicilinas B- lactamico Sintesis de pared
Ampicilina Penicilinas B- lactamico celular
Ceftriaxona Cefalosporinas B- lactamico
Clindamicina Lincosamidas Macrélidos Sintesis de
proteinas en
Eritromicina Eritromicina Macrélidos subunidad 505
ribosomal
Oxacilina Aminopenicilinas B- lactamico Sintesis de pared
Penicilina Penicilina B- lactamico celular
Rifampicina Ansamicinas Lactosas macréciclicas ]_nhlb.e la RNA
polimerasa
MLS (macrolidos,
Sinercida Estreptograminas lincosamidas, Sintesis proteica
estreptograminas)
Sintesis de
Vancomicina Vancomicinas Glicopéptidos peptidoglicano
de pared celular
Sintesis de
- .- . o roteinas
Gentamicina Gentamicina Aminoglucosidos sub}:mi dad 30 S
ribosomal
- - _ Sintesis de
Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclinas .
proteinas
Cipmﬂoxac'ina 2 generac:l(:)n Qm:nolonas Inhibicién de
Levofloxacina 3 generacion Quinolonas DNA cirasa
Moxifloxacina 2% generacion Quinolonas st
Afecta el
metabolismo del
stllilfT;t:tE:ar;/l Trime/sulfa Trimetoprima/ sulfonamidas aiilgici)ai)c]ilcc)o
replicacion de
DNA
e . Cefalosporinas 2 e inhibicién de
ceftriaxina ) B-lactamicos
generacion pared celular
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penicilina (70.2%), lincomicina (46.4%), eritromicina
(11.9%) y otros

En la tabla 2 se muestra que S. sciuri, S. epidermidis y
S. saprophyticus fueron las especies mds prevalentes
con 3 aislamientos (17.6%) respectivamente. Mientras
que las especies menos comunes fueron S. cohnii, S.
haemolyticus, S. schleiferi, y S. intermedius con un solo
aislamiento (5.8%).

La pared celular de las bacterias Gram positivas
como estafilococos provee un exoesqueleto rigido
para estas células que ayuda contra el dafio mecénico,
la lisis osmotica y evita la entrada de algunos
antibi6ticos. Ademads, contiene diversas proteinas de
superficie que desempefan funciones importantes
para su supervivencia (Navarre WW y Schneewind
O, 1999), como la proteina A que une IgG por la
region Fc, lo que le permite pasar inadvertido por
el sistema inmune al evitar la opsonizacién y la
fagocitosis, asi como, proteinas de unién a fibrina y
fibrinégeno (Foster T, 1996). Por tanto, la resistencia
a P-lactdmicos, quinolonas y tetraciclinas que se
obtuvo en este estudio es debido al hecho de que
estos antibidticos son comtinmente empleados en el
tratamiento de diversas enfermedades bacterianas en
la medicina veterinaria y muchas veces se desconoce
el agente etiolégico de la patologia.

S. sciuri atrajo nuestra atenciéon ya que fue la
especie mas resistente a los antibidticos ensayados
y ha sido sugerido que el gen mecA de las cepas
resistentes a meticilina de estafilococos proviene de
un homologo mecA identificado en S. sciuri (Kloos
WE y cols., 1997). Ademas, la capacidad de S. sciuri
para transferir genes de resistencia a otras bacterias
patégenas para el ser humano es alta (Wu Sy cols,,
1998). También S. sciuri tiene un amplio espectro
de posibles factores de virulencia ya que tienen alta
capacidad de producciéon de biopeliculas, presenta
altas actividades proteoliticas y de DNAasa, produce
hemolisinas y estimula la produccion de 6xido nitrico
por macréfagos de rata (Stepanovic S y cols., 2001).
Por tanto, S. sciuri puede causar varias infecciones en
el humano (Hedin y Widerstrom, 1998).

