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EDITORIAL

MARIA MARGARITA SALAZAR-BOOKAMAN

“La historia cuenta lo que sucedio, la poesia lo que debia suceder”

Aristoteles

“La historia es el progreso de la conciencia de la libertad”

La Universidad Central de Venezuela
esta de placemes. Se cumplen 80 anos
de la Reinstalaciéon de la Facultad de
Farmacia y 300 anos de la creacion de
la Universidad de Caracas, Universidad
Central de Venezuela, de manos del
Libertador Simén Bolivar.

iHonor a quien honor merece! Cuando
la historia juzgue a la Universidad Central
de Venezuela, ella saldra cubierta con la
corona inmarcesible de la gloria porque
ella es calidad, pureza, pluralidad y, por
siempre, sera autbnoma.

Rindamosle homenaje recordando la
trayectoria de su vida hasta hoy.

La Universidad Central de Venezuela
tiene como mision crear y difundir el
conocimiento mediante la docencia y
la investigacion, y formar los jovenes
profesionales requeridos para el desarrollo
del pais.

El nacimiento mismo de la Universidad
de Caracas, el 22 de diciembre de 1721,
representdé uno de los acontecimientos
de mayor importancia de todo el periodo
colonial venezolano, comprendido entre

Georg Wilhelm Friedrich Hegel

Un poco de historia.....

los siglos XV1y principios del XIX. Se trataba
de un proceso que significaba que la
sociedad venezolana era suficientemente
madura como para aspirar y obtener
del Rey Felipe V la aprobacion de pasar
el Colegio Seminario de Santa Rosa de
Lima al estatus de Real Universidad de
Caracas (luego Pontificia por Bula del Papa
Inocencio XIII, de 1722).

El conflicto independentista ocurrido
de 1810 a 1821, comprometio a la
Universidad de Caracas como cabeza
de un proceso civil que se desarrollo
principalmente como un movimiento
reivindicador de la soberania venezolana.

Entre 1725 y 1821 la Universidad
de Caracas, hoy Universidad Central
de Venezuela, gradu6 2756 de sus
estudiantes, Bachilleres, Licenciados,
Maestros y Doctores, conformandose un
grupo profesional que permitié construir
el proceso de la independencia y las
instituciones republicanas. Desde Andrés
Bello y Francisco de Miranda, hasta Juan
German Roscio y José Maria Vargas, estan
muchos proceres que estudiaron en esta
Universidad.

Decana de la Facultad de Farmacia. Facultad de Farmacia. Universidad Central de Venezuela

Correspondecia: mmsalazarb@gmail.com
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Una vez consolidada la independencia
de Venezuela en 1821 con la Batalla de
Carabobo y separada en 1830 del proyecto
de la Gran Colombia, la Universidad Central
de Venezuela comienza a adaptarse al modo
de vida republicano, iniciado formalmente
con la aprobacion de los nuevos Estatutos
Republicanos de 1827, elaborados por el
Claustro y por el Poder Ejecutivo Nacional
asumido por Simoén Bolivar. Los nuevos
Estatutos no permitian la discriminacién
social y racial en el ingreso a los estudios
y la docencia universitaria; igualmente, y
por iniciativa del Libertador, la Universidad
de Caracas recibiéo bienes inmuebles,
entre ellos las mejores haciendas de cacao
del pais, que le permitieron disponer de
rentas suficientes para su funcionamiento
y desarrollo. Este ambiente de progreso
universitario no se correspondié con el
contexto politico nacional en el que no
habia un clima de libertad ni de democracia.
Efectivamente, entre 1870y 1898 se iniciaba
el régimen del Gral. Antonio Guzman Blanco
y seguia el del Gral. Joaquin Crespo, con
lo que se establecié un clima tiranico. La
Universidad fue despojada de su autonomia
y del patrimonio que le habia sido concedido.

Los danos causados a la Universidad
fueron débilmente compensados por
algunas remodelaciones en las edificaciones
y €Scasos recursos presupuestarios. La
Universidad respondié con una protesta
civica estudiantil. A principios del siglo XX,
con la Revolucion Liberal Restauradora de
1899 el poder fue tomado por caudillos
tiranicos como los Generales Cipriano
Castro y Juan Vicente Gomez. Se clausuro
la UCV; las consecuencias fueron carcel o
exilio y la tortura o muerte de aquellos que
se oponian a estos regimenes. Esto duro
hasta 1935.

Entre 1945 y 1958 hubo avances y
retrocesos politicos, pero la dinamica
universitaria continu6é en todo el ambito

nacional con representacion Ucevista en
todas las areas. El sistema universitario
venezolano y principalmente la UCV, cuentan
con la historia y el conocimiento acumulados
por tres siglos que le permiten aportar
soluciones a los problemas nacionales,
tanto politicos como para las ingentes
amenazas que tenemos en el campo
energético, ambiental, alimentario, de salud
y vivienda, y de seguridad.

El ano 1958 marca un hito importante
en la historia de la Universidad Central de
Venezuela. Con un civil en la Presidencia
de la Republica, el Doctor Edgar Sanabria,
se promulga una Ley de Universidades que
permitia a estas instituciones el desarrollo
de sus planes académicos, de investigacion,
extension y formacion de recursos humanos
de alto nivel. Se crea el Consejo de Desarrollo
Cientifico y Humanistico, el cual ha apoyado
la investigacion universitaria en todas
las areas. La creacion de la Facultad de
Ciencias constituye un polo importante en
el desarrollo de las Ciencias Basicas con
las carreras de Biologia, Quimica, Fisica,
Matematica, Geoquimicay, por supuesto, el
desarrollo de los estudios de Computacion.
En 1970 se aprobé una nueva Ley de
Universidades la cual sigue vigente e incluye
cambios importantes en las caracteristicas
del funcionamiento de las Universidades,
en cuanto a elecciones de autoridades y
las pautas para el funcionamiento de la
institucion.

En el ano 2000 ocurre un hecho muy
importante para Venezuela y es que la
UNESCO reconoce a la Ciudad Universitaria
de Caracas como Patrimonio Mundial,
Cultural y Natural de la Humanidad,
tomando como elementos para ello que
“...la Ciudad Universitaria es una obra
maestra de planificacion urbanistica,
de arquitectura y de arte, asi como
un ejemplo destacado de realizacion
coherente de los ideales artisticos,
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arquitectéonicos y urbanisticos
de principios del siglo veinte...”
El mantenimiento del patrimonio de
la Ciudad Universitaria es parte del
compromiso nacional.

Podemos senalar que el principal
aporte de la UCV al desarrollo del pais
radica en los 360.000 egresados de
pregrado y postgrado que han salido
del Aula Magna entre 1936 y 2021, cifra
asombrosa si la comparamos con los
apenas 23.000 que se graduaron en
los dos siglos anteriores. Las reformas
universitarias que se iniciaron desde
1937 apuntaban hacia la recuperacion de
la autonomia universitaria, el ceremonial
universitario y la modernizacion cientifica
de los estudios en un ambito estructural
pensado en el contexto material de una
Ciudad Universitaria, idea desarrollada
excelentemente por el Arquitecto Carlos
Raul Villanueva.

La Universidad Central de Venezuela
ha avanzado muchisimo en el campo
del conocimiento, sobre todo con el
desarrollo de los postgrados de
Especializacion, Maestria y Doctorado
creados y desarrollados en todas las
Facultades destacandose por el namero
de especialidades de la Facultad de
Medicina para la prevencion, diagnostico y
curacion de las enfermedades que afectan
a la poblacion.

También ha avanzado la Universidad
con el programa de atencion médica a
través de la telemedicina. Igual podemos
decir de las otras Facultades de la
Salud, Farmacia y Odontologia, como
de las Facultades del area humanistica y
econdmica. En las carreras de Farmacia
y Odontologia destaca la formacién a los
estudiantes de pregrado y postgrado,
pero es importante mencionar el servicio
que prestan a la comunidad universitaria

y del Distrito Capital con la atencion
odontolégica a todas las personas que
alli acudan en busca de sus servicios.
En la Facultad de Farmacia se forman
los estudiantes en el area de pregrado
con 7 opciones relacionadas con
medicamentos, alimentos y cosméticos,
todos involucrados con la salud y el
bienestar de las personas. En el area de
postgrado, estas mismas areas estan
dirigidas a la formaciéon, no solamente
de profesionales Farmacéuticos, sino
también egresados de otras disciplinas
dentro del area de la salud.

En el area econémica y humanistica
encontramos los estudios de Educacion,
Psicologia, Idiomas Modernos, Geografia
e Historia, Economia, Administracion
y Contaduria, Sociologia, Estudios
Internacionales, entre otras areas que
convergen en el desarrollo nacional. Es
innegable que el manejo de las areas
educativa y econdmica son vitales para
el desarrollo del pais. También es muy
importante el avance del Cuarto Nivel de
educacion en el area tecnologica, en el area
de Ingenieria, Arquitectura, Ciencias con el
desarrollo en el area de Computacion.

En los ultimos anos la Universidad
Central de Venezuela ha venido avanzando
en el area tecnolégica para la adaptacion
de la educaciéon a los tiempos modernos
con la educacion a distancia, situacion que
ha logrado un impulso por la situacion
de pandemia que se vive a nivel mundial
y, por supuesto, el pais no escapa a esta
situacion recurriéndose a la educacion
virtual como elemento fundamental para
la ensenanza aunque el aprendizaje de
tipo practico no puede ser completamente
satisfecho mediante la tecnologia. A
partir de septiembre del ano 2020 la
Universidad cuenta con un Campus Virtual
adaptado a la modernidad, el cual permite
la ensenanza a través de las aulas virtuales y
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la realizacion de las evaluaciones requeridas
en las diferentes Facultades, entre otras
actividades.

La Universidad Central de Venezuela
actualmente sigue en la lucha por su
autonomia, entendida como el derecho
de procurarse sus propias reglas, su
propio gobierno y sus propios fines, y
con el deber de orientar estos fines a las
necesidades fundamentales de la sociedad
venezolanay, porque no, de otros paises de
la region, garantizando asi la pertinencia
en la creacién, difusion y gestion del
conocimiento.

La Universidad tiene una poblacién de
unas 60.000 personas entre profesores,
estudiantes de pre- y postgrado, personal
administrativo y obreros. Tiene varias
sedes: la Ciudad Universitaria, y otras
sedes adicionales en Caracas y otros
estados del pais. La UCV tiene un impacto
importante tanto en la ciudad de Caracas
como a nivel nacional. Los estudiantes
de pregrado proceden de todo el pais. En
cuanto al postgrado, particularmente la
Facultad de Medicina, tiene impacto a nivel
nacional por las caracteristicas del ejercicio
profesional de sus estudiantes y egresados,
pero también la calidad y variedad de los
programas de postgrado atraen aspirantes
extranjeros que vienen a adquirir su
formacion en nuestra Universidad. Para
tener idea del impacto de la formaciéon de
profesionales tomemos en consideracion
que la UCV tiene 11 facultades, 46 escuelas
que corresponden a carreras en el ambito
del pregrado. En el postgrado encontramos
que se dictan 45 Doctorados, 110 Maestrias
y 217 Especializaciones, de las cuales 136
corresponden a programas de Postgrado
asociados a la Facultad de Medicina.
También, se estan desarrollando programas
de educacién a distancia en muchas
areas, lo cual aumenta la influencia de la
institucion nacional e internacionalmente.

Otra area de impacto se refiere a los
servicios que presta la institucion a la
comunidad, el Instituto de Inmunologia es
un instituto de referencia para las personas
que sufren de artritis reumatoide. También
es muy importante el Hospital Universitario
de Caracas con todos sus servicios clinicos
y la docencia de pre- y postgrado de la
Facultad de Medicina.

Por sus programas de estudio, de
investigacion, de extension, culturales,
deportivos, entre otros, la Universidad
Central de Venezuela se ha convertido en
una de las instituciones de mayor impacto
a nivel nacional. También, su participacion
en los rankings académicos coloca a la
UCV entre las primeras Universidades de
América Latina.

LA Facurtap pe FARMAcCIA A Los 80 ANOsS
DE SU REINSTALACION

Los estudios de Farmacia tienen como
base el Protomedicato, institucién creada
por el Imperio Espanol el 14 de mayo de
1777. En ese momento se menciona la
visita a Boticas y como se les conferia
licencia a los practicantes después de
un examen de conocimientos. En el ano
1827 el Protomedicato es sustituido por la
Facultad Médica, creada por el Libertador
Simoén Bolivar. Llega el Dr. José Maria
Vargas, primer Rector de la Universidad
Central de Venezuela.

Esta Facultad revalidaba y otorgaba
Titulos a los Boticarios extranjeros, visitaba
e inspeccionaba las Boticas y vigilaba todos
los aspectos de la practica farmacéutica.
También reconocia a los farmacéuticos
que habian obtenido su grado en Europa,
no asi a los Nacionales. En su plan de
estudios aparece la asignatura “Materia
Médica y Farmacia”. El 1° de julio de
1874, la Universidad Central de Venezuela
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inicié un programa sobre Historia Natural
obligatorio para los aspirantes a gjercer la
farmacia. Tal curso se podria considerar
como el primer plan de estudios, el cual
tenia una duracion de tres anos.

La Facultad Médica es sustituida por el
Consejo de Médicos en el ano 1883. No se
mencionan los estudios de Farmacia. En el
ano 1883 se produce un decreto donde se
cita por primera vez la asignatura “Legal
y Toxicologia”, la cual se ensenaba en los
estudios de Medicina. Hasta finales del siglo
XIX no existi6 en Venezuela ensenanza
universitaria de la Farmacia. Con fecha 30
de junio de 1894 (Primera Ley de Farmacia)
se crearon las Facultades de Farmacia
“dependientes de las de Medicina” y se
confiere el Titulo de Doctor en Farmacia.
El plan de estudios constaba de 9 materias
y los estudiantes se graduaban en cuatro
anos.

El 17 de diciembre de 1894, se instala
la Facultad de Farmacia en la Universidad
Central de Venezuela, siendo su primer
Presidente el Farmacéutico Dr. Victor
Ramon Feo. En el ano 1904, y de acuerdo
con el Cédigo de Instruccion Publica,
queda solamente una escuela de Farmacia
dependiente de la Facultad de Medicina, y
ésta concede el Titulo de Farmacéutico.

En 1941, el Congreso Nacional eleva de
nuevo las Escuelas de Farmacia al rango de
Facultades y autoriza a la Escuela a otorgar
el Titulo de Doctor, fecha importante donde
se logra la reinstalaciéon de la Facultad.
Para obtener el titulo de Farmacéutico se
requerian 4 anos y 5 anos para obtener el de
Doctor en Farmacia. El primer Decano fue el
Dr. Félix Lairet. En conmemoracion de este
importante hecho estamos celebrando
este ano los 80 anos de la Reinstalacion
de la Facultad de Farmacia.

En el ano 1946, bajo el Decanato del Dr.

Jesus Maria Bianco, se crea la Escuela de
Quimica y la Facultad paso a ser de Farmacia
y Quimica con dos Escuelas, la de Quimica
y la de Farmacia. En el ano 1953, la Ley de
Universidades incluye entre las Facultades
Universitarias a la Facultad de Farmacia, en
lugar de Facultad de Farmacia y Quimica.

En 1960 se establecen las Menciones,
de las cuales debe seleccionarse una para
cursarla como obligatoria a los fines de la
obtencion del titulo de Farmacéutico en
la Mencion respectiva. Hoy existen siete
menciones, a saber: Técnica Industrial
Farmacéutica, Tecnologia Cosmeética,
Control de Calidad de los Medicamentos,
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos,
Sanitario-Asistencial, Microbiologia Aplicada
y Toxicologia e Higiene Industriales. Desde
el ano 2000, el pensum de los estudios de
Farmacia ha incorporado todo lo referente
a la Atencion Farmacéutica, tal y como se
desarrolla en otros paises, destacandose la
participacion del Farmacéutico en el area
de medicamentos e incorporandose a los
servicios de salud.

Es importante mencionar los avances de
la Facultad en el area de postgrado. Actual-
mente, en la Facultad de Farmacia se dictan
los siguientes postgrados: Farmacologia
(Maestria y Doctorado), Quimica de
Medicamentos (Maestria y Doctorado),
Ciencias Farmaceéuticas (Doctorado),
Toxicologia (Maestria), y Aseguramiento
de la Calidad, Ciencia y Tecnologia Cos-
mética, Farmacia Comunitaria, Farmacia
Hospitalaria, Gerencia Estratégica de Ne-
gocios para la Industria Farmoquimica,
Alimentaria y Cosmética, y Mercadeo
(Especializacion).

Actualmente se esta culminando el
presente periodo lectivo cuya programacion
fue alterada por la pandemia. Sin embargo,
se logro la entrega de titulos a 37 nuevos
farmacéuticos, 7 nuevos Especialistas y




SALAZAR-BOOKAMAN

una Doctora en Quimica de Medicamentos.
Para el nuevo periodo lectivo, hay unos
350 aspirantes para el Primer Ano de la
carrera (en dos grupos) y probablemente
unos 40 estudiantes de Quinto Ano se
graduaran en el proximo Acto de Grado.
En estos momentos hay 121 estudiantes
de postgrado.

Uno de los logros de la Facultad de
Farmacia en los anos recientes y, mas
aun, cComo una consecuencia positiva de la
pandemia, es la incorporacion de la Facultad
a la tecnologia de la informacion. El proceso
ensenanza-aprendizaje esta haciendo uso
de la tecnologia de la informacion lo cual
constituye un avance importante para la
institucion. El Campus Virtual de la UCV
abre un abanico de oportunidades para
estos avances.

En el area de investigacion se
destaca el Instituto de Investigaciones
Farmacéuticas, creado en 1980, el cual
es una organizacion relevante para la
produccion de conocimiento y el avance
cientifico y tecnologico, orientado al area
de la salud. Esto es de importancia para
el fortalecimiento del desarrollo social y
para el establecimiento de politicas que
contribuyan al desarrollo de la investigacion
y la formacién de recursos humanos de
alta calidad. La actividad del Instituto se
fortalece a través de la vinculacion con
el sector productivo farmacéutico y con
otras instituciones por medio de proyectos
viables.

Los servicios de Extension de la
Facultad de Farmacia se cumplen a
través de cursos y diplomados en el area
profesional farmacéutica, el Servicio
de Analisis Toxicologico (SATOX), el
Servicio de Férmulas Magistrales “Dr.
Ramén Scovino Vargas” y la empresa
Biotecfar S.A., empresa de la Fundacion
Universidad Central de Venezuela, creada

por la Facultad de Farmacia hace 40
anos, para la fabricacion e investigacion
de los sueros antiofidicos, incorporandose
posteriormente la fabricacion e investigacion
del suero antiescorpionico. Esta empresa
funciona en el edificio de la Facultad de
Farmacia. Los sueros son distribuidos a
nivel nacional a través de los Ministerios
del Poder Popular para la Salud y de
Defensa, y la propia empresa, sobre todo
para situaciones de emergencia. El suero
antiescorpionico también se distribuye
a nivel internacional. Debemos destacar
el Herbario “Victor Manuel Ovalles” un
museo de muestras botanicas y plantas
medicinales, disponibles para estudio por
personal especializado; posee una unidad
de documentacion bibliografica que esta
al servicio de las universidades y publico
en general.

La Facultad de Farmacia de la Universidad
Central de Venezuela, en la conmemoracion
del octogésimo aniversario de su
reinstalacion aspira a seguir contribuyendo
con la formacién de profesionales de
la salud tan importantes como son los
farmacéuticos, tanto a nivel de pregrado
como de postgrado, con la investigacion
de medicamentos tanto de origen natural
como de sintesis organica, investigacion
de los toxicos, el control de calidad de los
medicamentos, alimentos y cosméticos,
el servicio de analisis y asesoramiento
toxicologico, y los servicios sanitario-
asistenciales a la comunidad.

Recibido: 14/08/2021
Aceptado: 18/08/2021
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Aspectos funcionales de las L-aminoacido
oxidasas (L-AAOS) de venenos de serpientes
en accidentes ofidicos: una mini-revision

Functional aspects of L-amino acid oxidases (L-AAOs) from snake
venoms in ophidic accidents: a mini-review

ALEXIS RODRIGUEZ-ACOSTA!?