S. epidermidis y S. saprophyticus han sido implicados
como patégenos oportunistas eninfecciones humanas
y su alta prevalencia en este tipo de infecciones se
debe a su capacidad de adherencia a la superficie
de los catéteres y S. epidermidis también presenta
un factor de virulencia conocido como operén ica
importante en la formacién de biopeliculas (Otto M.,
2009; Piette A y Verschraegen G, 2009).

Por otro lado, cabe mencionar que las placas P033 y
NC68 utilizadas cuentan con los antibidticos que se
utilizan actualmente en el tratamiento clinico. En la
tabla 3 se incluyen las familias a las que pertenecen
y el lugar de accion de cada antibidtico. Se hace
ver que la mayoria de los antibi6ticos a los que son
resistentes las cepas antes mencionadas son beta
lactamicos los cuales tienen su lugar de accién sobre
la sintesis de pared celular o del peptidoglicano
de pared celular, otros antibiéticos a los que son
resistentes son la rafampicina, la clindamicina,
la eritromicina, la sinercida, la gentamicina y la
tetraciclina, cuyos efectos son dirigidos contra la
sintesis de proteinas a diferentes niveles, es decir,
sobre la RNA polimerasa, otros sobre la subunidad
50 S, sobre sintesis proteica en general y sobre la
subunidad 30 S, respectivamente.

Las razones por las cuales presentan esta
multirresistencia son por los mecanismos de variedad
genética que incluyen la adquisicion de plasmidos
extracromosomales, adiciéon de transposones o
plasmidos en el cromosoma, o bien por mutaciones.
Esto a su vez genera la capacidad de tener enzimas
que inactivan a la droga como las b-lactamasas,
mecanismos que alteran la estructura del sitio de
unién del antibidtico haciéndolo menos afin como
el caso de la subunidad A de la girasa (Vignoli R,
2019), mecanismos que evitan la acumulacién de
concentraciones toxicas dentro de la célula como
los transportadores ABC, o por la presencia de
una versiéon de proteina o estructura resistente al
antibiético como un ribosoma modificado (Foster T,
1996).

Conclusion

Es necesario realizar la vigilancia sobre los cambios
de microbiota en la poblacién de canarios del aviario
para monitorear las caracteristicas de virulencia y
susceptibilidad antimicrobiana de microorganismos
patégenos y oportunistas. Estos resultados subrayan
la necesidad de nuevas investigaciones sobre el
papel epidemiolégico como reservorios de cepas
zoonoticas de estas aves para el personal que labora
en el aviario La Gtiera.

Perspectivas

Para corroborar la identidad de las cepas aisladas se
pretende utilizar herramientas moleculares y para
demostrar que las cepas son sensibles a algunos
antibioticos se retaran las cepas a trimetroprim,
sulfametoxazol a diferentes concentraciones que las
ya ensayadas debido a que es el actual tratamiento
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de eleccion en el aviario. Asi mismo se planea usar
la linezolida como tratamiento alternativo, esto con
la finalidad de que el personal encargado de las aves
pueda contar con informacién que le permita mejorar
la toma de decisiones cuando los especimenes se
enferman.
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RESUMEN

Las especies de Candida son la tercera causa mas
comun de infeccién nosocomial e infecciones del
torrente sanguineo en pacientes, se reporta que C.
albicans sigue siendo la causa predominante de la
candidemia. El aumento en la prevalencia de las
micosis, la aparicion de cepas fingicas resistentes
a los agentes antimicéticos empleados en la
actualidad y los efectos secundarios que estos
altimos provocan en los pacientes son, sin duda
motivos de estudio de las plantas que buscan
descubrir nuevos agentes antimicrobianos que
sean eficaces, con menos efectos toxicos en el
organismo humano. Este estudio evalu6 el efecto
antifingico in vitro de los extractos etanodlicos,
hexanicos y cloroférmicos del material vegetal
de sangre de grado (Jatropha dioica) y olivo
(Olea europaea) ante especies de Candida spp.
hospitalarias. Los extractos se elaboraron por
maceracion con solventes organicos. Se utilizo
el método de difusion en placa con sensidiscos

de determiné la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) de los extractos ante las cepas
fangicas. Los extractos hexénico, cloroférmico y
etanolico de (Olea europaea) mostraron actividad
antifingica significativa ante C. tropicalis. Se
demostré que Jatropha dioica tuvo una mayor
actividad antifiingica ante las diferentes especies
de Candida.