Resumen

Las L-aminoacido oxidasas son enzimas ampliamente distribuidas en diversos filos como bacterias, hongos,
plantas, mamiferos y muchas serpientes venenosas, y de diferentes especies no venenosas, en estas ultimas,
no solo en la glandula del veneno, sino que también exhibe la actividad de las L-AAOs, en diferentes 6rganos,
tales como pulmoén, higado, rifidén y eritrocitos. Las L-AAOs que se encuentran en los venenos de serpientes
son mas activas que las producidas en muchos microorganismos. Las L-AAOs tienen intensa actividad sobre el
sistema hemostatico de los mamiferos. Los SV-LAAOs (de venenos de serpientes) exhiben diversas actividades,
como hemorragia, agregacion plaquetaria, edema, apoptosis, accion antitumoral; ademas se han descrito
actividades microbicidas y anti-VIH. En esta revision queremos llamar la atencion acerca de este importante
sistema enzimatico presente en muchos venenos de serpientes de las familias Viperidae y Colubridae.

Palabras clave: L-amino oxidasas, toxinas naturales, accidente ofidico, veneno de serpiente.

Abstract

L-amino acid oxidases are enzymes widely distributed in various phyla such as bacteria, fungi, plants,
mammals, and many venomous and non-venomous snakes of different species, in the latter, not only in
the venom gland but also exhibiting the activity of L-AAOs, in different organs, such as lung, liver, kidney,
and erythrocytes. The L-AAOs found in snake venoms are more active than those produced in many
microorganisms. The L-AAOs have intense activity on the haemostatic system of mammals. The SV-LAAO
exhibit diverse activities, such as haemorrhages, platelet aggregation, oedema, apoptosis, anti-tumor activity;
also, have been described microbial and anti-VIH activities. In this review, we want to draw attention to this
important enzyme system present in many venoms of snakes of the Viperidae and Colubridae families.

Keywords: L-amino oxidases, natural toxins, ophidic accident, snake venom.

1. Laboratorio de Inmunoquimica y Ultraestructura, Instituto Anatémico "Dr. José Izquierdo”, Facultad de
Medicina, Universidad Central de Venezuela, Caracas, Repuiblica Bolivariana de Venezuela.

2. Biotecfar C.A., Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela. Caracas, Republica Bolivariana de
Venezuela. Correspondencia: rodriguezacostal946@yahoo.es. ORCID: 0000-0003-1234-7522

DOI:10.54305/RFFUCV.2021.84.1-2.2


https://orcid.org/0000-0003-1234-7522
https://doi.org/10.54305/RFFUCV.2021.84.1-2.2


RODRIGUEZ-ACOSTA

Introduccion

Las serpientes usan su veneno para
capturar y digerir a sus presas, ademas
como mecanismo de defensa contra sus
depredadores. A medida que el veneno, una
vez inyectado por su sistema dental en el
cuerpo de la presa, éste invade todos los
aspectos de su fisiologia y los componentes
del veneno comienzan a descomponer
las matrices extracelulares (es decir,
colageno, fibronectina, vitronectina, entre
otros) que protegen a las células; algunos
componentes se unen a los receptores
celulares causando cambios fisiopatologicos
que resultan en dolor, inflamacion, necrosis,
alteraciones neuroldgicas, trastornos de
la hemostasia, con otras consecuencias.
Muchos componentes hacen la sangre
incoagulable, mientras otros causan
trombosis, que pueden provocar la muerte.
Hay otros componentes que simplemente
causan paralisis temporales, que le dan
a la serpiente el tiempo suficiente, para
tragar la presa entera sin luchar. Hay
aproximadamente 375 especies venenosas
entre las aproximadamente 2.900 especies
de serpientes en el mundo (Rengifo y
Rodriguez-Acosta, 2019).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
determina que los accidentes ofidicos son
un problema de Salud Colectiva en diversos
paises tropicales y subtropicales. Cada ano
se producen 5,4 millones de mordeduras
de serpiente, que originan entre 1,8y 2,7
millones de casos de envenenamientos, con
aproximadamente 125.880 fallecimientos,
y alrededor del triple de amputaciones
y otras discapacidades persistentes. La
mayoria de los casos se producen en Africa,
Asia y Latinoamérica. La OMS, incluyo el
envenenamiento por serpientes, entre las
enfermedades tropicales desatendidas mas
prioritarias (WHO, 1981).

Venezuela epidemiolégicamente esta
entre los primeros seis paises con mayor
namero per capita de accidentes ofidicos
al ano, a pesar de existir un sub-registro
de acuerdo a los datos de la Division de
Epidemiologia del Ministerio del Poder
Popular para la Salud. En los ultimos
diez anos hubo un promedio anual entre
4.000 a 8.000 casos de mordedura de
serpientes, con una mayor incidencia en
los trimestres de febrero-abril y junio-
agosto y una mortalidad del 2% (Rengifo
y Rodriguez-Acosta, 2019), siendo su tasa
de mortalidad de 12/ano, y muchas otras
sufren dano permanente que conduce a
una discapacidad fisica (Williams y col.,
2010). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) informoé que el envenenamiento por
serpientes es una enfermedad desatendida
que necesita mas evaluacion (WHO, 1981).
Actualmente, el tnico tratamiento de los
pacientes envenenados es el uso de anti-
venenos, que consiste en anticuerpos
producidos en animales inmunizados,
principalmente caballos, ovejas y aves, que
se han inyectado con dosis sub-letales de
veneno.

Desarrollo

ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS ENZIMAS
L-AMINOACIDO OXIDASAS (L-AAQS) PRESENTES EN
LOS VENENOS DE SERPIENTES

La L-aminoacido oxidasa fue hallada
y reportada por primera vez por Zeller
y col. (1946) en Viperidae. Krebs en
1933 (Krebs, 1981) habia previamente
observado su actividad, en tejidos de
higado de mamiferos. Blanchard y col.
(1945) fueron los primeros en aislar las
L-AAOs de un rindn de rata. Estas enzimas
son ampliamente distribuidas en diversos
filos como bacterias, hongos, plantas,
mamiferos y muchas serpientes venenosas,
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y de diferentes especies no venenosas
(Zeller y col., 1946), en estas ultimas, no
solo en la glandula del veneno, sino que
también exhibe la actividad de las L-AAOs,
en diferentes 6rganos, tales como pulmon,
higado, rindn y eritrocitos. Las L-AAOs que
se encuentran en los venenos de serpientes
son mas activas que las producidas en
muchos microorganismos (Sarkar y Devi,
1968). Las L-AAOs de microorganismos
y especies vegetales estan involucrados
en la utilizacion de fuentes de nitrégeno.
Por ejemplo, Neurospora crassa usa
amonio, glutamina y glutamato en todos
los ciclos diarios, pero bajo condiciones de
carencia de nutrientes, utiliza los péptidos
almacenados bajo la accion de las L-AAOs
(Xiao y Marzluf, 1993). Esta a su vez es
regulada por NIT2, una proteina de unioén
al ADN (miembro de la familia de las
nitrilasas) (Xiao y Marzluf, 1993; Calderén
y col., 1997).

Las L-AAOs son homodimeros que
tienen un peso entre ~120 a 150kDa, con
sub-unidades monoméricas que varian
de ~50 a 60 kDa y su pl es de 4,4 a 8,12
(Souza y col., 1999; Du y Clemetson,
2002; Bregge-Silva y col., 2012). Estan
unidos a los cofactores FAD (Flavina
Adenina Dinucleétido) o FMN (Flavina
Mononucleétido) (Figura 1), originando
un pigmento llamado riboflavina, que les
da el color amarillo a algunos venenos.
Sin embargo, hay una variacién de color
en el veneno para algunas especies como
Crotalus viridis helleri (Johnson y col.,
1987).

En el mecanismo de las L-AAOs, el FAD
reacciona con los L-aminoacidos y los oxida
de aminoacidos a iminoacidos y luego los
hidroliza a a-cetoacidos y amoniaco. Toda
la reaccion es una desaminacion oxidativa;
liberando amoniaco como producto final,

coo~ €00~ 5
R—(‘;—NH: s R—(l;:NH*Z—> N
‘ r\ H,0 R/ \O'
H E-FAD E-FADH,
\V)
N

H,0, O,

Figura 1. Mecanismo de reaccién de la enzima
L-aminoécido oxidasa. Son enzimas que catalizan una
reacciéon de oxidacién/reduccién utilizando oxigeno
molecular (O,) amodo de aceptor de electrones. En estas
reacciones el oxigeno se reduce a agua (f,0) o a peroxido
de hidrégeno (H,0,). Las oxidasas son una subclase
de las oxidorreductasas. En el ejemplo, el flavin adenin
dinucleétido (FAD) reacciona con los L-aminoécidos y
los oxida a iminoécidos, los cuales luego hidrolizan a
a-cetoédcido y amonfaco. Se produce otra semi-reaccién
para generar el FAD para prolongar el ciclo, oxidando
el FADH, a FAD, que da perdxido de hidrégeno como
residuo intermedio.

que se transporta hacia el ciclo de la
urea. También ocurre otra semi-reaccion
para generar el FAD y prolongar el ciclo
oxidando el FADH, a FAD, que da peroxido
de hidrégeno como residuo intermedio
(Figuras 1y 2). El estrés oxidativo del H,0,
da como resultado la produccion de efectos
enzimaticos que contribuyen a la toxicidad
del veneno (Liy col., 2008; Guoy col., 2012;
Costa y col., 2014).

Los venenos de varias especies de
serpientes son particularmente fuentes
ricas de SV-L-AAOs (Snake Venom-L-AAQOS)
(Figura 3), por ejemplo, en C. rhodostoma
constituye el 30% del contenido proteico
del veneno (Ponnudurai y col., 1994).

Durante la década de los 90, se hicieron
diversos estudios sobre las actividades
fisicoquimicas y enzimaticas de las SV-
LAAOs (Massey y Curti, 1967) incluyendo
su inactivacion por cambios de pH (Porter
y Bright, 1980) o congelacion (Curti y col.,
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Figura 2. La estructura de la L-aminodcido oxidasa de
veneno de serpiente (A) Una representacién con cintas
que muestran los tres dominios de la estructura: el color
rojo representa el dominio de unién del flavin adenin
dinucleétido (FAD), el amarillo representa el dominio
de unién del sustrato y el verde representa el dominio
helicoidal (Kang y col., 2011)

1968; Coles y col., 1977). Mientras que
estudios mas recientes, se refieren a sus
efectos farmacoloégicos y biolégicos.

Los SV-LAAOs exhiben diversas
actividades, como hemorragia, agregacion
plaquetaria, edema, apoptosis, accion
antitumoral; ademas se han descrito
actividades microbicidas y anti-VIH (Du y
Clemetson, 2002; GQuo y col., 2012).

Pawelek y col. (2000) describieron la
estructura cristalografica de rayos X de
SV-L-AAOs, del veneno de C. rhodostoma,
demostrando que las SV-LAAOs son
funcionalmente un dimero; cada subunidad
consta de tres dominios: un dominio de
unién a sustrato, un dominio de unién a
FAD y un dominio helicoidal. La estructura
de L-AAO muestra cierta similitud con la
DAAO porcina (D-aminoacido oxidasa),
sin embargo, la entrada de sustrato en los
dominios varia.

El FMN result6 ser el cofactor de L-AAOs
en el veneno de C. rhodostoma (Ponnudurai y
col., 1994) detectado a partir de su estructura
cristalina. Las proteinas de union a FAD estan
presentes en los venenos de las serpientes

D.O= 405 nm

1 2 3 4 5

Presencia v concentracion de L-AAOs en diferentes serpientes

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 3. Se presenta la amplia distribucion intraespecie e interespecie y concentraciéon de L-AAOs en serpientes del
continente americano y Venezuela. (1) Crotalus scutulatus scutulatus' (2) C.s.scutulatus® (3) C.s.scutulatus’® (4)
C.s.scutulatus* (5) C.s.scutulatus® (6) C.s.scutulatus® (7) C.s.scutulatus’ (8) Crotalus adamanteus' (9) Crotalus
adamanteus? (10) Crotalus adamanteus® (1 1) Crotalus adamanteus* (12) Crotalus atrox' (13) Crotalus atrox? (14)
Crotalus atrox® (15) Agkistrodon piscivorus (16) Sistrurus c. edwardesii (17) PLH3-Porthidium I. hutmanni (18)
PLH4-Porthidium I. hutmanni (19) PLH5-Porthidium I. hutmanni (20) PLH7-Porthidium I. hutmanni (21) PLH8-
Porthidium I. hutmanni (22) PLH1-Porthidium I. hutmanni (23) PLH2-Porthidium I. hutmanni (Pineda y RodrHguez-

Acosta, 2020) (Foto: Luis A Rodriguez).
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donde FMN también es cofactor.

Las SV-L-AAOs exhiben espectros
de absorcion tipicos con maximos a 465 y
380 nm debido a el FAD. Las SV-L-AAOs de
Crotalus adamanteus tiene una masa de
58,7 kDa medida por masa espectroscopia.
A veces, un solo tipo de veneno contiene
mas de un tipo de L-AAO (Stilesy col., 1991;
Pineda y Rodriguez-Acosta, 2020).

Hay tres tipos diferentes de SV-L-
AAOs en relacion al pH que se asemejan
a fosfolipasas. Las SV-L-AAOs exhiben
especificidad catalitica para aminoacidos
hidr6fobos aromaticos de cadena larga, su
configuracion, masas moleculares y puntos
isoeléctricos son bastante variados.

Las SV-L-AAOs son capaces de inducir
cambios en la funcién plaquetaria e inhibir
su agregacion también (Guo y col., 2012);
son en su mayoria capaces de inducir
apoptosis y muchas veces muestran
actividades antimicrobianas, como ya
vimos, y antiparasitarias, segun Ande y col.
(2008) la existencia de SV-L-AAOs puede
ser un medio de proteccion contra agentes
naturales, parasitos y bacterias.

Para evitar la inactivacion, los SV-L-AAOs
deben mantenerse a temperaturas de 4°Cy
pH cercano al punto isoeléctrico (pI).

Hasta ahora se han clonado y analizado
al menos cuatro ADNc de SV-L-AAOs, siendo
la secuencia de sus aminoacidos en estos
cuatro venenos de serpientes muy similar.
Estos SV-L-AAOs comparten similitud de
Su secuencia con la mono-amino-oxidasa
humana.

Estas oxidasas, que durante los
accidentes ofidicos son daninas para los
humanos y animales, también pudieran

tener algunos beneficios ttiles. Quizas, las
nuevas actividades descubiertas, de estas
enzimas podran utilizarse para sistemas
de reparacion de apoptosis, cancer, VIH
y ADN (Francischetti y col., 2004), ya que,
al dia de hoy, las SV-L-AAOs juegan un
papel importante en el tratamiento de
algunas enfermedades y se pueden usar
como un quimioterapéutico eficaz (cancer),
antimicrobiano (bacteriano, fangico, viral,
parasitario), y otras acciones antitumorales
(Ehara y col., 2002; Ciscotto y col., 2009;
Rodrigues y col., 2009).

El envenenamiento por serpientes
puede provocar hemorragia, necrosis local
y edema; si no se trata adecuadamente
puede provocar efectos sistémicos adversos
como coagulopatia, nefrotoxicidad,
neurotoxicidad y cardiotoxicidad, que
puede provocar la muerte. Como tal, las
metaloproteasas del veneno de serpiente
(SVMP) y las desintegrinas son dos de los
mas importantes componentes toxicos que
contribuyen a la hemorragia e interfieren
con el sistema hemostatico (Sanchez y
Rodriguez-Acosta, 2008). Por otro lado,
con respecto a los efectos biologicos de las
SV-L-AAOs, estas también generan dano
al endotelio vascular, causando un efecto
hemorragico, ya que las SV-L-AAOs inducen
la apoptosis, en las células del endotelio
(Souza y col., 1999). Ademas, intervienen
en la aparicion del edema, al aumentar la
permeabilidad vascular e inducir inflamacion
y la liberacion de histamina, prostaglandina,
Kininas y serotonina (Ali y col., 2000). Por
otro lado, el efecto edematogénico de la
actividad de las SV-L-AAOs, no se pierde
porque son resistentes a la presencia de
antihistaminicos. Estos autores observaron
que la actividad edematosa de SV-L-AAOs
del veneno de Ophiophagus hannah no era
inhibido en presencia de dexametasona
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(esteroide antiinflamatorio). Otros efectos
descritos, tienen que ver con su actividad
sobre la agregacion plaquetaria, ya que
se ha demostrado que las SV-L-AAOs
son responsables de la induccién e
inhibicion de la agregacion plaquetaria.
Du y Clemetson (2002) propusieron que
el peroxido de hidrégeno liberado por un
mecanismo enzimatico puede interferir con
los receptores (GPIIb / 1lla) de las plaquetas
y el fibrindbgeno, lo que altera el mecanismo
de agregacion. Zhongy col. (2009) refieren
que el H,O, inhibe la funcion plaquetaria.
Mientras que otros (Izidoro y col., 2006;
Alves y col., 2008; Rodrigues y col., 2009)
demostraron que la capacidad SV-L-AAOs
era inducir la agregacion plaquetaria.
Sin embargo, este efecto siempre fue
suprimido por inhibidores como catalasa
y antiinflamatorios no esteroideos (AINESs).
Por tanto, los autores sugirieron que la
produccion de peroxido de hidréogeno
durante la oxidacion del sustrato esta
relacionada con estos cambios de actividad.

Como vemos, las SV-L-AAOs inducen
efectos citotoxicos, particularmente sobre
las enfermedades tumorales, pero el
mecanismo citotéxico real es poco conocido.
Sin embargo, hay suficiente evidencia que
la produccion de H,0, generado durante
la actividad catalitica de las SV-L-AAOs
conduce a un estrés oxidativo (Samely col.,
2006; Zhang y Wei, 2007). EI H,O, liberado
se acumula como especies reactivas de
oxigeno (ROS) para provocar el deterioro
directo de las membranas celulares y la
exposicion al glutation (GSH) o catalasa, que
inhiben la actividad del H,O, (Naumann y
col., 2011), produce una reduccién del efecto
citotoxico de las SV-L-AAOs.

Este estrés oxidativo también podria
conducir a la disipacién de la potencia de

la membrana mitocondrial (MMP) e inducir
la translocacion del citocromo C al citosol
(Singh y col., 2007). El citocromo C luego
activa la caspasa-9, un iniciador de la
presencia de caspasa en el mecanismo
mitocondrial intrinseco, que media la
apoptosis. Las proteinas apoptoticas p53 se
expresan sustancialmente en presencia de
las SV-L-AAOs, seguido de la translocacion
de la proteina Bax citoplasmatica hacia
las mitocondrias, para activar las vias
apoptoticas corriente abajo (descendente)
(Zhangy Wei, 2007). Las SV-L-AAOs también
pueden activar otro iniciador caspasa-8 en el
receptor extrinseco de muerte de apoptosis,
antes de la activacion descendente de
caspasa-3 (la fase ejecutora de la apoptosis)
(Suhry Kim, 1996). Tedricamente, las SV-L-
AAOs gjercen su funcion apoptotica a través
de dos vias: la extrinseca e intrinseca.

Muchos ejemplos experimentales hablan
de la accion citotoxica de las SV-L-AAOs
sobre el ADN de grupos celulares. Por
ejemplo: estas enzimas del veneno de
AgKkistrodon halys muestran citotoxicidad
en cé€lulas de leucemia linfoblastica murina
(L1210) con caracteristicas apoptoéticas
prominentes como la fragmentacion del
ADN (Suhr y Kim, 1996). También se ha
demostrado que el ACL-LAAO aislado del
veneno de Agkistrodon contortrix causan
la fragmentacion del ADN en las células
HLB0 (Souza y col.,, 1999). Se encontr6
que SV-L-AAOs alteraba varios genes
apoptoéticos, autofagicos y relacionados
con el ciclo celular, como resultado de la
acumulacion de H,0O,, liberado por la accion
de la enzima (Fungy col., 2015). Del mismo
modo, la apoxina 1, un tipo de SV-L-AAOs
del veneno de Crotalux atrox también
induce la fragmentacion del ADN en células
endoteliales umbilicales humanas, HL-60
(leucemia humana) A2780 (carcinoma de
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ovario humano) y NK-3 (células endoteliales
de rata) debido a altos niveles de H,O,
(Torii y col., 1997). BatroxL-AAOs ejerce
un retardo en la fase Go/G1 con una
disminucion en las fases S y G2/M (de Melo
y col., 2011). Otro SV-L-AAOs (ACTX-6), del
veneno de Agkistrodon acutus, también
provoca la detencion del ciclo celular
en las células A549 (Zhang y Wu, 2008).
Ademas de la apoptosis, las SV-L-AAOs
exhiben una transicién de la apoptosis
a la necrosis cuando su concentracion
aumenta (Samel y col., 2006; de Melo y
col., 2011; Costal-Oliveira y col., 2019). Esto
presumiblemente esta relacionado con los
niveles del H,0, producidos por la enzima,
ya que el tratamiento con catalasa redujo
significativamente el nimero de células
necréticas (Ande y col., 2006).