Palabras clave: Actividad antiftingica, especies
de Candida, sangre de grado (Jatropha dioica), olivo
(Olea europaea) productos naturales bioactivos.

ABSTRACT

Candida species are the third most common
cause of nosocomial infection, infections of the
bloodstream in patients, although C. albicans
remains the predominant cause of candidemia.
The increase in the prevalence of mycoses,
the appearance of fungal strains resistant to
the antifungal agents currently used and the
side effects that the latter cause in patients are,
undoubtedly, the study of the plants that are
looking for new antimicrobial agents That are
effective, with less toxic effects in the human
organism. This study evaluated the in vitro
antifungal effect of ethanolic, hexanic and
chloroformic extracts from grade blood (Jatropha
dioica) and olive (Olea europaea) plant material
against Candida spp. Hospital. The extracts
were prepared by maceration with organic
solvents. The plate diffusion method was used
with sensidiscs and the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC)was determinated. The
hexanic, chloroform and ethanolic extracts of
(Olea europaea) showed significant antifungal
activity against C. tropicalis. It was shown that
Jatropha dioica had more antifungal activity
against different Candida species.

Key words: Antifungal activity, species of
Candida, sangre de grado (Jatropha dioica), olive
(Olea europaea) bioactive natural products.
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INTRODUCCION

La candidiasis es una infeccién causada por
varias especies que conforman el género Candida.
En la poblacion general se ha presentado
recientemente un incremento de la enfermedad,
posiblemente, por la mayor exposicion a factores
de riesgo, los cuales incluyen el tratamiento con
esteroides, citostaticos o inmunosupresores,
el incremento del VIH-sida, el trasplante de
6rganos y las enfermedades como la diabetes, la
leucemia y el linfoma; a su vez, los recién nacidos
y los ancianos son mas propensos al desarrollo
de esta entidad (Palacios et al., 2011).

Los pacientes con riesgo de desarrollar
candidiasis diseminada a menudo tienen
puertos implantables, o catéteres intravasculares
urinarios 'y estos constituyen sustratos
potenciales para la formacién de biopeliculas de
diversos microorganismos, entre ellos, Candida.
Ademas, hay pruebas indirectas de que Candida
forma biopeliculas bajo condiciones clinicas que
muestran resistencia intrinseca a los antifingicos
(Vediyappan et al., 2010).

Candida albicans sigue siendo el patégeno mas
frecuente aislado en candidiasis invasiva, sin
embargo, las crecientes tasas de candidemias
causado por especies no-albicans de Candida,
incluyendo C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis
y C. krusei, se han reportado en todo el mundo
(Colombo et al., 2010).

Las especies del género Candida son
levaduras comensales que colonizan el tracto
gastrointestinal y genital, siendo C. albicans
la mas estudiada. Estos microorganismos
son oportunistas, ya que en determinadas
circunstancias son capaces de proliferar einvadir,
transformandose en patégenos (Alburquenque
et al., 2013). Las plantas son abundantes fuentes
de productos que han sido utilizados durante
siglos para el tratamiento de enfermedades
infecciosas. El aumento en la prevalencia de
las micosis, la aparicion de cepas fungicas
resistentes a los agentes antimic6ticos empleados
en la actualidad y los efectos secundarios que
estos ultimos provocan en los pacientes son, sin
duda motivos de estudio de especies vegetales

con la finalidad de descubrir nuevos agentes
antifingicos que sean eficaces, con menos efectos
toxicos en el organismo humano. Por lo tanto, la
justificacion para la realizacion de este estudio
fue para determinar la susceptibilidad de cepas
de Candida spp. productoras de enfermedades
infecciosas ante los extractos de sangre de grado
(Jatropha dioica) y olivo (Olea europaen).

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de los extractos (hexanico,

cloroférmico y etanélico)

Se utilizaron 20 g de material vegetal seco, el
cual se colocé en un mortero con mano hasta
obtener un polvo fino. Enseguida éste se vacio
en frascos de vidrio de boca ancha con capacidad
de 250 ml. Posteriormente se adicionaron 200
ml de cada solvente, se cubrieron los frascos
con aluminio para protegerlos de la luz y se
mantuvieron en agitacion constante durante 72
horas. Una vez transcurrido el tiempo, se filtr6 a
través de una gasa para colectar material vegetal
de gran tamafio y enseguida a través de filtro
Wathman No. 4. Este procedimiento se realiz6
tres veces, adicionando otros 200 ml de cada
solvente, dejandolo en reposo por 72 h, filtrando
y colectando el material mismo que fue guardado
en refrigeracion a -4°C y al término, el material
se someti6 al rotavapor (Buchi), para eliminar
el solvente y obtener el extracto concentrado y
puro.

Aislamiento, caracterizacion e identificacion
de las especies de Candida

Las muestras clinicas fueron sembradas en agar
Sabouraud, realizando la siembra con ayuda
de un asa bacteriolégica sobre la superficie
del agar contenido en la caja Petri por la
técnica de agotamiento, posteriormente se
incubaron durante 24 h a 37°C. Al término de
la incubacién se observo el tamano, la forma, la
textura y el color de las colonias, de las colonias
sospechosas, se tom6é una muestra para su
resiembra y aislamiento. Después se llev6 acabo
la identificaciéon utilizando VITEK compact 2
que es un sistema de identificacién microbiana
completamente automatizado.
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Estandarizacion del tamarfio del in6culo

Se tomaron de 2 a 5 colonias de cada especie
fangica, se suspendieron en tubos con 3 ml de
solucion salina estéril, y la turbidez se ajust6 a
0.5 del estdndar de Mac Farland que equivale a
1.5X10® UFC/mL. Posteriormente, se colocaron
100 pL de esta muestra estandarizada sobre
el centro de la caja Petri con el agar PDA y se
homogenizaron con un hisopo estéril.

Preparacion de las diluciones para la actividad
antifangica

Las soluciones stock para determinar Ia
actividad antiftingica se prepararon disolviendo
aproximadamente 0.002 g de las muestras a
evaluar con dimetilsulféxido (DMSO), con esto
se obtiene una concentraciéon de 20,000 pg/mL.
Enseguida se prepararon diluciones seriadas a
concentraciones de 500, 250, 125, 62.5y 31.2 pg/
ml.

Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) por el método de difusién en
placa con sensidiscos

Se realiz6 el ensayo para determinar Ila
Concentracion Minima Inhibitoria por el
método de difusion en agar con sensidiscos, de
inicio se colocé el inéculo fingico previamente
estandarizado (0.5 en la escala de MacFarland,
equivalente a 1.5X10* UFC/mL), se distribuy6

de manera uniforme con un asa sobre la
superficie de la placa. Una vez inoculadas las
placas se colocaron en ellas los discos estériles
de papel filtro Wathman No.4 con didmetro de
6émm de manera equidistante e impregnados
con 125 pL de cada concentraciéon de los
tratamientos a evaluar. Se colocé un control
positivo con la cepa y un control negativo sin
levadura. Posteriormente el material se incubo a
una temperatura de 35°C durante 24 h. La zona
de inhibicién fue interpretada como el area de
superficie radiada del disco que estuvo libre de
crecimiento fungico. Se tomaron dos medidas
perpendiculares a cada uno de los bordes del
disco de papel al margen externo de la zona de
inhibicion y se promediaron.