Pineda y Rodriguez-Acosta (2020)
describieron en la serpiente de Margarita
(estado Nueva Esparta), ocho péptidos de
SV-LAOOs llamados PLH1-LAAO, PLH2-
LAAO, PLH3-LAAO, PLH4-LAAO, PLH5-LAAO,
PLHG6-LAAO, PLH7-LAAO y PLH8-LAAO, luego
de su purificacion usando MALDI TOF/TOF y
“tandem mass spectrometry” (LC-MS/MS),
los cuales seguramente estan relacionados
con las actividades hemostaticas del veneno
de esta serpiente.

Finalmente, se ha determinado que las
SV-L-AAOs exhiben selectividad hacia las
células cancerosas y son relativamente no
toxicas para células normales (Lee y col.,
2014; Lu y col., 2018; Abidin y col., 2018).
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Importancia de la respuesta inmune celular
adaptativa en la infeccion por SARS-CoV-2

Importance of the immune adaptative cell response
in Sars-CoV-2 infection

Juan Bautista De Sancris!?, ALexis QArcia?, DoLores MORENO?

Resumen

La infeccion por el virus SARS-CoV-2 afecta la respuesta inmune innata y adaptativa del hospedador. Si la
respuesta inmune innata es exacerbada, se produce la tormenta de citocinas afectando la respuesta inmune
adaptativa que redunda en una disfuncién del sistema inmune. El reconocimiento y eliminacién viral mas
eficiente es por medio de los anticuerpos neutralizantes y la memoria celular adaptativa contra el virus. La
memoria celular de linfocitos citotoxicos, de células NK y NKT es trascendental en la eliminacién del virus y las
células infectadas por éste. A la par, la memoria de células Th1 y B son criticas para la produccién de anticuerpos.
Sin embargo, la presencia de anticuerpos no define la respuesta celular de memoria efectiva contra el virus.
Las vacunas usadas en la actualidad generan una buena respuesta CD4+ y B de memoria, pero no todas
generan CD8+ de memoria. Al disminuir la respuesta de memoria CD8+ la posibilidad de manifestaciones
clinicas incrementa. En pacientes con comorbilidades o deficiencias en la respuesta de interferén, su
memoria CD8+ es menor y por ello son mas propensos a desarrollar cuadros clinicos mas complejos. Se
concluye que el papel de la memoria inmunolégica CD8+ es clave para la eliminacién del virus SARS-CoV-2.

Palabras clave: SARS-CoV-2, linfocitos T, células NK, células NKT, citotoxicidad, citocinas.

Abstract

The SARS-CoV-2 infection affects the host's innate and adaptive immune response. If the innate immune response
is exacerbated, the cytokine storm occurs, affecting the adaptive immune response and hence an impaired
immune response. The most efficient viral recognition and elimination are through neutralizing antibodies and
adaptative cellular memory against the virus. The cellular memory of cytotoxic lymphocytes, NK cells, and NKT
cells is essential in eliminating the virus and the cells infected by it. At the same time, the memory of Th1 and
B cells are critical for the production of antibodies. However, the presence of antibodies does not define an
effective memory cell response against the virus. The vaccines currently used generate good CD4+ and B memory
responses, but not all generate memory CD8+s. If the CD8+ memory response decreases, the possibility of
clinical manifestations increases. In patients with comorbidities or deficiencies of the interferon response, their
CD8+ memory is lower, and therefore they are not more likely to develop more complex clinical manifestations.
It is concluded that the study of CD8+ immunological memory is critical to eliminate the SARS-CoV-2 virus.

Keywords: SARS-CoV-2, lymphocytes, NK cells, NKT cells, cytotoxicity, cytokines.
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RESPUESTA INMUNE CELULAR ADAPTATIVA EN LA INFECCION POR SARS-COV-2

Introduccion
EST RUCTURA BASICA DEL VIRUS

Los coronavirus (CoV) son virus de
ARN+ monocatenarios con una envoltura
caracterizada por estructuras en forma
de espicula que asemejan una corona. La
familia Coronaviridae esta formada por
cuatro subfamilias Alfacoronavirus (aCoV),
Betacoronavirus (fCoV), Deltacoronavirus
(0CoV) y Gammacoronavirus (yCoV). Se
sabe que un total de 7 CoV infectan a los
seres humanos, consisten en dos alfas CoV
(HCoV-229E y HKU-NL63) y cinco betas CoV
(HCoVOC43, HCoV-HKU1, SARS-CoV, SARS-
CoV-2 y MERS-CoV).

Los CoV, HCoV-229E, HKU-NL63,
HCoVOC43 y HCoV-HKU1, han estado
circulando durante mucho tiempo en
la poblaciobn mundial. Se presume que,
a través de los anos, las mutaciones
en el ARN viral han dado lugar a una
disminucién significativa de la tasa
de infeccion y en consecuencia de los
procesos fisiopatolégicos asociados a la
infeccion (Artika y col., 2020). Por ello, la
infeccion por coronavirus se consideraba
como una infecciéon viral benigna. Esta
definicion cambi6 en 2002-2003 cuando en
China hubo brote con una nueva cepa de
coronavirus, asociada a animales salvajes.
Se demostré que el virus es el factor
desencadenante del sindrome respiratorio
agudo severo y por ello se denominé SARS-
CoV. El virus SARS-CoV-1 es altamente
contagioso y su tasa de letalidad es del
9,6% (Gralinski y Baric, 2015). El rapido
control epidemiologico evit6 la propagacion
del virus. Posteriormente en paises de
Medio Oriente, en 2012, y Corea del Sur
en 2015 se detectd otra cepa, MERS. Se
reporté una letalidad cercana al 35% y
pudo controlarse epidemiolégicamente

(Gralinski y Baric, 2015; Artika y col., 2020).
En el ano 2019, se produjo la pandemia
por SARS-CoV-2 proveniente de China
debido al erratico control epidemiologico
a nivel mundial (Artika y col., 2020; Zhou
y col., 2020). A pesar de que la tasa de
letalidad de SARS-CoV-2 es inferior a los
dos anteriores, 2-3 % en poblacion total
y alrededor de 30 % en poblacién adulta
mayor, la presencia de variantes virales
con mayor tasa de infeccion ha generado
importantes problemas epidemioldgicos a
nivel mundial (Zhou y col., 2020).

El genoma del coronavirus esta formado
por 2 sitios UTR, 5" y 3, la replicasa, la
espiga (S), la envoltura E (Envolvente),
la M (Membrana), la N (Nucleocapside) y
la cola de poli (A) (Figura 1). Hay genes
adicionales al final del genoma (Figura 1).
La proteina S esta altamente glicosiladay es
necesaria para la infeccion (Mousavizadeh
y Ghasemi, 2021). Aunque la proteina S
es muy similar entre el SARS 1y 2 (94%
de secuencia de nucleétidos), hay un sitio
sensible a proteasas en el SARS-CoV-2 que
esta ausente en el anterior (Mousavizadehy
Ghasemi, 2021). La proteina de membrana
y las proteinas accesorias no son esenciales
para la replicacion; sin embargo, son vitales
en el ensamblaje y patogenia viral. Hay
otros genes no estructurales, las proteinas
del marco abierto de lectura (ORF), ORFlab,
ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF10 y ORF8
que también se transcriben (Chen y col.,
2020). La funciéon de estas proteinas en la
infeccion, la replicacion viral y la respuesta
del hospedador atin estan en estudio.

Los coronavirus, SARS-CoV, SARS-CoV-2
y MERS, infectan, principalmente, las
células del tracto respiratorio (Zhou y col.,
2020). Todos usan la enzima convertidora
de angiotensina 2 (ACE2) como receptor
primario. El SARS-CoV-2 tiene un periodo
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Figura 1. Esquema de la estructura del virus SARS-CoV-2. Los rectdngulos en negro, que representan
la proteina de la espiga (S) y la nucleocapside (N), son las proteinas mds relevantes para generar una
respuesta inmune antiviral efectiva. Los rectangulos grises representan otros aspectos importantes de la
estructura viral. La proteina N es mdas conservada que la proteina S.

de incubacion de 1 a 14 dias, que varia de
3 a 7 dias. Los sintomas mas comunmente
descritos son fiebre leve y moderada,
debilidad, tos seca, dolor de cabeza,
congestion nasal, dolor de garganta, dolor
muscular, sintomas gastrointestinales y falta
de olfato y gusto. La poblacion adulta mayor
es mas susceptible a desarrollar formas
severas de la enfermedad a consecuencia
del virus. Se registra una alta mortalidad
en pacientes con comorbilidades tales
como: obesidad, hipertensiéon, diabetes
y pacientes inmunocomprometidos y en
pacientes con inmunodeficiencia primaria.

INFECCION VIRAL

En un analisis general, Mason (2020)
describi6 tres fases de la infeccion viral
por SARS-CoV-2. La primera fase es la fase
asintomatica ya que la infeccion se presenta,
mayoritariamente, en la nariz y en la cavidad
bucal. En la nariz, el sistema inmunolégico
involucra anticuerpos locales y células
inmunes innatas que pueden provocar una
respuesta inmunitaria adaptativa via células
T residentes en mucosas. La induccién de
la respuesta inmune adaptativa depende
de la expresion del antigeno, que es baja

en las primeras etapas de la infeccion viral.

En la cavidad orofaringea predomina la
respuesta inmune innata, complemento,
neutroéfilos y macrofagos, y anticuerpos,
fundamentalmente IgA, péptidos
bactericidas y enzimas que controlan
principalmente infecciones bacterianas
(Mason, 2020). Alli, el virus provoca
una respuesta inmune minima (Mason,
2020). En la fase sintomatica moderada,
el virus esta presente principalmente
en el epitelio pseudoestratificado de
las vias respiratorias mas grandes. En
estas areas hay una excelente respuesta
inmune innata contra células y proteinas
involucradas en dano celular y obstruccion
de las vias respiratorias (Mason, 2020). Sin
embargo, las células epiteliales danadas
pueden eliminarse y ser reemplazadas
con células basales. En los procesos de
gravedad, las células exocrinas bronquiales
(denominadas células club), presente en los
bronquiolos, se infectan comprometiendo
por ello la produccion de mucina y otros
productos secretores (Mason, 2020).
Ademas, el virus infecta y se replica en las
células epiteliales de tipo Il que expresan
el receptor de la enzima convertidora de
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angiotensina 2. La disminucion de células
club son responsable de la insuficiencia
respiratoria. La reabsorcion activa tipica
de liquido alveolar y electrolitos también
se ve obstaculizada, lo que puede resultar
en hipocalemia (Mason, 2020). Las células
endoteliales danadas conducen a la
trasudacion de proteinas plasmaticas de
origen inflamatorio y a una formacion
irregqular de membranas hialinas (Mason,
2020).

El SARS-CoV-2 utiliza el complejo
receptor de la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2), una proteina
transmembrana glicosilada, para infectar e
invadir la célula diana (Shang y col., 2020;
Yan y col., 2020). La maxima expresion de
ACE?2 se observa en el epitelio respiratorio,
pulmones, rinones, intestinos, testiculos
(células de Sertoli y Leydig), utero, vagina,
endotelio y corazén (Shangy col., 2020; Yan
y col., 2020). El sitio sensible a la proteasa
de la proteina espiga se escinde mediante
una serina proteasa 2 transmembrana
especifica (TMPRSS2). La unidad S 1 (S1)
del virus se une al ACE2 como receptor
diana (Shang y col., 2020; Yan y col., 2020;
Morelliy col., 2021). Luego, utiliza la serina
proteasa del hospedador TMPRSS2 para la
escision de la proteina S, lo que permite la
union de las membranas viral y celular y,
en consecuencia, la entrada del virus en la
célula (Shangy col., 2020; Yan y col., 2020;
Walls y col., 2020; Morelli y col., 2021). La
union del virus y su internalizacion deja a
las células sin una enzima ACE2 activa. La
ACE2 soluble que carece de anclaje a la
membrana se encuentra en niveles bajos
en la sangre (Batlle y col., 2020). El impacto
de una pequena cantidad de ACE2 activo y
su papel en la fisiologia cardiovascular y la
fisiopatologia del SARS-CoV-2 es un tema
fascinante que esta en estudio.

RESPUESTA INMUNE INNATA Y TORMENTA DE
CITOCINAS

La respuesta antiviral se desencadena,
de manera general, por la activacion de
la transcripcion y secrecion de interferéon
(IFN) de tipo I (Zhao y Zhao, 2020; Krainer
y col., 2020; Ye y col., 2020). Sin embargo,
en las células de la inmunidad innata
dos receptores de reconocimiento de
patégenos (PAMP) son capaces de detectar
el ARN viral, el receptor de reconocimiento
de retinoides RIG-1 y los receptores
TOLL (TLR 3, 7 y 8). Una vez reconocido
el patégeno, se produce la activacion
del inflamasoma. El inflamasoma es
un sistema multi-protéico citoplamatico
involucrado produccién de citocinas
proinflamatorias, IL-1p, IL-18 (Zhao y
Zhao, 2020; Krainer y col., 2020; Ye y col.,
2020). Estas citocinas, a su vez, activan la
produccion de proteinas de fase aguda,
mayoritariamente proteina C reactiva e IL-
6. La IL-6 es responsable del incremento de
neutroéfilos en sangre periférica junto con
GM-CSF. Por ello, la activacién exacerbada
del inflamasoma puede conllevar a muerte
celular de las células de inmunidad innata.
La muerte celular conlleva a la secrecion
de alarminas que son detectadas por
los receptores de alarma denominados
DAMP (Zhao y Zhao, 2020; Krainer y
col., 2020; Ye y col., 2020). La activacion
células via receptores DAMP amplifica
la respuesta inflamatoria y bloquea
los mecanismos de control fisiolégico.
En este proceso de exacerbacion, las
citocinas antiinflamatorias como IL-10 no
son capaces de disminuir el proceso. La
inflamacion multisistémica afecta diversos
organos. Este proceso de respuesta
exacerbada se denomina tormenta de
citocinas (Zhao y Zhao, 2020; Krainer y
col., 2020; Ye y col., 2020).
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En pacientes con comorbilidades la
tormenta de citocinas pudiera ser producto de
una inflamacién subclinica, denominada en
inglés inflamaging (Lara y col., 2020; Meftahi
y col., 2020). A la par, la tormenta de citocinas
puede observase en varias enfermedades
inflamatorias y por ello se analizaron
diversos tratamientos antiinflamatorios
para la infeccion viral, muchos de ellos sin
éxito. Uno de los puntos a destacar es que
la disminucion de la respuesta inflamatoria
puede afectar la respuesta inmune adaptativa
y con ello el control del proceso infeccioso.

Se han descrito dos elementos
importantes en la infeccion por SARS-
CoV-2 que son clinicamente relevantes,
a saber, el incremento de neutréfilos con
disminucion de linfocitos circulantes y la
hipocomplementemia (De Sanctis y col.,
2021). La hipocomplementemia se debe a
un proceso de estimulacion directa a través
de glicanos de las proteinas virales, de los
anticuerpos producidos contra el virus, IgM
e IgQq, y por la activacion de neutrofilos. La
activacion de los neutrdfilos en el proceso
infeccioso se produce por la deteccion de
nucleétidos virales, restos celulares, por la
replicacion viral y por citocinas inflamatorias
en el tejido blanco de la infeccion viral
(De Sanctis y col., 2021). Ese proceso de
hiperactivacion redunda en la muerte de
las células via NETosis. La NETosis activa
los receptores DAMP que a su vez puede
inducir mas muerte celular e incrementar la
tormenta de citocinas (De Sanctis y col. 2021).
El bloqueo de la via del complemento reduce
parcialmente el proceso inflamatorio mas
no lo elimina. Es necesario la limpieza del
detritus celular via eferocitosis. Igualmente,
es importante entender que los neutrofilos
reclutados en la inflamacién pulmonar
pueden verse afectados por la presencia de
virus o pueden ser activados por complejos

antigeno anticuerpo via receptor Fc de la
inmunoglobulina (De Sanctis y col., 2021). En
este proceso juegan un papel fundamental
los receptores CD32A/B y CD16. Como
se detalldé anteriormente, en el cuadro
inflamatorio en el parénquima pulmonar
se observa un numero elevado de NETosis
aunado a la pérdida de estructuras tisulares
que conllevan a la reducciéon marcada de
alvéolos pulmonares y por ende generando
insuficiencia respiratoria. El proceso ademas
afecta el transporte de electrolitos, sodio y
potasio que repercuten en el intercambio
hidrico tisular. La reparacion tisular no ocurre
y por tanto la capacidad de recuperacion
alveolar es baja.

La respuesta de anticuerpos con
capacidad neutralizante es importante en la
proteccion de la infeccién viral; sin embargo,
este proceso no necesariamente involucra
una memoria prolongada o una eficiente
eliminacion viral (De Sanctis y col., 2021).
Para ello es necesario la incorporacion
de células CD8+, NK, NKT, células T de
mucosas (MAIT), linfocitos de respuesta
innata (ILC), y células T y 8. El proceso de
activacion celular de linfocitos T citotoxicos
es independente de CD4+.

PRESENTACION ANTIGENICA Y ESTIMULACION
LINFOCITARIA

La presentacion antigénica en el
proceso de infeccidn viral se ha estudiado
mayoritariamente en el término de
secuencias peptidicas de proteinas virales
y su contrapartida en las proteinas del
sistema mayor de histocompatibilidad
(Sanchez-Mazas, 2020; De Sanctis y col.,
2021; Tavasoliany col., 2021). Los estudios
indican que hay una predisposicion genética
al reconocimiento viral. El alelo HLA-B
* 46: 01 esta relacionado a la menor
probabilidad de unir proteinas virales
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mientras que los alelos HLA-B * 15: 03 y
HLA A 02*01 estan asociados con una alta
probabilidad de uni6n a la proteina S. Los
alelos HLA-B*07:03 (clase I), DRB1*03:01,
y DRB1 #12:02 (clase II) se han asociado
a susceptibilidad (Sanchez-Mazas, 2020;
De Sanctis y col., 2021; Tavasolian y col.,
2021). Estos resultados sugieren que varios
haplotipos de HLA estan asociados con la
susceptibilidad de diferentes enfermedades
(Sanchez-Mazas, 2020; De Sanctis y col.,
2021; Tavasolian y col., 2021). Con base
en la incidencia de infecciones y muerte
por SARS-CoV-2 en Africa, lesa y col. (2020)
encontraron regiones inmunodominantes
comunes de Plasmodium falciparum, lo
que explica las tasas de infecciobn mas
bajas. Aunque las células CD8+ podrian
ser responsables de la respuesta inmune
protectora postulada, los anticuerpos
que reaccionan de forma cruzada contra
epitopos similares de ambos patdgenos
deben analizarse cuidadosamente.

Leite y col. (2021) en un analisis
realizado en 98 paises lograron demostrar
una asociacion de polimorfismos de las
citocinas IL-6, IL1-0 e IL-12B con infeccién
y severidad y el alelo HLA B* 13: 01
como un alelo protector. Lo importante
de este trabajo es destacar que es poco
probable encontrar una asociacion directa
de HLA con la respuesta directa con
SARS-CoV-2. En la poblacién venezolana,
esencialmente mestiza con caracteristicas
particulares, distintas a algunas poblaciones
latinoamericanas (Del Pilar Fortes y col.,
2012), el impacto de estudios es no es
significativo.