ORGANIZACION Y ANALISIS DE DATOS

Los datos resultantes se organizaron en tablas
y gréaficas y se obtuvieron promedios de los
resultados de las pruebas que se realizaron por
triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determiné la actividad antiftngica de los
extractos etanodlico, cloroférmico y hexanico de
sangre de grado (Jatropha dioica) y olivo (Olea
europaea) ante cepas de C. albicans, C. glabrata,
C. tropicalis y C. krusei utilizando la técnica de
difusion en placa con sensidiscos. Como ya se
sabe las especies de Candida son importantes

Tabla 1. Halos de inhibicién en mm, producidos en funcién de las concentraciones

minimas inhibitorias (CMI) de los extractos de olivo (Olea europea) ante las especies

de Candida spp.

Dlivo (Olea europaea)
TIPO DE Hexanico Cloroformico Etanolico
EXTRACTO
Concentracion | 500 | 250 | 125 | 62.5| 31.2 | 500 | 250 | 125 | 62.5 | 31.2 | 500 | 250 | 125 | 62,5 | 31.2
del extracto
C. albicans NI | NI | NI | NI | NI | NI | NI| INI| NI | INI | INI|INI|INI| NI | NI
C. krusei O | NI | NI | NI | WNI | NI|NI| NI| NI | NI |NI|NI|NI| NI | NI
C. glabrata NI | NI | NI | NI | NI | NI | NI| INI| NI | INI | INI|INI|INI| NI | NI
C. tropicalis a9 8 11 | 12 13 5 7 12 | 13 13 13 | 15 | 13 | 12 15

Control: Poligynax: Neomicina, Polimixina-B/ Nistatina.

NI = No hubo inhibicidn.
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Tabla 2. Halos de inhibicién en mm, producidos en funcién de las concentraciones

minimas inhibitorias (CMI) de los extractos de sangre de grado (Jatropha dioica)

ante las especies de Candida spp.

Sangre de grado (Jatropha dioica)
TIPO DE Hexanico Cloroformico Etanolico
EXTRACTO
Concentracion | 500 | 250 | 125 | 62,5 | 31.2 [ 500 | 250 | 125 | 62.5| 31.2 | 500 | 250 | 125 | 62.5 | 31.2
del extracto
C. albicans NI | NI | INI| NI 8 NI| 11| 12 | 12 10 | NI 8 11 11
C. krusei Q9 15 | 18 | NI [ NI | NI | NI | INI | INT | INI 4 | NI| NI| NI | NI
C. glabrata NI | NI | NI a9 8 NI | NI | NI | WNI | NI [ NI | NI | 13 | INI | NI
C. tropicalis Q9 a9 10 7 8 8 10 | 12 8 8 8 10 8 8 10

Control: Poligynax: Neomicina,/ Polimixina-B/ Nistatina.

NI = No hubo inhibicién.

patégenos oportunistas que causan varias
enfermedades principalmente en pacientes

inmunocomprometidos, asi como lo reporté
Jiang (2013).

Con respecto a su actividad antifingica, el
resultado de la investigacion elaborado por De
la Fuente (2004), confirma que el hidroxitirosol,
que es el principal componente del olivo (O.
europaea), posee efecto antimicrobiano frente
a bacterias Gram positivas y bacterias Gram
negativas, con CMI que van de 0,97a 31,25 png/
ml para cepas aisladas de la clinica, siendo en
ocasiones efectivo a menor concentraciéon que
la eritromicina y la ampicilina, los resultados
del presente trabajo tienen concordancia con
este autor, ya que a menor concentracion hubo
mayor halo de inhibicién al menos en C. tropicalis
(Tabla 1). Otros componentes importantes en
las hojas del olivo (O. europaea) son: oleuropeina,
polifenol clasificado como secoirioide y también

flavonoides como la rutina y la hesperidina
(Abaza, 2015).

La actividad antifingica obtenida en este
estudio fue variada, observandose diferencias
importantes entre las especies vegetales
utilizadas, asi como en los extractos con los
diferentes solventes de extraccion empleados.
En todos los casos se evalu6 el efecto inhibitorio
como la presencia de halos de inhibicion.
Aunque en algunos casos se observaron
diferencias en el didametro delos halos obtenidos,

solo se determind la potencia antiftingica de los
extractos con base en ello, tal como lo reporta
Lapenna, (2003). En la Tabla 2 se muestran los
resultados con los extractos de Jatropha dioica.

CONCLUSIONES

Los extractos etandlico, cloroférmico y hexanico
del olivo y de sangre de grado presentaron
un mejor efecto antiftingico en C. tropicalis en
comparacion con las demaés especies de Candida.

Se observé un mayor porcentaje de inhibicion
de crecimiento en el extracto hexanico de sangre
de grado (Jatropha dioica) en la concentracion 125
ng/ml ante la especie de C. krusei, esto debido
a los componentes de tipo fendlico que este
solvente puede extraer como son los diterpenos
como la citlalitriona, jatrofona y riolosatriona y
un esteral, el R-sitosterol. De sus raices se obtiene
un aceite esencial, resinas, saponinas, alcaloides
y acido oxalico. De su corteza se obtiene un latex
rico en taninos.

En este estudio se pudo determinar la
susceptibilidad de especies de Candida spp,
como parte del conocimiento que se requiere
para el control de las especies de Candida spp
por métodos alternativos.
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Cuerpo académico UJE- CA- 134 Quimica y Tecnologia de Productos Alimenticios
LGAC: Tecnologia de Alimentos y sus biocomponentes

Contenido de licopeno en tomate
organico v con fertilizacién quimica.
Propiedades funcionales v de textura
de sabila (Aloe vera barbadensis Miller)

fresca y procesada.

Extraccién de biocomponentes de
diferentes matrices alimentarias
aplicando ultrasonido de potencia

Guadalupe Candelas
Cadillo

José Rafael Minjares

Fuente
Aplicacion de ultrasonidos de potencia peres

al gel de Aloe vera

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

Construccidon de un extractor sélido -
liquido didactico

Textura, nivel de agrado v vida de
anaquel de un mazapan de nuez (Carya
illinoinensis) adicionado con diferentes
concentraciones de inulina y leche en
polvo

Juan Pablo Aleman
Moran
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Cuerpo académico UJE-CA-125 Bacteriologia Médica Diagnostica y Salud
Publica
LGAC: Factores de virulencia y drogosensibilidad de las enfermedades

infecciosas y Salud Publica
[ [Inwestigadorresponsable |

Perfil microbiclogico de ulceras de pie diabstico y
actividad antimicrobizna

Identificacion de fuentes de contaminacion, una
estrategia de saneamiento basico en la prevencion
de brucelasis humana

Evsluacion del efecto inhibidor v potenciador del
plasma rico en plaguetas ante farmacos en
microorganismos nosccomiales v su correlacion con

resistencia a farmacos Aurcra Martinez Romero

Aplicacion del arbol de neem en agricultura,
industria, medicina v ambiente: una revisidn.