RESPUESTA LINFOCITARIA

Garcia (2020), en una revision, describio
la diferencia entre la inmunidad protectora
y la desregulacion inmunitaria en pacientes

infectados SARS-CoV-2. En pacientes graves,
la expresion de marcadores de agotamiento
o marcadores inhibidores es significativa,
lo que sugiere que las células circulantes
CD8+ no responden o son anérgicas
(Garcia, 2020). Por ello, la activacion de
células CD8+ especificas contra el virus
puede ser esencial para disminuir la carga
viral. Vibholm y col. (2021) demostraron
que la persistencia del virus SARS-CoV-2
dependia de las respuestas de los linfocitos
CD8+. En ausencia de la respuesta antiviral
de los linfocitos CD8+, las células de la
inmunidad innata de origen linfoide pueden
compensar esta deficiencia (Sanchez-
Mazas, 2020; Kikkert, 2020; Taefehshokr y
col., 2020). Las células NK y NKT también
contribuyen a este fenédmeno (Maucourant
y col., 2020; Bjorkstrom y Potenza, 2021).

En pacientes con infeccion grave, la
produccion de IFN y por las células T CD4+
es menor que los controles (Liy col., 2020;
Udomsinprasert y col., 2020), y el nimero
de linfocitos B circulantes es deficiente.
Wangy col. (2020) lograron demostrar que
una disminucion significativa de células T
CD8+ y células B circulantes esta asociado
a una menor tasa de recuperacion o
peor pronostico. Por otro lado, Liu y col.
(2020) detectaron anticuerpos potentes y
neutralizantes contra multiples epitopos
en pacientes convalecientes; sin embargo,
dichos epitopes no concuerdan con el papel
de CD8+ en la eliminacion viral. Es evidente,
como se demostré en nuestro laboratorio
(Mayora y col., 2020), que la disminucion
de células T de memoria circulante esta
asociada a una menor respuesta antiviral y
por ello a un mayor riesgo de enfermedad
severa.

Haciendo un analisis del genoma y
proteinas virales, Ferretti y col. (2020)
lograron identificar antigenos especificos
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reconocidos por los linfocitos CD8+ de
memoria contra el virus. Se usaron los
6 alelos HLA clase I mas prevalentes en
la poblacién. Llamativamente, de los
29 epitopes virales reconocidos, solo 3
se ubicaron en la proteina S. Los otros
epitopos se ubicaron en el ORFlab o en
la proteina nucleocapside (Ferretti y col.,
2020). Se ha demostrado ademas que esta
respuesta es inferior en sujetos de la tercera
edad (Gallerani y col., 2021). Por ello, en
muchos estudios realizados al inicio de la
pandemia con péptidos tinicamente contra
proteina S, la respuesta de memoria CD8+
fue considerada errébneamente baja. Como
se demuestra en la figura 1 y se describio
en el texto, la proteina N esta conservada
a diferencia de la S. El analisis actual
del proceso de memoria CD8+ sugiere
que, a pesar de que las vacunas usadas
actualmente pueden generar una respuesta
CD8+ contra proteina S, los nuevos
constructos virales deberan contener
proteina N ademas de algunos epitopes de
ORF1 para generar una respuesta antiviral
mas especifica por un mayor tiempo. Adamy
col. (2021), analizando células de pacientes
recuperados y fallecidos detectaron
frecuencias aumentadas de células T de
memoria polifuncionales, CD4+ CXCR5 +
HLA-DR + y proporciones disminuidas de
células T de memoria efectoras (TEM) que
expresan Granzima-B y Perforina. La mayor
abundancia de células efectoras T CD8 +
PD-L1 + CXCR3 + polifuncionales, CXCR5
+ HLA-DR + TSCM, asi como células T
productoras de citocinas antinucleocapside
permitié diferenciar la respuesta celular
entre pacientes recuperadosy fallecidos. La
escasez de células CD8+ especificas contra
nucleocapside predice con precision el
desenlace de la enfermedad mortal (Adam
y col., 2021).

Grifoniy col. (2021) han hecho un mapa
de antigenos virales y epitopes de interés
que compaginan la importancia de la
presentacion antigénica con la respuesta de
memoria generando una matriz de interés
para predecir respuestas en poblaciones y
asociacion con diferentes productos virales.

Varios estudios han analizado la
posibilidad de una respuesta inmunitaria
protectora antes de la infeccion por SARS-
CoV-2 (Lee y col., 2020; Reche, 2020;
Schulien y col., 2021). Se documentaron
respuestas de células T de memoria contra
otros coronavirus, que fueron capaces de
inhibir la infecciéon por el SARS-CoV-2 in
vitro (Leey col., 2020; Reche, 2020; Schulien
y col., 2021). Esta respuesta protectora
celular se presume que esta presente
en ninos expuestos a otros coronavirus.
Eventualmente, puede ocurrir la generacion
de células de memoria y anticuerpos
protectores por inmunizacioén contra otros
virus (Leey col., 2020; Reche, 2020; Schulien
y col., 2021). El mecanismo de proteccion
puede depender de epitopos similares
presentados por células de la inmunidad
innata. Se ha documentado que la vacuna
BCG (Marin-Hernandez y col., 2021) podria
dgenerar una respuesta antiviral indirecta
por la activacion de células linfoides innatas
(Tyd, NKT, ILC). Estas células innatas podrian
compensar la respuesta CD8+ antiviral.

Cuando se dgeneran anticuerpos
neutralizantes contra la proteina S de SARS-
CoV-2 éstos pueden inhibir la infeccion por
SARS-CoV-1 y por los beta-coronavirus
comunes (Cohen y col., 2021, a,b). Se ha
demostrado la persistencia de las células B
de memoria IgG + especificas de la espiga, lo
que es un buen augurio para una respuesta
rapida de anticuerpos tras la reexposicion
al virus o la vacunacion (Cohen y col.,

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 84 - N> 1y 2 - 2021

23



RESPUESTA INMUNE CELULAR ADAPTATIVA EN LA INFECCION POR SARS-COV-2

2021, a,b). Ademas, se demostré que las
células T CD4+ y CD8+ especificas contra
el virus son polifuncionales y se mantienen
después de 200 dias, aunque en bajo dintel
(Cohen y col., 2021, a,b). Es importante
recordar que las respuestas virales de las
células T CD4 + estan dirigidas contra varias
proteinas del SARS-CoV-2, mientras que las
respuestas de las células T CD8+ se dirigen
preferentemente a la nucleoproteina, lo que
destaca la importancia potencial de incluir
la nucleoproteina en futuras vacunas.

ESTUDIOS DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR Y
REPERCUSIONES EN LA CLINICA

Uno de los criterios que esta siendo
implementado para analizar la respuesta
inmune y el riesgo de severidad en caso
de infeccion es la respuesta in vitro ante
péptidos virales o virus inactivado. Como
se ha expuesto anteriormente, la respuesta
inmune contra el virus no solo depende de
la proteina S viral sino de la proteina N y
algunas de las proteinas ORF como ORF1.

Los estudios celulares in vitro son mas
especificos que la deteccion de anticuerpos
neutralizantes. En un nimero importante de
pacientes post COVID-19 o post vacunacion,
independientemente de la vacuna usada,
los anticuerpos pueden disminuir luego
de los tres meses de la exposicion (Cohen
y col.,, 2021, a,b; Goletti y col.,, 2021). La
presencia o no de anticuerpos no se
relaciona con memoria inmunolégica. La
memoria inmunolégica mas importante para
analizar es la memoria celular. La suma de
la deteccion de anticuerpos y respuesta de
memoria celular debe ser utilizada como
base para la conducta terapéutica en todos
los pacientes con riesgo.

En la figura 2, se describen los resultados
de un modelo matematico realizado en

nuestro laboratorio basado en la suma de
trabajos publicados y de nuestra experiencia.
Se puede observar claramente, que la
respuesta inmune celular adaptativa en
individuos vacunados y en aquellos post-
infeccion viral leve o moderada, no severa,
varia con el tiempo. De hecho, en los
respondedores estudiados en el laboratorio,
se ha logrado identificar dos claras
poblaciones. Una de ellas que tiene una
respuesta CD8+ antiviral como elemento
preponderante y otro grupo cuyos niveles
de CD8+ antivirales no son muy altos,
pero se compensan con un incremento de
la respuesta antiviral de células NK y NKT.
Esta respuestas se mantienen a lo largo del
tiempo. Actualmente, estamos estudiando la
posibilidad de que se genere una memoria
de células NK y células NKT contra el virus.
Esta posibilidad ha sido parcialmente
planteada por diversos autores (Goletti y col.,
2021; Zuo y Zhao, 2021; Orumaa y Dunne,
2021). La respuesta CD8+ por vacunas ha
sido publicada recientemente (Oberhardt y
col., 2021; Sadarangani y col., 2021).

En la figura 2 se describe la respuesta de
memoria de linfocitos T, By la participacion de
células NKy NKT en el proceso de eliminacion
viral. En la parte superior se puede observar
la respuesta inmune protectora y eficiente
contra el virus inducido por la infeccién viral
per se o vacunacion mientras que la inferior
se visualiza la respuesta en individuos
post respondedores. En el modelo no se
uso la respuesta celular documentada de
pacientes con COVID-19 severo y pacientes
fallecidos. El punto que destacar en la
figura 2 es la diferencia en la cinética de
la respuesta. La baja respuesta celular de
memoria luego de la fase inicial predice
la respuesta ante la infeccion. En la parte
inferior, se representan mayoritariamente
personas de la tercera edad, los pacientes

24



DE SANCTIS Y COL.

O m— e — o —

Respondedores

Células NK/INKT

'''''

T e e e —— — — —

CD8 de memoria
CD4 de memoria

Células B de memoria

Xposicion viral
vacuna

NIVEL DE RESPUESTA
om

Células NK/NKT

.............................. ~ CD4 de memoria

240

Bajos respondedores

o —

CD8 de memoria

Exposicion viral
0 vacuna

240

Figura 2. Modelo diferencial de respuesta inmune en respondedores y bajos respondedores. La figura
muestra el modelo matematico de los andlisis de diferentes resultados de estudios hechos in vitro usando
proteinas virales o virus inactivado. El modelo ayuda a predecir la respuesta celular contra el virus en el
tiempo. El andlisis plantea una diferencia de cinética de la respuesta de memoria y de células NK/NKT.

inmunocomprometidos y los pacientes
inmunodeficientes. En esos grupos, hay
dos elementos a resaltar uno la disminucion
de anticuerpos antivirales especificos,
no ilustrada en la grafica, aunado con
una disminucién en la respuesta in vitro
antiviral de linfocitos T CD4+ y T CD8+. A
diferencia de lo expuesto anteriormente,
la respuesta de NK y NKT contra el virus
se pierde con el tiempo y no es capaz
de compensar la baja respuesta de los
linfocitos CD8+. Se desconoce con exactitud
la importancia de las células NK y NKT en
el fendmeno, pero se plantea el paradigma
de una baja sintesis y secrecion de IFN
tipo 1 y de posibles inmunodeficiencias de
proteina de respuesta antiviral via linfocitos
CD8+. En pacientes de la tercera edad y
trasplantados o inmunocomprometidos se
ha planteado como hipétesis exposicion a
citomegalovirus (Poloni y col., 2021; Niitsu

y col., 2021). Es importante destacar que
pacientes con infeccion por citomegalovirus
tiene baja expresion y respuesta celular
ante antigenos comunes y la ausencia de
esta respuesta puede facilitar la infeccion
por SARS-CoV-2 (Poloni y col., 2021; Niitsu
y col., 2021). Los pacientes que cursan
con enfermedad viral severa normalmente
estan coinfectados con otros patégenos.

La respuesta inmune celular en
pacientes pediatricos ha sido objeto
de pocos estudios en los cuales se ha
observado una variabilidad en la respuesta
(Cotugno y col., 2021). Cohen y col.
(2021, a,b), encontraron que los ninos
infectados con el SARS-CoV-2 tenian
respuestas de linfocitos T CD4+ y CD8+
significativamente mas bajas a las proteinas
estructurales y ORFlab en comparacion
con los adultos infectados. Esto puede
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reflejar una comparmentalizacion diferente
de las células T para el procesamiento de
antigenos durante la exposicion o un menor
reclutamiento de poblaciones de memoria.
En comparaciéon con los adultos, los ninos
tenian niveles significativamente mas bajos
de anticuerpos contra los coronavirus f3, lo
que indica una inmunidad inicial diferente.
Las respuestas foliculares auxiliares T
totales aumentaron en los ninos durante la
infeccion aguda, lo que indica una rapida
coordinacion de las respuestas de las
células T y B. Sin embargo, las respuestas
totales de los monocitos se redujeron en
los ninos, lo que puede ser un reflejo de
los diferentes niveles de inflamacion entre
ninos y adultos. Por lo tanto, la reduccion
de la inmunidad previa al coronavirus B y
la activacion y el reclutamiento reducidos
de respuestas de novo en los ninos pueden
conducir a una patogenia mas leve de la
COVID-19 (Coheny col., 2021, a,b).

En el caso de mujeres embarazadas la
respuesta inmune celular de células NKy de
células T de memoria CD8+ son criticas en
la generacion de la eliminacion viral (Chen
y col., 2021). El ambiente tolerogénico
del embarazo protege a la embarazada
de la tormenta de citocinas (Garmendia
y De Sanctis, 2021); sin embargo, a nivel
placentario se pudieran desencadenar
eventos que conlleven a la activacion de
una respuesta local que sea deletérea para
el feto.

Es importante de determinar poblaciones
celulares de memoria en los pacientes
con alto riesgo, los ensayos celulares son
sencillos de realizar en un laboratorio
especializado. La interpretacion de los
resultados puede ser crucial a la hora de una
decision terapéutica, cambio de esquema de
vacunacion e inclusive predecir la severidad
de un paciente con infeccion activa. Ademas,

el analisis puede ser beneficioso para los
pacientes con el sindrome post COVID-19
en la cual la activacion de linfocitos T se
mantiene a pesar de la ausencia de pruebas
nucleotidicas positivas contra el virus
(Steiner y col., 2021).

Conclusiones

La respuesta inmune efectiva contra
SARS-CoV-2 requiere una respuesta
adaptativa eficiente de memoria.
La produccion de anticuerpos no es
directamente proporcional a una memoria
inmunoldgica. La respuesta CD8+ es mas
especifica y eficiente contra el virus. A la par,
las células NKy NKT pueden contribuir en el
proceso de eliminacion viral. En personas
de la tercera edad o inmunodeficientes
primarias o secundarias, la respuesta
celular puede estar comprometida. Por ello,
los estudios de memoria celular in vitro son
claves para definir el riesgo de respuesta
ante la infeccion viral y pueden ser esenciales
en la decision de esquemas terapéuticos
y de vacunaciéon. Las coinfecciones con
citomegalovirus, influenza y otros virus
debe ser estudiada con detalle en personas
de la tercera edad, inmunocomprometidos
y con comorbilidades. A pesar de que el
fin de la pandemia pudiera estar cerca, es
necesario disenar estrategias mas eficientes
que nos permitan definir un mejor manejo
terapéutico del paciente y nos ayuden
dgenerar estrategias de estudio para posibles
infecciones contra otros agentes patégenos
en el futuro.

Financiamiento

El estudio es financiado por 1) el
Proyecto multicéntrico del Ministerio de
Innovacion de Republica Checa numero
FW03010472 titulado Estudio de la eficacia
de vacunas experimentales frente a SARS-
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COVID-2 en modelos animales (JBDS), 2)
por el Programa de Fondos Estructurales
y Operativos de Inversion Investigacion
de la Comunidad Europea titulada:
Enfoque molecular, celular y clinico del
envejecimiento saludable, subvencion
ENOCH; Numero de registro: CZ.02.1.01
/0.0 /0.0/16_019 / 0000868 (JBDS), 3)
Proyecto Financiado por el FONACIT actas
nameros 20, 21y 23 de 2020, otorgado al
Instituto de Inmunologia de la Universidad
Central de Venezuela (AQG).
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Chemical constituents of two Ecuadorian
medicinal plants, Tagetes terniflora Kunth and
Croton rivinifolius Kunth

Constituyentes quimicos de dos plantas medicinales Ecuatorianas,
Tagetes terniflora Kunth y Croton rivinifolius Kunth

Avirica I Suarez'2, ViADMIR MorocHO?, VIADIMIR Luna?, Karty CastiLLo?, CHaBaco ARMUOS?™

Abstract

Phytochemical study of two medicinal plants from Ecuador, Tagetes terniflora Kunth, and Croton
rivinifolius Kunth, led to the isolation and characterization of the major constituents present in the organic
extracts obtained from these plants: 5-(4-acetoxy-1-butynil)-2,2-bi-thiophene (1), 5-methyl-2,2":5",2"-
terthiophene (2), patuletin (3) from Tagetes terniflora, and isocorydine (4), sweroside (5), tiliroside (6)
from Croton rivinifolius. The structures of these compounds were established by spectroscopic analysis
including two-dimensional NMR methods, MS, and comparison with published spectral data. They
are recognized as secondary metabolites that represent the chemotaxonomy of Tagetes and Croton
genera and could be responsible for the recognized medicinal properties attributed to these species.
This paper deals with the first report that shows the presence of these compounds in these plants.

Keywords: Ecuador, Croton rivinifolius, Tagetes terniflora, metabolites, alkaloids

Resumen

El estudio fitoquimico de dos plantas medicinales de Ecuador, Tagetes terniflora Kunth y Croton rivinifolius
Kunth, permitié aislar y caracterizar los principales componentes presentes en los extractos organicos
obtenidos de estas plantas: 5- (4-acetoxi-1-butinil) -2, 2’-bitienil (1), 5-metil-2,2’, 5°, 2~ tertiofeno (2),
patuletina (3) de Tagetes terniflora e isocoridina (4), swerosido (5), tilirosido (6) de Croton rivinifolius. Las
estructuras de estos compuestos se establecieron mediante andlisis espectroscépico incluyendo métodos
de RMN bidimensional, EM y comparacién con datos espectrales publicados. Los mismos son reconocidos
como metabolitos secundarios que representan la quimiotaxonomia de los géneros Tagetes y Croton 'y
podrian ser los responsables de las reconocidas propiedades atribuidas a estas especies. Este articulo
trata del primer informe fotoquimico que senala la presencia de estos compuestos en estas plantas.
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Introduction

Ecuador is recognized as one of the
most biodiverse countries in the world,
additionally, this is accompanied by a great
wealth that includes ancestral customs in
medicine. Traditional medicine comprises
a historical, cultural, and social rootedness
in the roots of a people. It is an anonymous
heritage that is transmitted from generation
to generation by oral communications,
contributing to the continuation of their
beliefs and practices, based on empirical
knowledge about the environment.
According to the World Health Organization
(WHO), traditional medicine is the group of
diverse knowledge, practices, approaches,
and health beliefs that integrate medicines
based on plants, animals or minerals,
manual techniques and exercises applied
individually or in combination to maintain
well-being, as well as to treat, diagnose and
prevent diseases (WHO, 2021).

In traditional medicine, several remedies
used are made from wild plants whose
chemical content may vary due to genetic
or environmental reasons, giving rise to the
term “medicinal plant”. The WHO defines
a medicinal plant as any plant species
that contain substances that can be used
for therapeutic purposes or whose active
principles can serve as precursors for the
synthesis of new drugs.

In Ecuador, plants have been a primordial
resource for indigenous and peasant
communities; it is estimated that 80% of the
population depends on traditional medicine
for primary health care and wellbeing. At
present, peasant communities still depend
directly or indirectly on plants to meet their
food, medicine, and housing needs. The
direct use of medicinal plants is lower in the
cities; however, in the markets of the cities

and particularly in the Andean region, the
use and commercialization of medicinal
plants is still an active practice where around
273 species of medicinal herbs are sold
(Ansaloni et al., 2010).

The genus Tagetes belonging to the big
family Asteraceae, have species widespread
around the world, many species endowed
with pharmacological actions (Pryanka
et al., 2013). Some authors mention that
it originates from South America but has
expanded from the southern United States
to Argentina, and worldwide (Stefanazzi
et al.,, 2006). This genus includes annual
or perennial, erect and aromatic herbs
with striated stems and pinnate leaves,
and some shrubs; it is of great economic
importance and includes species of edible
and ornamental plants. Extracts of these
species are characterized by their insecticidal
and nematicidal (chemical pesticide) activity,
in addition to their various pharmaceutical
applications (Faizi et al., 2011; Lizarraga
et al., 2017). The uses, biological activities
as the major constituents present in their
species are well documented (Tereschuk et
al., 2003; Gupta and Vasuveda, 2012; Burlec
et al., 2021). Four of the species in this genus
are the most recognized and documented by
researchers in different countries, Tagetes
erecta (Gopi et al., 2012; Shetty et al., 2015;
Singh et al., 2020), Tagetes patula (Riaz et
al., 2020), Tagetes minuta (Schiavon et al.,
2015), and Tagetes Iucida (Lim, 2014).

Regarding the phytochemistry of
these species, the nature of compounds
regularly found in Tagetes is usually
phenolic that include flavonoids, coumarins,
acetylenic thiophenes, terpenes, and
aromatic compounds. Many of these
reported metabolites show important
pharmacological actions (Takahashi et al.,
2013).
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Croton genus, belonging to the
Euphorbiaceae family is a large genus
distributed in tropical and subtropical areas
of the world. Many species of Croton are
used for medicinal purposes and proven
pharmacological actions of extracts and
pure compounds obtained from its species
are well documented in the literature (Abega
etal., 2014; Langat et al., 2020; Bezerra et al.,
2020). The genus Croton comprises around
1200 species, being the second largest of
the Euphorbiaceae family (Govaerts et al.,
2000; Berry et al., 2005), and one of the
most diverse, with many species endowed
with medicinal properties (Salatino et al.,
2007). America is considered, the continent
with the major number of species, where
only in Brazil more than 350 species have
been documented (Van Ee et al., 2011).
Regarding the number of Croton species
in Ecuador, 39 species are recognized
(Jgrgensen and Leb6n-Yanez 1999), and 13
of them are classified as native (Ledn-Yanez
etal., 2011); however, several species have
been documented in the last years (Smith,
2006; Riina et al., 2007, 2010, 2014, 2015).
Many species under the Croton genus
have been used in the traditional medicine
of Ecuador (Bussman and Sharon, 2006;
Bailon-Moscoso, et al., 2015). Studies on the
biological activities, of species belonging to
this genus from America, Asia, and Africa,
have been proved as antimicrobial (Obey
et al., 2016), antioxidant (Nath et al., 2013),
anti-inflammatory (Suarez et al., 2006),
anticancer (Suarez et al., 2009; Savietto et
al., 2013), wound healing (Ximenes et al.,
2013; Nascimento et al., 2017). Considering
all the reports of new structures and
proven pharmacological actions of species
belonging to the genus Croton, this study
of Croton rivinifolius has been considered
as an opportunity for new findings.

The chemistry of Croton genus shows a
high diversity of structures: diterpenes of
different skeletons including crotofolanes
(Chavez et al., 2013; Kawakami et al., 2015),
clerodanes (Pizzolatti et al., 2013; Aldhaher
etal., 2017; Qiu et al., 2018), kaurenes (Mora
etal., 2011; Mateu et al., 2012; Pereira et al.,
2012), labdanes (Bernardino et al., 2017),
the more important structures in many
species (Xu et al., 2018; Shi et al., 2018).
Terpenes (Palmeira Junior et al., 2006);
alkaloids and flavonoids are also common
in the genus (de Aragjo-Junior et al., 2004;
Suarez et al., 2004; Cerqueira-Coelho et
al., 2016).

Croton rivinifolius Kunth, is a native shrub
widely disseminated in diverse provinces in
Ecuador, the plant is used in traditional
medicine to alleviate pains (Cerén Martinez,
2006). No studies with isolated compounds
had been reported for this species; only
one phytochemical screening indicates
the presence of flavonoids as the major
metabolites (Rondén et al.,, 2015). This is
the first phytochemical study with isolation
and characterization of their secondary
metabolites.

Experimental
GENERAL EXPERIMENTAL PROCEDURES

Optical rotations were measured with
an Automatic Polarimeter (Jinan Hanon
Instruments Co. Ltd., Jinan, China) MRC P810.
'H and '3C, 1D and 2D nuclear magnetic
resonance (NMR) spectra were obtained on a
Varian Premium Shielded-400 spectrometer
(400 MHz to 'H and 100 MHz to '3C).
Chemical shifts were reported in & (ppm),
relative to the signal of tetramethylsilane
(TMS) and coupling constants (J) in Hz. Thin
Layer Chromatography (TLC) was performed
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with aluminum pre-coated Si plates with
fluorescence indicator in the range of 254
nm (F254) (Merck, Darmstadt, Germany).
The MS data were acquired in an equipment
GC/MS Agilent Technologies 6890N. The
substances were revealed by spraying with a
vanillin/H,SO, solution, followed by heating
with a hairdryer. Column chromatography
normal phase was performed using Silica
gel 60 (63-200 um) from (Merck, KGaA,
Darmstadt, Germany), and RP-18 (Merck,
KGaA, Darmstadt, Germany, 40-63 um)
used as stationary phase for column
chromatography in reverse phase. All
organic solvents were bought in Brenntag
(Brengtan, Guayaquil, Ecuador), and re-
distilled before use.

PLANT MATERIAL

The aerial parts of C. rivinifolius were
collected in the flowering stage in Celica
Canton, province of Loja, Ecuador, in April
2016, at 2255 m.a.s.l. (Meters above sea
level). The plant material was identified
by Dr. Nixon Cumbicus and, voucher
specimens (HUTPL8027) were deposited
at the Herbarium HUTPL at Universidad
Técnica Particular de Loja.

The T. terniflora species were collected
in the province of Loja; Saraguro canton
at the following coordinates 3°37'11.6 S
79°14'23.3 “W. It was identified by Bolivar
Merino of the Loja Herbarium (HUNL) and,
voucher specimens (PPN-as-006) were
deposited at the Herbarium HUTPL at
Universidad Técnica Particular de Loja.

EXTRACTION AND ISOLATION
Tagetes terniflora

Air-dried and powdered leaves of T.
terniflora, (526 g) were macerated with

methanol at room temperature for 72h.
The solvent was filtered and evaporated
under reduced pressure to obtain 13.36
g of crude methanol extract This crude
extract was re-dissolved in methanol:
H,O (1:1) and submitted to a partition
extraction with solvents of increasing
polarity to obtain the following amounts
of different fractions: hexane (TTH) (2.02
a), dichloromethane (TTD) (0.67g), ethyl
acetate (TTEt) (2.45g), and methanol/
H,O (TTM) (6.05g). The TLC analyses of
the fractions showed that the hexane and
the dichloromethane were the richest
and interesting metabolites, and there
were chosen to separate by column
chromatography.

From TTH partition fraction 1.039¢g
was taken and submitted to column
chromatography using silica gel (100q),
eluted with hexane increasing the polarity
gradient with dichloromethane to 100% of
this solvent to give 25 subfractions which
were joined according to the similarity of
their chromatographic profile, resulting
in 7 fractions (TTH-1 to TTH-7). The
fractions (TTH-1) and (TTH-3) considered
pure were analyzed by GC/MS and NMR
to offer the compounds: 5-methyl-2,2’,
5’, 2""-terthiophene (4) (Takahashi et al.,
2011) and 5-(4-acetoxy- 1-butynil)-2,2'-
bitienil (5) (Takahashi et al., 2011) which
structures are shown Figure 1.

The (TTD) fraction was submitted to
column chromatography on silica gel (50
g) eluted with dichloromethane increasing
the polarity with ethyl acetate until reaching
CH,CL/EtOAc (9:1). Three subfractions
were obtained after TLC analysis and
the subfraction (TTD2) by NMR analysis
showed to be the methoxylated flavonoid
patuletin (6) (Abdel-Wahhab et al., 2005).
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OH (o}
Patuletin (3)

difficult the separation. For this
reason, these fractions were saved
for GC analysis before deciding the
separation. Ethyl acetate extract (2
d) was subjected to a first gross
separation in a CC with silica
gel and increasing polarity of
elution from (99:1) EtOAc: MeOH to
finish with (90:10 EtOAc/MeOH), 77
fractions (CREtI-O1/CREtI-77) were
collected. After TLC analysis the
fractions were pooled according to
the same behavior on the TLC plate,
to give 10 subfractions (CREtII-1/
CRELtII-10). The two subfractions
with a big amount were further
purified by chromatography. The
less polar subfraction (CREtII-1)
(235 mg) after purification with
silica gel eluted by the isocratic way
with EtOAc/MeOH 99:1, gave the

Figure 1. Isolated compounds from Tagetes terniflora

Croton rivinifolius

A similar procedure to the one previously
described was carried out with C. rivinifolius
using (923.38 g) of leaves. The solvent
was evaporated under reduced pressure
in rotary evaporator equipment; to finally
obtain 101.34g of extract. From that crude
(44.58g) were re-dissolved in a 1:1 water/
methanol mixture and then partitioned with
hexane, dichloromethane, and ethyl acetate
successively, to give fractions of each solvent,
hexane (CRH) (9.98 g), dichloromethane
(CRD) (1.76 g) ethyl acetate (CREt) (7.54 Q),
and methanol/H,0 (CRM) (21.36 g). After
TLC analyses of the different fractions, the
CH,Cl, and EtOAc fractions were considered
the richer and more interesting to separate
in the first place, but both, showed to have
many compounds with similar Rf, making

compound sweroside (5) (65.6 mg)
(Joshi, 2013). The fraction CREtII-3
(324 mqg) gave after evaporation
a yellow solid which was recrystallized in
MeOH to give the pure tiliroside (6) (82.5
mg) (Luhata et al., 2016; Devi and Kumar,
2018).

Finally, the alkaloid isocorydine (4), was
obtained from the methanolic fraction, part
of the methanol extract (CRM) (0.5g), was
subjected to CC over reverse phase RP-18,
using H,O/CH_ OH (6:4), to obtain as a major
compound (50.3 mg) a colorless solid
identified by spectroscopy analysis as the
aporphine alkaloid isocorydine (Zhong et
al., 2014) (Figure 2).

SPECTROSCOPIC DATA

5-(4-acetoxy- 1-butynil)-2,2’-bi-tienil
(BBTOAC) (1). Brown oil; C,_.H,,S,0,. EIMS

m/z 276 [M]*; '"H NMR (400 MHz, CDCl,) &:
7.22 (1H, dd, J = 4.0, 1.2 Hz, H-5"), 7.15
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t-Tiliroside (6)

Sweroside (5)

Figure 2. Isolated compounds from Croton rivinifolius

(1H, dd, J = 4.0, 1.2 Hz, H-4'), 7.05 (1H, d,
J = 4.0Hz, H-3'), 7.01(1H, d, J = 3.6 Hz,
H-3), 6.95 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-4), 4.24
(2H, t, J = 6.8 Hz, H-4"), 2.78 (2H, t, J =
6.8 Hz, H-4"), 2.10 (3H, s, H-2a); '*C NMR
(100 MHz, CDCI,) &: 171.0 (C-1a), 138.2(C-
2), 136.9(C-2), 132.6, (C-4), 128.0 (C-4),
125.0(C-3), 124.3 (C-5), 123,4 (C-3), 122.2
(C-5), 90.7 (C-17), 75.3 (C-2"), 62.2(C-4"),
21.0(C-2a), 20.4 (C-3").

5-Methyl-2,2°:5°,2"-terthiophene (2).
Brown oil; C H S., EIMS m/z 262 [M]+,
'H-NMR &: 7.20 (1H, dd, J = 1.2 Hz, H-5"),
7.18 (1H,d,J = 1.2 Hz, H-4"), 7.17 (1H, d,
J = 53.2 Hz, H-4), 7.15 (1H, d, J = 1.2 Hz,
H-4), 7.05 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-3"), 6.95
(1H, d, J = 3.6 Hz, H-3'), 6.65 (1H, dd, J =
3.6, 1.2 Hz, H-4), 2.49 (3H, s, CH,) . '°C-NMR
0: 139.5 (C-5), 137.4 (C-5), 137.2 (C-2"),

136.4 (C-2'), 135.7 (C-2), 128.0 (C-3), 127.9
(C-4"),126.2 (C-3"), 124.6 (C-4"), 124.5 (C-
4), 123.8 (C-3), 123.7 (C-5"), 15.6 (5-Me).

Patuletin (3), 'H-NMR (400 MHz, CD,OD):
o: 12.3 (1H, brs, 5-OH), 7.74 (1H, dd, J
= 8.3, 2.1 Hz, H-6'), 7.63 (1H, d, J = 2.1
Hz, H-2%), 6.95 (1H, d, J = 8.3, 2.1 Hz,
H-5), 6.50 (1H, s, H-8), 3.91 (3H, s, OCH,).
*C-NMR (100 MHz, CD,OD): 5:177.7 (C-4),
158.5 (C-9), 153.6 (C-5), 148.9 (C-2), 146.5
(C-3), 137.1 (C-3), 132.2 (C-6), 123.9 (C-
1), 115.9 (C-2'), 115.8 (C-5’), 105.1 (C-10),
94.7 (C-8), 61.3 (OCH3).

Isocorydine (4). Colorless crystals, mp:
184-186 °C; [a]** + 215.0 (c 0.1, MeOH);
C,,H,NO,, EIMS: m/z [M + H] + 342.

'"H-NMR (400MHz,CDCI,) & (ppm): 6.70 (1H,
s, H-3), 3.21 (1H, brs, H-4a), 2.72 (2H, 2d,
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J= 3.6 Hz, H-4b), 3.02 (1H, 2d, J= 3.6 Hz,
H-5b), 2.49 (1H, brs, H-5b), 2.89 (1H, d, J
= 12.8 Hz, H-6a), 3.03 (1H, m, H-7a), 2.45
(1H, m, H-7b), 6.82 (1H, d, J = 8.0 Hz,H-8),
6.90 (1H, d, J = 8.0 Hz,H-9), 3.70 (3H, s,
1-OCH,), 3.91 (3H, s, 2-OCH,), 2.54 (3H, s,
NCH3), 3.91(3H, s, 10-OCH3), 9.0(1H, s,11-
OH). '"C-NMR (100MHz, CDCL,) & (ppm):
151.3(C-2), 146.4 (C-10), 146.4 (C-11),
142.0 (C-1), 130.5 (C-3b), 130.5 (C-7a),
129.1 (C-3a), 125.9 (C-1a), 120.2 (C-1b),
120.0 (C-8), 111.4 (C-9), 111.3 (C-3), 63.0
(C-6a), 65.0 (1-OCH,), 52.9 (C-5), 56.1 (2-
OCH,), 56.0 (10-OCH,), 44.0 (N-CH3), 35.7
(C-7), 29.4 (C-4).

3-Of -D-glucopyranosyl sweroside (5)
'H-NMR (400 MHz, CD,OD): &: 7.59 (1H, d,
J =2.4 Hz, H-3), 5.56 (2H, d, J = 1.6, H-8),
5.55(2H,d,J = 1.6 Hz, H-1), 5.32 (1H, dd,
J = 2.0, 16.8 Hz, H-10a), 5.26 (1H, dd, J
= 2.0, 9.0 Hz, H-10b), 4.68 (1H, d, J = 8.0
Hz, H-1"), 3.89 (1H, dd, J = 10.0, 7.2 Hz,
H6'a), 3.67 (1H, t, J = 8.8 Hz, H-3"), 3.65
(1H, dd, J = 10.0, 7.2 Hz, H-6'b), 3.43 (1H,
m, H-5%), 1.71 (2H, m, H-6), 4.41 (2H, m,
H-7), 3.22 (1H, dd, J = 8.0, 8.8 Hz, H-2'),
3.31 (1H, m, H-4"), 2.72 (1H, m, H-9), 1.71
(1H, m, H-6). >C-NMR (100 MHz, CD,OD):
o: 168.5 (C-11), 153.9 (C-3), 133.3 (C-8),
106.0 (C-4), 120.8 (C-10), 97.9 (C-1), 99.7
(C-19, 78.6(C-5"), 77.8 (C-3'), 74.7 (C-2'),
71.5 (C-4'),69.7 (C-7), 62.6 (C-6'), 43.8 (C-
9), 28.4 (C-5), 25.9 (C-6).

t-Tiliroside (6): C, H, O, ,; amorphous
yellow solid; mp 268-270 °C; MS m/z 594
[M*]; '"H-NMR (CD,OD, 400 MHz) & (ppm):
7.98 (2H,d,J = 8.8 Hz, H-2’ and H-6’), 7.39
(1H, d, J = 16 Hz, H-7"), 7.30 (2H, d, d =
8.5 Hz, H-2"” and H-6""), 6.81 (2H, d, J =
8.8 Hz, H-3" and H-5"), 6.79 (2H,d,J = 8.5
Hz, H-3"" and H-5"), 6.30 (1H, brs, H-8),
6.13 (1H, brs, H-6), 6.03 (1H, d, J = 16
Hz, H-8"), 5.23 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1"),

4.30 (1H,dd,J = 11.8, 1.9 Hz, H-63"), 4.18
(1H,dd, J=11.6, 6.6 Hz, H-6a"), 3.55 (1H,
m, H-5"), 3.46 (1H, m, H-3"), 3.45(1H, m,
H-2"), 3.44 (1H, m, H-4"); 13C NMR (CD,OD,
100 MHz) & (ppm): 159.4 (C-2), 135.2 (C-
3), 179.4 (C-4), 168.8 (C-9"), 165.9 (C-7),
162.9 (C-9), 158.5 (C-5), 146.6 (C-7""),
133.7 (C-6"), 133.2 (C-2"), 132.2 (C-2/,
C-6'),131.2 (C-4""), 127.2 (C-1""), 122.7
(C-19,116.2 (C-3°,6"),116.8 (C-8"),116.0
(C-5""), 116.0 (C-3’, C-5"), 114.7 (C-3""),
105.6 (C-10), 103.9 (C-1"), 99.9 (C-6), 94.8
(C-8), 77.9 (C-5"), 75.8 (C-4"), 75.7 (C-2"),
71.7 (C-3"), 635.9 (C-6").

Results and discussion

The 5-(4-acetoxy- 1-butynil)-2,2'-bi-
tienil (BBTOAc) (1), 5-methyl-2,2":5",2"-
terthiophene (2), patuletin (3), Isocorydine
(4), 3-O-p -D-glucopyranosyl sweroside (5),
and tiliroside (6), are known compounds
previously described in plant species,
but exposed for the first time for Tagetes
terniflora and Croton rivinifolius.

These preliminary results constitute
these first phytochemical studies of Tagetes
terniflora and Croton rivinifolius, showing
that in both cases, the secondary metabolites
isolated and characterized are under the
family of compounds regularly found in
species of Tagetes and Croton genus.
The thiophenes such as the compounds
(1) and (2) are characteristic compounds
found in Tagetes species, and they have
been reported with pharmacological actions
(Muzzoli et al., 2001; Takahashi et al.,
2013; Vazquez-Atanacio et al., 2021). The
flavonoids are a kind of compound with
many biological actions and some of them,
especially the methoxylated flavonoids
are common in Tagetes, and in this case,
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patuletin (3) represents one of these
(Jabeen et al., 2016; Alvarado-Sansininea,
2018; Zarei et al., 2018).