Dizgnostico de brucelosiz caprina por ==rologia v PCR
mudltiple

Aislamiento d= Mycobacterium abscessus en un
paciente con afeccion cutanea

Asocizcion entre el fenotipo del sistema sanguineo |

ABD v l=ucemiaz

Analizis de los factores de crecimienta y su efecto
inhibidar en microorganismos de importancia cinica

Aislamiento 2 identificacion de Asromonas
productoras de biopeliculz en peces del ric Nazas
Aizlamiento e identificacion de microorganismos

nosccomiales mas frecusntes y analizis de sus
factores de virulenciz

Analizis de expresion de los g=nes que codifican para
bombas de expulsion y su correlacian con resistencia

a farmacos de primera y segunda linea por el losé de Jesis Alba Romera
métado de azul de alamar en cepas de micobacterias

Anzlizis de= los genes lasl/1asR v rhli
reguladores de transcripcian de los factores de
virulencia dependientes del Quarum sensing v su
correlacian a farmacos en cepas de Pseudomana
asruginosa sislada de pacientes hospitalizadas
Evsluacion de los metodos para el disgnostico de
szlmonelosiz por ELISA v aglutinacién en pacientes
cramicaments expusstos
rminacién de Flome (Pb) v Arsémice (As] en ||| Sandra Hernandez Gonzalez
capsulas de gelatina dura v blanda para uso

farmecéutico
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Problema de balances de energia en
reactores quimicos de flujo ideal

1 Sierra Campos Erick y 1Valdez Solana Ménica Andrea

IFacultad de Ciencias Quimicas. Unidad Gémez Palacio. Universidad Juarez del Estado de Durango
(UJED), Articulo 123 s/n, Fraccionamiento Filadelfia, Gémez Palacio, Dgo. CP 35010. Tel (871) 71588
10y 71529 e4.

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

Un reactor discontinuo de tanque agitado (RDTA) adiabdatico se carga con una solucion acuosa que
contiene 500 kg de anhidrido acético, a 15.5 °C (288.5 K), cuya concentracion es de 0.49 kmol de
anhidrido acético/m?3. La reaccidn que se ha de desarrollar en dicho reactor se puede representar
por el esquema:

(CHs CO), O(I)+ H20 (1) = 2CHs COOH ()

y su cinética es de primer orden respecto al anhidrido acético. Por cada kmol de anhidrido acético
que se hidrolice se desprenden 209370 kJ (puede admitirse que AH® practicamente no varia con la
temperatura en el intervalo de operacidn). Calcular el tiempo necesario para alcanzar un grado de
conversion del 80 %.

La densidad de la disolucion inicial es de 1050 kg/m?y su calor especifico es 3767 J/kg K. Ambas
propiedades fisicas puede admitirse que permanecen constantes durante toda la reaccion. La
variacion de la constante de velocidad con la temperatura viene dada en la tabla siguiente:

T (K) 277.6 283.1 288.7 294.3 299.8 305.4
k (min-1) 0.035 0.057 0.084 0.123 0.174 0.245

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

Crucigrama de Matematicas

Ménica Valdez Solana y Erick Sierra Campos
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HORIZONTAL de sistemas dindmicos
2. Cantidad, estructura, espacic v cambio que
corresponden a aritmética, dlgebra, geometria v calculo VERTICAL
5. Instrumento que sirve para efectuar operaciones 1 Del griego "Cosas que se aprenden”
aritmeéticas sencillas 3. Fama de la fisica comprendida dentro de la mecanica
0. Conjetura de la que se parte para alcanzar una de medios continuos que estudia el movimiento de los
respuesta mediante deducciones validas fluidos, asi como las fuerzas que lo provocan
8. Operaciones necesarias para prever el resultado de una 4 Lista de 23 problemas matemidticos compilados que en
accién  previamente concebida, o conocer las 1900 estaban por ser resueltos
consecuencias que se pueden derivar de unos datos 7. Generalizacidon de la suma de infinitos sumandos,
previamente conocidos infinitamente pequefios.
9. Técnicas para recolectar, organizar, presentar, analizar 10. Premisa que se toma como modelo a seguir
un conjunto de datos numéricos v a partir de ellos v de 11.  La tnatemdatica es la ciencia del orden v la medida, de
un marco tedrico, hacer las inferencias de lugar. bellas cadenas de razonamientos, todos sencillos v
13. Cuando las leves de la matemadtica se refieren a la faciles
realidad, no son exactas; cuando son exactas, no se 12 La matemética es la ciencia que extrae conclusiones
refieren a la realidad necesarias
16. Proposicién asumida dentro de un cuerpo tedrico sobre 14 Claridad, 16gica v demostraciones de las definiciones
la cual descansan otros razonamientos ¥ proposiciones matematicas
deducidas de esas premisas 15. Primera mujer en ganar el premio Abel (el Mobel de las
18.  Proposicidn que afirma una verdad demostrable matemdaticas)
19. Propuesta en el siglo XVIII por Euler 17. En todo tridngulo rectingule, el cuadrado de la
20, Ir mas alld de uno mismo v dominar el mundo longitud de la hipotenusa es igual a la suma de los
21. Campo inferdisciplinario de la ingenieria v las cuadrados de las respectivas longitudes de los catetos