Crotonis one of the biggest genera under
the Euphorbiaceae, and the richness in the
chemistry of their secondary metabolites
had been exposed in many reports of the
phytochemistry related to it. Alkaloids of
different classes are common (Suarez et
al., 2004; Xu et al., 2018) and the wide
spectra of pharmacological activities of
these compounds are undeniable. In this
case, the isocorydine (4) has been reported
with cytotoxic (Sun et al., 2014; Zhong et al.,
2014) and anti-arrhythmia effects (Wang et
al., 2016). The tiliroside (6) is a ubiquitous
flavonoid under this genus, and it is a
compound with probed actions in different
biological research (Luhata and Luhata,
2017; Grochowski et al., 2018). Regarding
the sweroside (5) belonging to the iridoids,
they are not common in the genus but are
also metabolites with interesting results
in investigations that trying to deal with
biological activities (Hussain et al., 2019;
Arraché-Goncalves et al., 2021). The
results here exposed shown that all the
metabolites found in these two Ecuadorian
medicinal plants, are considered under the
chemotaxonomy of both genus, and they
could be responsible for the medicinal
properties attributed by the people to
these species. The characterization of other
compounds present in these species is
undergoing in our lab, as well research that
deal with the toxicity and biological actions
of the compounds here reported.
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Efecto del extracto acuoso de la raiz
de Ruellia tuberosa L. sobre la activacion
de las ERK 1/2 renal de ratas con diabetes

inducida por la estreptozotocina

Effects of the aqueous extract of Kuellia tuberosa L. root on renal ERK
1/2 activation in streptozotocin-induced diabetic rats
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Resumen

La nefropatia es una de las complicaciones mas importantes de la diabetes, la cual puede conducir a la muerte.
Las kinasas activadas por mitégenos (MAPK) son conocidos mediadores del dano renal en la diabetes, cuya
activacion (fosforilacion) se encuentra asociada al aumento de la sintesis de proteinas de la matriz extracelular
(colageno, fibronectina, entre otras) y a la fibrosis renal. Recientemente, se ha establecido a la planta
Ruellia tuberosa L. como antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética y nefroprotectora en varios modelos
experimentales. En este trabajo se evalud el efecto del tratamiento con 10 mg/kg/dia, p.o, del extracto acuoso
de laraiz de R. tuberosa (RT) durante cuatro semanas, sobre la fosforilacion de la ERK 1/2 en la corteza renal de
ratas control y con diabetes tipo I inducida por la estreptozotocina y se vinculé con los marcadores de la fibrosis
renal tales como el aumento del peso del rindn, contenido de proteinas totales y de colageno I. Los resultados
demuestran que el tratamiento con RT previno el aumento de la fosforilacion de las ERK 1/2, del peso del
rinén, y del contenido de proteinas y de colageno I renal por en la diabetes inducida por ETZ. Los hallazgos
contribuyen a la elucidacién de los mecanismos por los cuales R. tuberosa protege al rindn frente a la diabetes,
estableciéndose asi la actividad antifibrética de esta especie utilizada en la medicina popular venezolana.

Palabras clave: Ruellia tuberosa L., kinasas activadas por mitégenos, fibrosis renal.

Abstract

Nephropathy is one of the most important complications of diabetes, which can lead to death. Mitogen-activated
kinases (MAPK) are known mediators of kidney damage in diabetes, whose activation (phosphorylation) is associated
with increased synthesis of extracellular matrix proteins (collagen, fibronectin, among others) and kidney fibrosis.
Recently, the Ruellia tuberosaL. plant has been characterized as antioxidant, anti-inflammatory, antidiabetic, and
nephroprotective in several experimental models. In this work, we assessed the effect of treatment with 10 mg/ kg/
day, p.o., of the aqueous extract of R. tuberosa (RT) root for four weeks, on ERK 1/2 phosphorylation in the renal
cortex of control rats and with type I diabetes induced by streptozotocin and was linked to markers of renal fibrosis
such as increased kidney weight, total protein content, and collagen I. Results demonstrate that RT treatment
prevented ETZ-induced diabetes increases of ERK 1/2 phosphorylation, kidney weight, protein content, and
renal collagen I. Our findings contribute to the elucidation of the mechanisms by which R. tuberosa protects the
kidney against diabetes, thus establishing the antifibrotic activity of this species used in Venezuelan folk medicine.

Keywords: Ruellia tuberosa L., Mitogen-activated kinases, renal fibrosis
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Introduccion

La nefropatia diabética (ND) es una de
las complicaciones mas frecuentes de la
diabetes, que afecta alrededor del 30% de
los pacientes con diabetes tipo 1y el 20%
de los pacientes con diabetes tipo 2 (Molitch
y col., 2004). También es la principal causa
de insuficiencia renal terminal en todo el
mundo, y representa mas del 50% de los
pacientes en terapia de reemplazo renal a
nivel mundial (Eboh y Chowdhury, 2015).
Se han identificado varios mecanismos
fisiopatolégicos involucrados en el
desarrollo de ND. Efectivamente, en el rindén
de los pacientes con ND se producen una
variedad de alteraciones, bioquimicas,
como el incremento de producciéon de las
especies reactivas de oxigeno (EROs), el
incremento intracelular de los productos
finales de glicacion avanzada (AGE), el
incremento de la expresion de los receptores
AGE, la autooxidacion de la glucosa, la
activacion de la via del poliol (sorbitol
aldosa reductasa) y la hiperactividad
de la via de la hexosamina (Wolff y col.,
1991; Chung y col., 2003; Sifuentes-
Franco y col., 2018). Igualmente, debido
a la alteracion metabdlica inducida por
hiperglicemia, se reduce la actividad de las
enzimas antioxidantes, como la superoxido
dismutasa (SOD). Como consecuencia de
la respuesta descontrolada frente al estrés
oxidativo se produce, de forma directa o
indirecta, dano e insuficiencia renal (Ha
y Kim, 1999). Aun mas, como respuesta
continua frente al estrés oxidativo, se reduce
la degradacion de la matriz extracelular
(MEC), lo que promueve que las células
epiteliales tubulares se diferencien a
miofibroblastos, lo que conduce a la fibrosis
renal (Turguty Bolton, 2010). Todos estos
cambios inducidos por la hiperglicemia
estan relacionados a la activacion de vias de

senalizacion selectas, entre las que destacan
la del factor de crecimiento transformante
B (TGF-pB), las proteinas kinasas activadas
por mitdégenos (MAPKs, Ej.: las ERK), la
angiotensina Il (ANG II), la proteina kinasa
C (PKC), el diacilglicerol (DAG), el factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-xB) y la
janus kinasa (JAK) (Schrijvers y col., 2004;
Kanwar y col., 2005; Jhay col., 2016). En las
células mesangiales, se ha relacionado a la
hiperglicemia y la produccion no controlada
de EROs con la activacion de una variedad
de vias de senalizacion, que incluyen la
via del NF-kB, las MAPK y la activacion
de isoformas de PKC. La activacion de
estas vias resulta en la prolifica secrecion
de factores inflamatorios, que también
pueden promover la progresion de ND (Ha
y Kim,1999; Evans y col., 2002; Cheng y
col., 2013).

Ahora bien, la proliferacion de los
fibroblastos, la expresion alterada y la
sobre deposicion de la matriz extracelular
contribuyen a la fibrosis renal progresiva
durante la diabetes. La sobreproduccion de
colageno, como el principal contribuyente
de la fibrosis renal, es regulada por varios
factores fibrogénicos como TGF-$ y las
metaloproteinasas de la matriz (MMP).
El TGF-B es la principal citoquina que
impulsa fibrosis en el rinén y otros 6rganos
susceptibles a lesiones fibréticas, como
el pulmoén y el higado. El TGF-£ es una
citoquina clave que participa en la patogenia
de la fibrosis tubulointersticial, que media
la sintesis de proteinas de la matriz
extracelulares (MEC), como el colageno
de los tipos I, Il y 1V, y la fibronectina
(FN). Los mecanismos involucrados en la
senalizaciobn de TGF-B, proporcionan un
vinculo entre TGF-f activado en la superficie
celular y sus efectos aguas abajo, como la
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produccion de MEC en presencia de alta
glucosa. Al respecto, Nerlich y Schleicher
(1991) demostraron un incremento de
la inmunoreactividad del colageno IV y
la fibronectina en la matriz mesangial
de rinones de pacientes diabéticos en
comparacion con rinones de individuos
sanos. Asimismo, Wahab y col. (1996)
reportaron este mismo incremento, en
células mesangiales humanas cultivadas
bajo un ambiente de alta glucosa. El
aumento de la expresion del colageno
IV inducido por glucosa ha sido también
observado en los podocitos renales
(Iglesias-de la Cruz y col., 2002), en células
de epitelio tubular (Skill y col., 2004) y en
células mesangiales (Baccora y col., 2007)
a partir de modelos animales; asi como
también en rinones de ratas con diabetes
inducida por ETZ (Kamalakkannan y col.,
2006). Por otra parte, las células del epitelio
tubular sufren inhibicion de la proliferacion
y apoptosis bajo un ambiente prolongado
de altas concentraciones de glucosa, esto
acompanado de un incremento del estrés
oxidativo (Park y col., 2001; Allen y col.,
2003; Verzola y col., 2004).

Se ha demostrado que en la senalizacion
de TGF-B participan la via de la MAPK,
la cual consta de varias cascadas de
fosforilacion (Serger y Krebs, 1995). La
familia MAPK esta integrada por quinasas
serina/treonina de tres subfamilias distintas,
a saber, las quinasas reguladas por senales
extracelulares (ERK), quinasa N-terminal
c-Jun (JNK) y MAPK p38 (Serger y Krebs,
1995; Borkemeyer y col., 1996). Al regular
la activacion del factor de transcripcion,
las MAPK juegan un papel central en
diversas respuestas celulares, incluida la
supervivencia, crecimiento, diferenciaciony
apoptosis (Geileny col., 1996). Al respecto,
se demostré que la ERK es crucial para

la proliferacion y diferenciacion celular,
mientras que se cree que p38 MAPK y JNK
median el estrés celular y la apoptosis.
La inhibicion de la proteina quinasa
activada por mitégenos p38 mejora la
fibrosis renal en pacientes con nefropatia
obstructiva (Nishida y col., 2008). Estas
quinasas pueden ser activadas por diversos
estimulos extracelulares, incluidos factores
de crecimiento y estresores ambientales,
y desempenan un papel esencial en la
cascada de transduccion de senales que
conducen a alteraciones del crecimiento
celular y otras funciones clave de la célula
(Serger y Krebs, 1995; Borkemeyer y col.,
1996). Los estudios han demostrado que,
en condiciones de alta glucosa, las ERK
se activan en los glomérulos y las células
mesangiales (Haneda y col., 1997; Awazu
y col., 1999), y se ha establecido una
asociacion entre esta activacion de las ERK
y la fibrosis renal (Feliers y Kasinath, 2011).

En la ruta de la bisqueda de nuevos
compuestos quimicos con actividad
antidiabética o capaces de proteger o
contrarrestar el dano renal inducido por
las altas concentraciones de glucosa, se ha
desarrollado el estudio etnofarmacolégico
de plantas con potencial uso en la diabetes
y sus complicaciones, asi como también el
aislamiento, purificacion y elucidacion de la
estructura de los compuestos responsables
de la actividad de estas especies, ha sido
de gran importancia para la terapéutica
actual (Baynes, 2006; Jung y col., 2006;
Makheswari y Sudarsanam, 2011; Khan y
col., 2012; Hung y col., 2012).

Una de las plantas con gran potencial
antioxidante es Ruellia tuberosa L.
(Acanthaceae), conocida en Venezuela
como escopetera, escopetilla o yuquilla
(Ciangherotti y col., 2007). Esta especie
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es utilizada de manera tradicional para el
tratamiento de la diabetes, las anemias,
como diurético y para el tratamiento
de diversos problemas renales (Gil y
col., 2003; Ciangherotti y col., 2007;
Giraldo y col., 2009). Asimismo, sus
partes aéreas han mostrado actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética,
antinociceptiva y nefroprotectora en varios
modelos experimentales in vivo e in vitro
(Chen y col., 2006; Ashraful y col., 2009;
Manikandan y Arokia, 2010a,b; Chothani y
col., 2011; Rajany col., 2012). Sin embargo,
la raiz ha sido menos estudiada, a pesar de
que esta parte de la planta es utilizada en
la medicina tradicional venezolana. Se ha
demostrado que extractos organicos de
las hojas o partes aéreas de R. tuberosa
L. producen un efecto hipoglicemiante en
conejos y en ratas con diabetes inducida
por el aloxano (Ullah y col., 2012; Rajan
y col., 2012) y en ratas con diabetes tipo
Il inducida por la estreptozotocina (ETZ)
combinada con la nicotinamida (Chothani
y col., 2011, 2012). Igualmente, el extracto
hidroalcohdlico de las hojas frescas fue
capaz de revertir, de manera croénica,
el dano renal en las ratas con diabetes
inducida por el aloxano, evaluado desde
el punto de vista de s6lo dos marcadores
de la funcion renal: el nitrdgeno ureico en
sangre (BUN) y la creatinina plasmatica
(Manikandan y Arokia, 2010a).

La evaluacion farmacologica del extracto
acuoso de la raiz de R. tuberosa L. (RT),
permitié validar su uso tradicional como
antiinflamatorio y antinociceptivo en
modelos animales (Pastorello y col., 2012).
Asimismo, se ha demostrado que este
extracto produce un importante efecto
protector sobre el dano renal inducido por
la diabetes tanto in vivo como in vitro'y
con interesante efecto antihiperglicémico

cronico en ratas con diabetes inducida
por la ETZ (Ciangherotti y col., 2013).
Igualmente, al evaluar los efectos agudos
sobre la glicemia en ratas diabéticas, se
demostré que el RT produjo un efecto
hipoglicemiante tanto en los animales
controles como en las ratas con diabetes
inducida por la ETZ, comparables con
el hipoglicemiante oral de referencia, la
glibenclamida (Ciangherotti y col., 2016).
En forma similar investigadores de Sri
Lanka, lograron validar el uso popular de RT
para el tratamiento de la gastritis, utilizando
un modelo de ratas con gastritis inducida
por etanol (Arambewela y col., 2003).
Entre los productos naturales aislados
de las partes aéreas de R. tuberosa L. se
encuentran: la apigeninay la apigenina-7-
-D-glucurénido (Behari y col., 1981; Singh
y col., 2002), los cuales han sido senalados
como los responsables de la actividad
antidiabética en otras especies vegetales
(Esmaeili y col., 2009; Bansal y col., 2011).
Igualmente, se ha descrito de manera
preliminar la presencia de flavonoides,
fenoles y saponinas en los extractos de
todas las partes de la planta, incluyendo
la raiz (Arirudran y col., 2011a; Chothani
y col., 2011, 2012). Los estudios sobre la
actividad antioxidante de las partes aéreas
o la planta entera de R. tuberosa, han
revelado un potencial efecto atrapador de
las especies reactivas de oxigeno (EROs) y
de nitrogeno (ERNs), tales como: el peréxido
de hidrogeno (H,0,), el anion superoxido
(02-), el radical hidroxilo (OH') y el 6xido
nitrico (ON') (Chen y col., 2006; Arirudran
y col., 2011b; Kensa y col., 2012 a,b); sin
embargo, estos estudios fueron realizados
utilizando extractos organicos lo cual dista
de contribuir de manera robusta con la
validacion de los usos etnomédicos de la
especie; en este sentido, Ciangherottiy col.
(2013) demostraron que el extracto acuoso
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de la raiz de R. tuberosa es antioxidante por
su capacidad de atrapar el O,". Todas estas
especies reactivas son mediadores muy
importantes del dano renal en la diabetes
(Stanton, 2011).

En vista de la evidencia, en el presente
estudio se evalud la posibilidad que
extracto acuoso de R. tuberosal. es capaz
de proteger al rindn del dano fibrético
inducido por una condicion diabetdégena,
asi como también establecer el papel de la
via de senalizacion de las MAPK en dichos
efectos. Para ello, se emple6 un modelo
experimental de diabetes inducido por la
estreptozotocina.

Los resultados permitiran consolidar
un nuevo y potencial fitofarmaco, de
utilidad para el tratamiento de los
pacientes diabéticos, con o sin nefropatia.
Ademas, contribuiran a la caracterizacion
farmacologica de esta especie perteneciente
a la gran biodiversidad nacional, asi como
incentivar el aislamiento y sintesis de
nuevas moléculas capaces de prevenir o
disminuir el dano renal en la diabetes.

Materiales y métodos
MATERIAL BOTANICO

La planta fue recolectada en los jardines
de la Facultad de Ingenieria, entre el edificio
de Ingenieria Mecanica y entrada de Las
Tres Gracias, de la Universidad Central
de Venezuela, Ciudad Universitaria, Los
Chaguaramos, Caracas, Venezuela. Fue
identificada por la Lic. Giovannina Orsini del
Herbario “Victor Manuel Ovalles” (MYF) de
la Facultad de Farmacia de la Universidad
Central de Venezuela. Unos ejemplares
vouchers fueron depositados en el herbario
bajo el codigo MYF 26390.

PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO

La raiz de la planta fue separada y secada
en una estufa a 50°C durante siete (7) dias.
Luego fue cortada en pequenos trozos y
sometida a decoccién a 60°C durante una
(1) hora. Una vez filtrado, el extracto fue
liofilizado y mantenido bajo proteccion de
la humedad.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho de la cepa
Sprague-Dawley con peso corporal
comprendido entre 200y 300 g, provenientes
del Bioterio del Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel”, Caracas-Venezuela. Los
animales se mantuvieron en jaulas con libre
acceso a agua y alimento. Los experimentos
fueron realizados siguiendo las buenas
practicas para el manejo de animales
de laboratorio (NIH Guide, 1996) y la
aprobacion del Comité de Bioterio de la
Facultad de Farmacia de la Universidad
Central de Venezuela.

INDUCCION DE LA DIABETES

La diabetes tipo 1 fue inducida por la
inyeccion intraperitoneal (i.p.) de 70 mg/kg
de ETZ a las ratas. La glucosa sanguinea
de los animales fue monitoreada durante
7 dias o hasta que los niveles de glicemia
eran = 250 mg/dL. Para ello se utilizé un
glucometro comercial (Accu-Chek Active,
Roche). En este momento los animales
fueron considerados diabéticos (Verspohl,
2002).

DISENO EXPERIMENTAL

Los animales fueron divididos en cuatro
(4) grupos (n=4-5): 1) Grupo Control,
ratas tratadas con agua destilada p.o. (0,1
mL/100g de peso corporal/dia), 2) Grupo
ETZ, ratas diabéticas tratadas con agua
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destilada p.o.; 3) Grupo KT, ratas tratadas
con 10 mg//kg/dia p.o. de RT 'y 4) Grupo ETZ
+ RT, ratas diabéticas tratadas con 10 mg//
kg/dia p.o. de RT. Al término de la cuarta
semana, los animales fueron sacrificados
por decapitacion y los rinones fueron
extraidos y pesados.

DETERMINACION DE LAS PROTEINAS TOTALES EN
LA CORTEZA RENAL

Las proteinas tisulares totales fueron
determinadas por el método de Lowry y
col. (1951), utilizando albumina sérica de
bovino como patron. La absorbancia de las
muestras se interpol6 en una curva estandar
de albimina (0-100 ng). Los resultados se
expresaron como mg de proteina.

DETERMINACION DE LAS ERK 1/2

La corteza renal fue homogenizada
mediante sonicacién, en solucién
amortiguadora de lisis pH 7,4 que contenia:
Tris Base, EDTA, NaF, Na,VO,, Triton X-100
al 1%, pepstatina A, aprotinina, leupeptinay
PMSF). El homogeneizado fue centrifugado
a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante fue procesado para la
determinacion de la ERK total y fosforilada
por Western blot, en alicuotas de 100 ug
proteinas, diluidas en Buffer Laemmli. Las
muestras en fueron separadas en geles de
10% SDS-poliacrilamida y transferidas a
una membrana de nitrocelulosa. Después
del bloqueo con leche descremada al 10%,
las membranas fueron incubadas durante
toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario, anti-fosfo-ERK y anti-ERK de
conejos (Cell Signaling Technology), diluido
en solucion de albiimina sérica bovina al
3% en TBS-Tween (1:1000). Posteriormente
fueron incubadas con el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con
peroxidasa de rabano (Cell Signaling

Technology) (1:10000), durante una hora.
Las proteinas fueron visualizadas con un
kit de quimioluminiscencia (SuperSignal®
West Pico Chemiluminescent Substrate) y
posteriormente cuantificadas mediante el
analisis densitométrico (Quantity One 1-D
®_BioRad Software).

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE COLAGENO [
EN CORTES DE RINON

Uno de los rinones de los animales se
reband y se fijo en 1 mL de formaldehido
al 10 % en PBS. Posteriormente, este corte
se deshidraté gradualmente en etanol
absoluto seguido de xilol, para luego
embeberlo en parafina liquida. Utilizando
un microtomo se obtuvo cortes de 4 um
de grosor y fueron tenidos con tricromico
de Masson. La cuantificacion del contenido
de colageno 1 se realizé a través de un
analizador de imagenes. Los resultados
se reportaron como incremento sobre el
control.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se presentan como la
media * el error estandar de la media
(X £ E.E.M.). Los datos se analizaron con
el programa Prism 5 (Graph Pad, San
Diego, CA, USA) mediante un analisis
de varianza de una via (ANOVA) y por
comparaciones multiples de Bonferroni o
una prueba de Dunnett. Los resultados con
valores de p<0,05 se consideraron como
estadisticamente significativos.

Resultados

EFECTO DE RT SOBRE EL DANO TITULAR
INDUCIDO POR LA ETZ

En los animales diabéticos, se produce
dano tisular fibrético, el cual se expresa como
aumento del peso del rindén, de la sintesis
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de proteinas y del contenido de colageno
I de la corteza renal. El tratamiento con el
RT durante 28 dias fue capaz de prevenir
totalmente el incremento del peso del rinén
y del contenido de colageno I inducido por
la diabetes experimental, y parcialmente
el incremento del contenido de proteinas
totales de la corteza renal (Tabla 1 y Figura
1).

EFECTO DE LA RT SOBRE LA FOSFORILACION
DE LA ERK

Como se observa en la Figura 2,
la diabetes inducida con ETZ activo
significativamente las ERK en la corteza
renal de ratas, manifestada con un aumento
de la fosforilacion (relacion p-ERK/ERK) y
expresada en % sobre el control, luego del
analisis por Western blot. El tratamiento por
28 dias con el extracto acuoso de la raiz de
Ruellia tuberosa L. previno el efecto de la
diabetes experimental sobre la fosforilacion
de las ERK.

Discusion

La evidencia sugiere que el RT gjerce un
efecto protector del dano renal inducido
por la hiperglicemia, que se acompanan
de eventos fibréticos asociados al
incremento del peso del rinén, aumento

de la sintesis de proteinas totales y en
particular de la expresion de proteinas
de la matriz extracelular, tales como:
colageno 1, 1V, fibronectina y laminina,
todo lo cual conducen al ensanchamiento
de la membrana basal glomerular, a la
glomérulo esclerosis, a la hiperfiltracion, a
la proteinuria, entre otros, estableciéndose
asi la nefropatia diabética (Steffes y col.,
1992; Craveny col., 1997; Iglesias-de
la Cruz y col., 2002; Mason y Wahab, 2003;
SKill y col., 2004; Kamalakkannan y col.,
2006; Shah y col., 2007). Seyer-Hansen
(1976) evalud los cambios en el peso, el
contenido de proteinas, de ARN y de ADN en
rinones de ratas con diabetes inducida por
la ETZ, reportando que el rindn aumenta
de peso en un 15 %y 90% a los 3y 42 dias
de inducida la diabetes, respectivamente.
Asimismo, el contenido de proteinas y
de ARN mostr6 un aumento de similar
magnitud. Estos cambios fueron revertidos
por el tratamiento con la insulina, lo que
sugiere que estas alteraciones fibroéticas
son responsabilidad de la hiperglicemia. Al
respecto, en el presente trabajo se demostré
que el tratamiento con RT disminuye
significativamente, tanto el peso del rinén
como el contenido de proteinas totales en
rata con diabetes inducida por la ETZ, lo que
apoya aun mas el papel renoprotector de la

Tabla I
Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) (10 mg/kg/dia) sobre el peso (q)
de los rifiones y la sintesis de proteinas en la corteza renal de las ratas sanas (control) y con diabetes
inducida por la estreptozotocina (ETZ) al dfa 28 de tratamiento.

CONTROL ETZ RT ETZ+RT
Peso de los rinones
(Q) 0,329 += 0,02 0,424 = 0,02* 0,310 £ 0,01 0,35 = 0,01*
Proteinas Totales
(mg/g corteza renal) 1,22 + 0,12 2,26 = 0,25 1,19 = 0,12 1,61 = 0,08*%#

Los valores se muestran como la media + E.E.M. *p<0,05 y**p<0,01 con respecto al control. #p<0,05 con respecto

al grupo ETZ. n=5.
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Figura 1. A. Efecto del extracto acuoso de la raiz de Ruellia tuberosa L. (RT) (10 mg/kg/dia)
sobre el contenido de coldgeno I en el rindn de las ratas sanas (control) y con diabetes inducida
por la estreptozotocina (ETZ), al dia 28 de tratamiento. Los valores se muestran como la media +
E.E.M. *p<0,05 con respecto al control. #p<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=4 por grupo. B. Foto
representativa de microscopia 6ptica del colageno I. Las flechas indican la tincién del coldgeno I
por el tricrdmico de Masson (en verde) al60x (Con permiso de Ciangherotti y col., 2013).

RT. Por lo tanto, en el modelo de diabetes en
ratas, se demuestra los efectos terapéuticos
de RT en la proteccion de la funcion renal y
la prevencion de la fibrosis renal. Hay que
destacar que el extracto de la R. tuberosa
mostré no solamente que es capaz de
disminuir los altos niveles de glucosa,
sino también abolir o disminuir otros
signos clinicos de la diabetes tales como,
la pérdida de peso corporal, la proteinuria,
el incremento de la diuresis, entre otros;
un aspecto importante que relaciona
a esta especie con otras con actividad
antidiabéticas, capacidad antioxidante,
lo cual esta vinculado con sus actividades
hipoglicemiantes y antihiperglicemiantes
(Okyary col., 2001; Chaturvediy col., 2010;

Okoliy col., 2011; Ciangherottiy col., 2013,
2016), guardando relacion de esta manera
con las observaciones de Seyer-Hansen
(1976) con respecto a la proporcionalidad
de la hiperglicemia con el dano renal.

La respuesta al estrés oxidativo ha sido
considerada como uno de los mecanismos
subyacentes mas importantes en el
desarrollo y progresion de ND (Evans y
col., 2002). Al respecto, Ciangherotti y col.
(2013) demostraron en estudios previos
en tejido renal de ratas con ND, que RT
presenta actividad antioxidante, ya que fue
capaz de disminuir y/o revertir la alteracion
de los marcadores del dano renal inducido
por la hiperglicemia. Igualmente, RT
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contrarresto la disminucion de la actividad
de la CAT, la SOD, la GPx y la GR inducida
por la glucosa in vivo. La restauracion de
la actividad de las enzimas antioxidantes
es considerada actualmente como una
estrategia en la prevencion o tratamiento
de la ND, de manera interesante. Kuo y col.
(2015) demostraron que el tratamiento con
SOD recombinante humana de ratas con
diabetes inducida por la ETZ fue capaz de
disminuir la ND a través de la inhibicion de
la via EROs/ERK1/2. Por lo tanto, el perfil
como antioxidante de RT, incluyendo el
mejoramiento del estatus de las enzimas
antioxidantes, también podria estar
relacionado con la inhibicion de la fibrosis y
la nefropatia, tal como ha sido descrito para
otros importantes antioxidantes tales como:
el tempol y el tiron (Xia y col., 2006), cuyo

efecto nefroprotector es atribuido, en gran
parte, a la disminucion de la expresion del
TGF-F1 en las ratas con diabetes inducida
por la ETZ (Luan y col., 2012).

Existe evidencia que indica que la
activacion de la via de senalizacion
TGF-p/ SMAD y MAPK ocurre en ratas
con diabetes y estrés oxidativo renal
(Xu y col., 2017). La activaciéon de estas
vias especificas resulta clave para la
expresion y secrecion de diversos factores
inflamatorios y factores de crecimiento,
que promueven aun mas la deposicion de
la MEC, proliferacion del miofibroblasto
y secrecion de MEC, reacciones que
eventualmente producen fibrosis renal
en las ratas con ND (Ding y col., 2011; LV
y col., 2011). Nuestros hallazgos previos
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Figura 2. El panel superior muestra los resultados de los inmunoblot analizados e incubados con
anticuerpos contra p-ERK y ERK. Los gréficos de barras muestran la activacién de las ERK expresadas
como relacién fosfo-ERK/ERK (izquierda) y % sobre control (derecha), en la corteza renal de ratas control
y con diabetes inducida por la estreptozotocina (ETZ) tratadas con el extracto acuoso de la raiz de Ruellia
tuberosa (RT). *p<0,05 con respecto al grupo control (C). #p<0,05 con respecto al grupo ETZ. N=4.
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(Ciangherotti y col., 2018 y el presente
trabajo demuestran que la administracion
de RT reduce drasticamente la expresion
de TGF-g, la fosforilacion de las ERK y la
via de senalizacion de NF-KB, en tejidos
renales. Lo que indica que mecanismos
multicomponente y multidireccional
suprimen la via de senalizacion TGF-pg/
MAPK/NF-kB y posiblemente a través del
control de la generacion de EROs.

La hiperglicemia o el estrés oxidativo
activa la cascada MAPK a través de la
estimulacion de ANG II (Tsiani y col.,
2002). Se ha demostrado que las ERK1/2
se activan por estrés oxidativo en una
variedad de tipos de células que incluyen
células mesangiales (Wilmer y col., 1997).
La activacion de las ERK1/2 es parcialmente
responsable de la sintesis de proteinas
mediada por ANG II, que es un paso crucial
en hipertrofia renal. Ademas, las ERK1/2
estan involucradas en la sobre-expresion
de la fibronectina y la fibrosis en las células
mesangiales del peritoneo humano y
(Kiribayashi y col., 2004). Asi, Suzuki y
col. (2004) en fibroblastos NRK en cultivo
expuestos a alta glucosa, demostraron que
se produce la activacion de la MAPK p38
inducida por TGF-B. Aun mas, Cheny col.
(2013) indican que la exposicion in vivo
a fluctuaciones de glucosa sanguinea en
ratones diabéticos acelera la fibrosis renal
incrementando la produccion de colageno
e inhibiendo su degradacion, en ambos
casos tanto la ERK/MAPK como la via de
senalizacion TGF-B/SMAD parecen jugar
un papel importante. Estos hallazgos se
apoyan en los experimentos de Polhill y
col. (2005), quienes demostraron que la
exposicion a concentraciones fluctuantes
de glucosa incrementa la fibrogénesis
intersticial renal. Los autores sugieren que
el aumento de la activacién de la MAPK p38

podria contribuir a la alteracion del fenotipo
del fibroblasto que lleve a la ND progresiva.

El RT podria estar ejerciendo sus efectos
protectores a través del decremento de la
via de senalizacion DAG/PKC/MAPK/NF-kB.
Esto se apoya en los presentes hallazgos
en los que se muestra al extracto RT como
inhibidor de la fosforilacion de las ERK de
la corteza renal (presente resultados), asi
como la expresion del NF-kB inducida por
el PMA, un activador de la PKC, en células
HeLa en cultivo (Cianguerotti y col., 2018).
Yang y col. (2008) demostraron que las
altas concentraciones de glucosa inducen
la expresion y la activacion del NF-xB en las
células del endotelio glomerular en cultivo,
lo cual fue asociado a la fosforilacion del
Ik-Ba (proteina inhibidora especifica del
NF-xB) inducida por la activacién de la PKC
y la subsiguiente formacion de las EROs.

Recientemente, Roosdiana y col. (2020)
dejaron establecido un blanco de accion
del extracto hidroalcohdlico de R. tuberosa
en cuanto a la nefroproteccion en ratas
con diabetes inducida por la ETZ, en
donde no solo hubo una disminuciéon del
estrés oxidativo, lo cual apoya nuestros
estudios, sino también una disminucion
de la expresion de TNF-a luego de 21 dias
de tratamiento con este extracto. Cabe
destacar que el incremento de TNF-a y su
senalizacion ha sido bien establecido como
un evento mediador de la ND (Navarro-
Gonzalez y col., 2009). Cabe destacar
que ambos tipo de extractos de raiz, el
acuoso y el hidroalcohdlico, tienen varios
constituyentes quimicos en comun.

En conjunto, es probable que el RT,
a través de su capacidad de disminuir el
estrés oxidativo, proteja al rinén del dano
glucotoxico al inhibir el aumento de la
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expresion del NF-kB y la fosforilacion de
las MAPKs en la diabetes. Esta idea es
consistente con la evidencia que senala al
RT como un potente antiinflamatorio en
el modelo del edema de la pata de la rata
inducido por la carragenina (Pastorello y
col., 2012), modelo de inflamacion ligado
al aumento de la senalizacion del NF-xB
(Huang y col., 2012).

En conclusion, los hallazgos permiten
establecer al RT como un extracto con efecto
protector sobre el dano renal en la diabetes
in vivo, a través de un mecanismo que
involucra la disminucién de la glicemia, del
estrés oxidativo, y de la via de senalizacion
de la PKC-NF-kB y la fosforilacion de las
ERK1/2. Estos resultados, contribuyen al
conocimiento acerca de las bases de los
efectos farmacologicos de la especie R.
tuberosa L., asi como a la validacion de su
uso tradicional,
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Efecto del resveratrol sobre el factor
de crecimiento transformante 3 sérico
en la aterosclerosis

Effect of resveratrol on serum transforming growth
factor-f in atherosclerosis

Tk

Jessika JMENEZ", JuLio Cesar QonzALez!2™, Lericia FIGUEIRA

Resumen

El factor de crecimiento transformante  (TGF-f) esta involucrado en la fisiopatologia de la aterosclerosis.
El resveratrol es un polifenol que ha mostrado tener propiedades antiaterogénicas gracias a sus efectos
antiinflamatorios y antioxidantes. En el presente estudio se evalu6 el efecto del resveratrol sobre los
niveles séricos del TGF-B, la formacién y evolucion de la placa de ateroma en conejos machos de la raza
Nueva Zelanda sometidos a una dieta enriquecida con colesterol. Para ello 48 conejos fueron divididos en
4 grupos. Grupo 1 (control): Conejarina. Grupo 2: Conejarina suplementada con 0,5% colesterol. Grupo 3
(control resveratrol): Conejarina y resveratrol (2mg/Kg/dia). Grupo 4: Conejarina suplementada con 0,5%
colesterol y resveratrol, durante 12 semanas. Se realizaron determinaciones de lipidos séricos y del TGF-§
en la 0, 6ta y 12ma semana de experimentacion. La mitad de los conejos fueron sacrificados a la 6ta y el
resto a la 12ma semana y se realizd estudio histolégico de su aorta. Se encontré un aumento significativo
de la concentraciéon de TGF-B y del perfil lipidico en los grupos 2 y 4 con respecto a los grupos 1y 3 desde
la 6ta semana de experimentacién. En la 6ta y 12ma semana se evidencié una disminucién de los niveles
de TGF-B en el grupo 4 con respecto al grupo 2. El tratamiento con resveratrol disminuy6 la formaciéon
de ateromas. En conclusion, el TGF-B constituye un marcador temprano no invasivo de aterosclerosis.
Asimismo, la suplementacién oral con resveratrol ejercié efectos antiinflamatorios y antiateroscleréticos.

Palabras clave: Factor de crecimiento transformante B, resveratrol, aterosclerosis, inflamacién

Abstract

The transforming growth factor-f (TGF-f) is involved in atherosclerosis. Resveratrol is a polyphenol and has
anti-inflammatory and antiatherogenic actions. We evaluated the effect of resveratrol on serum concentrations
of TGF-B during the progression and evolution of atherosclerosis in rabbits fed with a cholesterol diet. 48
New Zealand white male rabbits were randomly divided into four groups that received for 12 weeks: Group 1
(control): Standard diet (commercial rabbit food). Group 2: Cholesterol diet (0.5% cholesterol). Group 3 (control
resveratrol): Standard diet (commercial rabbit food) and resveratrol (2mg/Kg). Group 4: Cholesterol diet (0.5%
cholesterol) and resveratrol (2mg/Kg). Blood samples of overnight-fasted rabbits were collected on basal,
sixth, and twelfth weeks, and the concentration of lipid profile and TGF-§ were determined. Half of the animals
were sacrificed on the sixth or twelfth week, and the aorta was dissected for histological studies. Our findings
demonstrated that the TGF-f levels were significantly higher in Groups 2 and 4 than groups 1 and 3, respectively
since the 6th week. Resveratrol treatment reversed the increased levels of TGF-f induced by the cholesterol diet
since the 6th week. Supplementation of resveratrol diminished the formation of atherosclerotic lesions. These
results support that serum TGF-f levels are early markers of atherosclerosis. Likewise, oral supplementation
of resveratrol may induce anti-atherosclerotic effects depending on its anti-inflammatory properties.

Keywords: Transforming growth factor—f, resveratrol, atherosclerosis, inflammation
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RESVERATROL SOBRE EL FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE B SERICO Y ATEROSCLEROSIS

Introduccion

La aterosclerosis es una enfermedad
inflamatoria crénica, sistémica, de etiologia
multifactorial y progresiva, que se caracteriza
por el engrosamiento de la capa intima
arterial con pérdida de la elasticidad de
las arterias de mediano y gran calibre, y en
cuya génesis estan involucrados factores
genéticos y habitos de vida (Didac y col.,
2020; Shafi, 2020).

El factor de crecimiento transformante
B (TGF-B) es una citocina de 25 KDa que
regula una gran cantidad de actividades
biologicas como la proliferacion, migracion
y apoptosis en diferentes tipos celulares
(Suenagay col., 2008); entre sus funciones
destaca su papel en el mantenimiento de la
estructura normal de la pared de los vasos
sanguineos; por lo que se le ha relacionado
con sindromes cardiovasculares; sin
embargo, el papel del TGF- en el desarrollo
de la aterosclerosis es complejo y no esta
completamente esclarecido (Grainger,
2007); pues por un lado, existe evidencia
que apoyan la hipo6tesis de su accion
protectora, considerando que es un factor
antiaterogénico y estabilizador de la
placa de ateroma; pero por otro lado, se
ha senalado que el TGF-B ejerce efectos
proinflamatorios y proaterogénicos (Dabek
y col., 2006; Yu y col., 2019).

De igual manera, hallazgos
experimentales han permitido conocer
que el estrés oxidativo juega un papel
muy importante en la patogénesis de la
aterosclerosis (Figueira y col., 2008A;
2008B; 2010; Dubois-Deruy y col., 2020);
sin embargo no se conoce si el estrés
oxidativo es un evento primario que ocurre
temprano en la enfermedad o si representa
un fendmeno secundario que refleja dano
en el tejido; en este sentido, actualmente

las terapias inmunomoduladoras y
antioxidantes estan emergiendo como
una alternativa atractiva y con resultados
alentadores para el tratamiento de la
aterosclerosis (Mathew y Pennathur, 2014).

El resveratrol es un polifenol presente
en varios frutos que forman parte de la
dieta humana, principalmente en la piel
de las uvas y en el vino tinto (Figueira,
2010). Diferentes evidencias indican
que el resveratrol podria ser beneficioso
para prevenir el inicio y progresion de la
aterosclerosis, pues disminuye el estrés
oxidativo inhibiendo la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ERO),
disminuyendo la peroxidacion lipidica;
protege al sistema cardiovascular inhibiendo
varios procesos fisiolégicos como la
oxidaciéon de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), la agregacion plaquetaria
y la proliferacion celular (Labinskyy y col.,
2006; Figueira, 2010; Zhou y col., 2019).
No obstante, se desconoce su efecto
sobre el TGF-B y su evolucion a lo largo
del proceso aterogénico; sin embargo,
se ha planteado que el resveratrol podria
modular la produccién y expresion del
TGF-B (Suenaga y col., 2008). En vista
de ello, en el presente estudio se evalud
el efecto del resveratrol sobre los niveles
séricos del TGF-B y su evolucion en el
tiempo en conegjos alimentados con una
dieta enriquecida con colesterol.

Materiales y métodos

ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y DISENO
EXPERIMENTAL

Se emplearon 48 conejos machos de
la raza Nueva Zelanda de 12 semanas
de edad con un peso entre 1.200 a
1.300 gramos, provenientes del Bioterio
del Instituto de Higiene “Rafael Rangel”
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(Caracas, Venezuela). Los animales fueron
mantenidos en jaulas a temperatura
ambiente (25 *+ 1 °C) con ciclos de 12 horas
luz/oscuridad. Después de una semana de
ambientacion en el Bioterio Experimental
de la Universidad de Carabobo (Valencia,
Venezuela), los conejos fueron divididos
aleatoriamente en 4 grupos de 12 conejos
cada uno, organizados de la siguiente
manera: Grupo 1 (Control): Los cuales fueron
alimentados diariamente con conejarina
comercial (Protinal, Venezuela). Grupo 2
(Colesterol): Alimentados diariamente con
conejarina comercial suplementada con
0,5% p/p de colesterol. Grupo 3 (Control-
resveratrol): Alimentados diariamente con
conejarina comercial y suplementados
con resveratrol (2mg/Kg de peso corporal,
via oral). Grupo 4 (Colesterol-resveratrol):
Alimentados diariamente con conejarina
comercial suplementada con 0,5% p/p de
colesterol y resveratrol (2mg/Kg de peso
corporal, via oral).