matemadticas, gue tene que ver con el comportamiento
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. Utiliza una fotocelula como transductor de entrada y 1. Junto con Robert Bunsen establecieron las bases de la

espectroscopia

2. Procesador de seAZales de un instrumento

5. Descripeion mas especifica de un metodo

6. Cuando pasa un haz de luz monocromatica a traves de

un medio transparente la intensidad de la luz transmitida

7. Se utiliza como parametro de calidad de la precision

9. Capacidad de un metodo o instrumento de diferenciar

pequeAdas cantidades en las concentraciones de un

10. Editor de la primera revista dedicada a la Quimica
Analitica
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Respuesta al problema fisicoquimico

Ivan Artemio Corral Guerrero, Erick Sierra Campos'y Modnica Andrea Valdez Solana'

Facultad de Ciencias Quimicas GP, Universidad Juarez del Estado de Durango. Email: ericksier@gmail.com;
valdezandyval@gmail.com

El 6xido de calcio (cal viva) reacciona con agua para producir hidréxido de calcio (cal apagada)
CaO¢) + HO ) 2 Ca (OH): (o); | lTH=-65.2 K]

El calor liberado por esta reaccion es suficiente para encender papel. ;Cuédnto calor se libera cuando
reaccionan 24.5 g de 6xido de calcio?

{FELICITAMOS! A IVAN ARTEMIO CORRAL GUERRERO DEL
CUARTO SEMESTRE seccién B POR LA RESOLUCION DEL
PROBLEMA.

Compuesto AHs en Para comprobar la entalpia dada, se opta por el uso de las tablas
KJ/mol de entalpias de formacién de compuestos. A la entalpia del
producto se le resta la suma de entalpias de los reactivos.

CaO -635
H.O 285.8 AH? = Z np-AHZp — an -AHZ g
Ca (0H)2 —98609 np = coeficiente estequiométrico de los productos en la reaccién ajustada

ng = coeficiente estequiométrico de los reactivos en lareaccién ajustada

AHF; = entalpias de formacién de los productos

AH, = —986 — (—635.1 — 285.8)

AHFp = entalpias de formacién de los reactivos

AH, = —65.19 ~ —65.2 K]

Al comprobar la entalpia obtenida se procede a realizar el cdlculo de calor de la reaccién a partir de
la estequiometria:

El calculo involucra convertir gramos en moles y después en kilojoules de calor. Para ello se calcula
del peso molecular:

PM CaO = 56.08 g/mol; con este dato se toma en cuenta la estequiometria de la reaccion:

—65.2 K] 1mel CaO
*
1ol 56.08¢

* 2459 Ca0 = QenK]j

Q =-—-28.4843 K]

Se desprenden 28.48 KJ de calor al mezclar 24.5g de 6xido de calcio con agua y el signo
indica que la reaccién que se libera energia en forma de calor.

La respuesta concuerda con la forma de resolucion del libro Ebbing D.D., Gamond S.D.
2009. “Quimica general” 9% edicion. Cengage learning. pp. 236 ejemplo 6.4
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