La dosis de resveratrol se selecciono
con base en estudios in vivo en conegjos
(Matos y col., 2012; Gonzalez y col., 2018;
Figueira y Gonzalez, 2018; 2019; 2020),
en los cuales el resveratrol posee efectos
bioloégicos a dosis de 2 mg/Kg por via
oral. El resveratrol (3,5,4 - trihidroxi-trans-
estilbeno) administrado a los conejos fue
de origen natural (Sigma Aldrich). Todos
los conejos consumieron agua a libre
demanda. El periodo experimental tuvo una
duracion de doce semanas. Los conejos
fueron pesados antes, durante y después
de la experimentacién. Los experimentos
fueron aprobados por el comité de Bioética,
y siguieron las buenas practicas para el
manejo de animales de laboratorio del
Consejo Nacional de Investigacion del
manejo de animales de Laboratorio (Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals

National Research Council (US) Committee
for the Update of the Quide for the Care
and Use of Laboratory Animals, 201 1).

ANALISIS QUIMICO DE LOS ALIMENTOS

Conejarina comercial (Protinal,
Venezuela): Maiz, sorgo, afrechillo de
trigo, harinas de maiz, ajonjoli, algodon,
girasol y soya, concha de arroz, bagacillo
de cana, pasto deshidratado, melaza,
grasa estabilizada, carbonato y fosfato
de calcio, sal, minerales “trazas” (cobalto,
cobre, hierro, manganeso, yodo y zinc)
suplementos de las vitaminas A, B2, B12,
C, D3, E, acido pantoténico y niacina,
antioxidante, suplemento antibiotico y
anticoccidial. Proteina cruda 12%, grasa
cruda 1%, fibra cruda 20%, extracto libre
de nitréogeno 42%.

Dieta hipercolesterolémica: La
administracion de colesterol mediante el
enriquecimiento de una dieta estandar se
realiz6 de acuerdo con el método descrito
en los modelos animales de aterosclerosis
inducida por la dieta (Rasmusen y col.,
2007); la cual se prepar6 disolviendo el
colesterol en etil-éter y etanol absoluto, y
cubriendo con esta mezcla los granos de
la conejarina en una relacion de 0,5 g de
colesterol por cada 100 g de alimento y se
dejo secar hasta la evaporacion completa
de los solventes por 24 horas.

Procedimiento experimental

Determinaciones bioquimicas: Las
muestras de sangre fueron extraidas
por puncion intracardiaca a todos los
conejos previo ayuno de 14 horas en
las semanas O, 6ta y 12ma, utilizando
tubos sin anticoagulante. Posteriormente,
las muestras previamente mantenidas
en frio se centrifugaron a 3.000 rpm
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durante 15 minutos y el suero obtenido
fue conservado en congelacion a -70°C
hasta el momento del procesamiento.
Se realizaron determinaciones séricas
de colesterol total (CT) y triglicéridos
(TG) por métodos enzimaticos (Wiener
Lab, Argentina). La determinacion del
colesterol asociado a las lipoproteinas
de alta densidad (c-HDL) y asociado a las
lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) se
realizaron por precipitacion y posterior
determinacion enzimatica (Wiener Lab,
Argentina). Las concentraciones séricas
de TGF-f fueron determinadas por ensayo
inmunoenzimatico (NeoBiolab, Cambridge,
Massachusetts, USA).

Sacrificio de los animales. Preparacion
de tejidos y tipificacion histologica de las
lesiones ateroscleroéticas: A la 6ta semanay
al final del estudio la mitad de los animales
de cada grupo fueron sacrificados por
dislocacion cervical; posteriormente se
procedié a realizar la autopsia de dichos
animales, extrayendo la arteria aorta para
ser examinada. Las muestras de tejido
extraidas fueron fijadas en formaldehido al
10 % en PBS durante 24 horas y procesadas
segun la técnica de rutina y posteriormente
tenidas con hematoxilina — eosina, para
luego ser observados por microscopia
de luz. Las lesiones fueron tipificadas de
acuerdo con la clasificacion de la American
Heart Association (Stary y col., 1995).

ANALISIS DE LOS DATOS

Se calculé promedio y desviacion
estandar para las variables estudiadas.
Se realiz6é las pruebas de normalidad
de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnoy,
Jarque-Bera. Se empled el analisis de
Kruskall-Wallis con analisis post hoc
mediante la prueba de U- de Mann-Whitney
sobre cada par de grupos. Se emple6 la

correlacion de Spearman para relacionar
la TGF-B con las variables del estudio. Se
considero significativo p<0,05. Se utiliz6 el
programa GraphPad Prism version 5.

Resultados
PERFIL LIPIDICO DE LOS CONEJOS

EnlaTablal seresumelas concentraciones
de los lipidos séricos de los conegjos. No se
observaron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de CT,
c-HDL, c-LDL y TG basales entre los grupos
de conegjos en estudio. El CT, c-HDL, c-LDL
y TG en los grupos 1y 3 permanecieron sin
cambios significativos a lo largo del estudio.
Se apreci6é un aumento significativo en la
concentracion de CT, c-HDL, c-LDL y TG
en el grupo 2 y en el grupo 4 con respecto
a sus respectivos controles (grupo 1y 3,
respectivamente) (p<0,0001). Para los
grupos 2 y 4 las concentraciones de los
lipidos séricos variaron desde el inicio hasta
el final del experimento (p<0,0001).

CONCENTRACIONES SERICAS DE TGF-j

Como se puede apreciar en la Figura 1, no
se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones
séricas basales de TGF-f entre los grupos
de conegjos sujetos a estudio. El TGF-3
en los grupos 1 y 3 permanecieron sin
cambios a lo largo del experimento; por
su parte, en los grupos 2 y 4 variaron a
lo largo del estudio (p<0,0001). Por otra
parte, en la sexta semana y al final del
experimento las concentraciones séricas de
TGF-B aumentaron en los grupos 2 y 4 con
respecto a los grupos 1y 3, respectivamente
(p<0,005). Sin embargo, en la 6ta y 12ma
semana se evidencidé una disminuciéon
significativa de la concentracion de TGF-3 en
el grupo 4 con respecto al grupo 2 (p<0,005).
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Tabla I
Lipidos séricos de los conejos sujetos a estudio

Basal
Grupo 1 73 + 12 37+ 8 34 + 8 74 + 14
Grupo 2 69 + 10 42 + 7 31+ 7 79 + 15
Grupo 3 68 + 11 38+ 8 35+ 7 81 + 17
Grupo 4 75 + 13 44 + 7 37+ 9 84 + 12
6ta semana
Grupo 1 84 + 15 45 + 10 W ap ©) 84 + 13
Grupo 2 597 + 110° 520 + 81" 67 + 14" 181 + 58"
Grupo 3 87 + 19 414+9 38 + 12 88 + 17
Grupo 4 616 + 157 501 + 98* 61 + 10* 207 + 73*
12ma semana
Grupo 1 79 + 13 47 +9 39+ 8 82 + 10
Grupo 2 1010 + 221° 810 + 91" 95 + 42° 308 + 95°
Grupo 3 84 +17 48 + 10 40 + 11 74 + 18
Grupo 4 1158 + 217* 871 + 86* 89 + 617 344 + 72%
Valores p
Grupo 1 0,9641 0,9481 0,9715 0,8468
Grupo 2 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Grupo 3 0,3630 0,6174 0,4182 0,2485
Grupo 4 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Los resultados fueron expresados como la media + desviacién estandar de la media.

Significativo p<0,05

*= Comparacioén con respecto al grupo 1.
#= Comparacién con respecto al grupo 3.
p= Comparacién con respecto al basal.

En la Tabla Il se muestra el analisis
de Spearman de las correlaciones entre
la concentracion de TGF-f con el perfil
lipidico, evidenciando correlacion positiva
significativa entre las variables (p<0,0001).

ANALISIS HISTOLOGICO DE LA AORTA

En la Tabla Il se presenta la distribucién
de los conejos segun el maximo grado
de ateroma encontrado en los cortes de
aorta. Ningun conejo de los grupos 1y 3
presentaron lesiones ateroscleréticas a lo
largo del estudio. Por su parte, todos los
conejos del grupo 2 presentaron lesiones
de grado variable a lo largo del estudio. En

el grupo 4, algunos conejos no presentaron
lesiones y otros evidenciaron lesiones de
grado variable (Figura 2).

Discusion

La aterosclerosis es una enfermedad
inflamatoria crénica que involucra al
sistema inmunolégico y al estrés oxidativo,
que esta caracterizada por la acumulacion
de lipidos oxidados en la pared arterial y
la infiltracion de células inmunologicas y
células musculares lisas (CML) (Frutkin y
col., 2009; Didac y col., 2020); las cuales
son moduladas por citocinas y factores
de crecimiento. En este sentido, el TGF-3
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Figura 1. Efecto del resveratrol sobre las concentraciones sérica de TGF-f en los conejos
sujetos a experimentacion en la semana 0, 62y 12™, Los resultados fueron expresados como
la media + desviacion estdndar de la media (n=12 basal y 6% semana; n=6 en la 12™ semana).
*p<0,0050 ws. grupo control (Grupo 1). *p<0,0050 vs. control resveratrol (Grupo 3). p<0,005

vs. Grupo 2. ¢p<0,0001 vs. su respectivo valor basal.

ha demostrado estar involucrado en la
patogénesis de esta enfermedad; ya que es
una citocina pleiotropica cuyo efecto sobre
el sistema cardiovascular es ambiguo; por
un lado, existe evidencias que apoyan su
accion protectora, considerando que es
un factor antiaterogénico y estabilizador
de la placa de ateroma; pero, por otro
lado, se ha senalado que ejerce efectos
proinflamatorios y proaterogénicos (Dabek
y col., 2006).

Tabla II
Andlisis de la correlacién de Spearman entre las
concentraciones de TGF-f y el perfil lipidico

TGF-B & CT 0,6351 0,0001
TGF-B8 & c-LDL 0,5738 0,0001
TGF-B & c-HDL 0,6482 0,0001

TGF-f & TG 0,7380 0,0001

c-HDL: Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad, c-LDL:
Colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad, CT: Colesterol
total, TG: Triglicéridos. TGF-B: Factor de crecimiento transformante B

2009). En este
sentido, el TGF-f
se ha considerado
Ccomo una citocina
antiaterogénica y
protectora, debido
a que inhibe la proliferacion y migracion
de las CML, leucocitos y la expresion
de moléculas de adhesion endotelial
vascular (Ulucay y col., 2015). En relacion
con esto, varios estudios en ratones
hiperlipidémicos describen al TGF-§ como
una citocina antiaterogénica que limita la
aterosclerosis, principalmente a través de
efectos inmunosupresores (Mallat y col.,
2001; Lutgens y col., 2002; Gojova y col.,
2003; Robertson y col., 2003; Frutkin y
col., 2009). Por otra parte, estudios en
animales sugieren que el TGF-f podria
acelerar la aterosclerosis, aumentando
la acumulacion de la matriz extracelular
vascular y estimulando la produccién
de proteoglicanos, con el consecuente
incremento en la retencion de lipoproteinas
en la pared vascular (O Brien y col., 1998;
Schulick y col., 1998; Mallat y col., 2001;
Little y col., 2002; Ulucay y col., 2015;
Agarwal y col., 2015; Cheng y col., 2019).
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Tabla 3
Distribucién de los conejos segtin el maximo grado de ateroma encontrado en
los cortes de aorta. Datos presentados como n (%).

Grupo Sin ateroma Tipo 11 Tipo III Tipo IV Tipo V
Sexta semana
6 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
(0] 2 4 0 0 0}
(0%) (33%) (67%) (0%) (0%) (0%)
6 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
S 3 (0} 0 0 (0}
(50%) (50%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Duodécima semana
6 0 (0} 0 (0} (0}
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
0 o o 1 5 0
(0%) (0%) (0%) (17%) (83%) (0%)
6 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
2 2 1 1 0] 0
(33%) (33%) (17%) (17%) (0%) (0%)

Figura 2. Cortes histolégicos de las aortas de los conejos al final del estudio. Lesién tipo IV (Panel A). Se
observa en la intima arterial ciimulos de lipidos intracelulares y extracelulares en mayor extensién de un conejo
perteneciente al grupo 2. Lesién tipo Il (Panel B) de un conejo perteneciente al grupo 4. Se observa por un
cimulo de lipidos intracelulares y dispersos lipidos extracelulares. Tincion hematoxilina — eosina. 50X.
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En el presente estudio se evidencio que la
administracion de una dieta enriquecida con
colesterol ocasiono lesiones ateroscleroéticas
de grado intermedio y avanzado y un
incremento progresivo y significativo en
las concentraciones séricas de TGF-f
a partir de la sexta semana de estudio,
sugiriendo el papel de esta molécula desde
las primeras fases de la aterosclerosis,
pudiendo constituir un marcador temprano
no invasivo de la enfermedad. Diferentes
estudios apoyan el papel pro-aterogénico
del TGF-B; en efecto, la evidencia ha descrito
que el TGF-PB se asocia con un mayor riesgo
de incidencia de enfermedad arterial
periférica (Kanzaki y col., 1995; Agarwal
y col., 2015). Asimismo, experimentos
in vivo en conejos han mostrado que el
TGF-B1 estimula el engrosamiento de
la intima de las arterias después de la
denudacion vascular con catéter de balon,
lo cual sugiere la importancia del TGF-$1
en las primeras fases de la aterogénesis,
pues esta citocina es capaz de aumentar
la produccién de la matriz extracelular
por parte de las CML en la intima arterial,
e induce la formacién de una cicatriz
fibrosa, participando en el desarrollo de
la lesion aterosclerdtica (Kanzaki y col.,
1995). De hecho, Chen y col. (2019)
describieron que la senalizacion de la TGF-3
endotelial es una pieza fundamental en el
crecimiento de la placa aterosclerdtica,
y su bloqueo incrementa la expresion de
genes involucrados en la regulacion de la
permeabilidad vascular, conllevando una
reduccion de esta.

Es relevante senalar que la elevacion de
las concentraciones séricas de este marcador
de aterosclerosis se observo desde la sexta
semana de experimentacion, lo cual sugiere
que el TGF-B es un marcador temprano de
aterosclerosis, pues interviene en el inicio y

progresion de esta enfermedad; ya que esta
citocina posee propiedades proinflamatorias
y proaterogénicas bien descritas, actuando
desde las etapas iniciales de la aterogénesis;
pues desempena un importante papel en
la retencion de lipidos y en el consecuente
desarrollo de las lesiones ateroscleroéticas
(Little y col., 2002); ya que es capaz de
aumentar la sintesis de proteoglicanos
por las CML que se acumulan en las
regiones ricas en lipidos de las placas
aterosclerdticas, promoviendo la retencion
de lipoproteinas. Consecuentemente,
la agregacion de proteoglicanos puede
conducir a reducciones en el movimiento
transmural de las lipoproteinas, su
acumulacion en la pared del vaso y su
posterior modificacion quimica (Bobik y
col., 1999).

De igual manera, los hallazgos
encontrados en el presente estudio muestran
una asociacion positiva del TGF-$ con el
perfil lipidico en el grupo que consumié una
dieta hipercolesterolémica (Grupo 2), tal y
como ha sido reportado en otros estudios
(Zhou y col., 2009; Buday y col., 2010). De
hecho, Buday y col. (2010) demostraron
que el TGF-B causa disfuncion endotelial
a través del estrés oxidativo inducido
por la activacion de la NAD(P)H oxidasa
y la consecuente sobreproducciéon de
superoéxido vascular en un modelo murino
de aterosclerosis; dicho hallazgo se asoci6
con el engrosamiento de la pared aortica
y con la formacion de placa aterosclerética
agravada. Estos resultados pueden
proporcionar un mecanismo que explica
la aterosclerosis acelerada en pacientes
con TGF-B1 elevado en suero. Por lo tanto,
los resultados obtenidos sugieren que el
incremento del TGF-f, acompanado del
aumento de la concentracion de los lipidos
séricos favorece el proceso aterosclerético
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y apuntan a que el TGF- sérico puede
constituir un marcador de riesgo y de
aterosclerosis. Asimismo, se sugiere
que el incremento de la concentracion
de los lipidos séricos puede contribuir a
la instauracion del proceso inflamatorio
sistémico, lo cual se ve acompanado del
aumento del TGF-f, favoreciendo el proceso
ateroscleratico.

Asimismo, en la presente investigacion
se observo que, bajo nuestras condiciones
experimentales, la administracion de una
dieta enriquecida con colesterol durante
12 semanas fue capaz de ocasionar un
incremento en los lipidos séricos desde la
6ta semana de experimentacion, e indujo
lesiones de grado leve en las aortas de los
conejos; por su parte, la administracion de
la dieta hipercolesterolémica durante las
doce semanas, indujo la evolucion de las
lesiones a un grado intermedio y avanzado.
En este sentido, diferentes estudios han
indicado que el colesterol (0,5-2%) anadido
a la dieta ha demostrado que provoca
hipercolesterolemia y posteriormente
el desarrollo de lesiones ateromatosas
(Roth y col., 1983). En cuanto a los niveles
de triglicéridos, diversos estudios han
reportado que los mismos incrementan o
permanecen iguales tras la administracion
de una dieta hipercolesterolémica (Camejo
y col., 1973; Stange y col., 1975; Kushwaha
y col., 1978; Roth y col., 1983; Zhangy col.,
2002; De Castro y col., 2009; Sun y col.,
2013; Tanko y col., 2016). En este sentido,
la hipertriglicéridemia resultante tras la
administracion de una dieta enriquecida en
colesterol, puede ser debida al incremento
de su sintesis o a la disminuciéon del
catabolismo de lipoproteinas ricas en
triglicéridos, lo cual influye directamente en
la composicion y metabolismo de las LDL y
HDL (Adekunle y col., 2013). Asimismo, la

lipidemia observada tras la administracion
del colesterol puede ser el resultado del
incremento de la masa adiposa visceral, 1o
cual causa una alteracion en el metabolismo
de los lipidos y consecuentemente resulta
en un incremento en los acidos grasos
circulantes, los cuales son potentes
inductores de estrés oxidativo (Tanko y
col., 2016).

El resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno)
es un polifenol natural con propiedades
antioxidantes potentes, el cual esta presente
en frutos como las moras y los arandanos,
pero principalmente, en la uva y en el vino
tinto. Sus propiedades in vitro han sido
ampliamente estudiadas, entre ellas cabe
destacar su actividad como anticancerigeno,
antiagregante plaquetario, antiinflamatorio
(Dobrydneva y col., 1999; Tseng y col.,
2011). En cuanto a sus propiedades in vivo,
su actividad no esta del todo esclarecida;
sin embargo, existen evidencias que
encuentran beneficios sobre el sistema
cardiovascular (Baury col., 2006; Agarwal y
Baur, 2011; Timmersy col., 2011; Gambini
y col., 2013).

En el presente estudio se demostro,
por primera vez, que la suplementacion de
resveratrol disminuyo las concentraciones
séricas del TGF-B durante la aterosclerosis
y ocasiond una disminucién en la
formacion de lesiones aterosclerdéticas
en los conejos suplementados con este
polifenol a los que se les administré una
dieta hipercolesterolémica; sugiriendo que,
bajo nuestras condiciones experimentales
y de acuerdo a la dosis empleada, el
resveratrol tiene efectos antiinflamatorios
durante la aterosclerosis desde la sexta
semana de experimentacion. En relacion a
ello, diferentes estudios han demostrado
que el resveratrol puede modular las
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concentraciones y expresion del TGF-3; en
este sentido, Suenaga y col., (2008), refieren
que algunos de los efectos beneficiosos
del resveratrol podrian estar mediados en
parte por sus efectos sobre la expresion y
senalizacion del TGF-; ya que este polifenol
fue capaz de incrementar la transcripcion
del gen TGF-B2, incrementar su produccion
y activar la senalizacion TGF-/Smad en
la linea de células epiteliales de pulmoén
humano, A549. Asimismo, diversos estudios
senalan que el resveratrol es capaz de
disminuir la expresion del TGF-$ tanto in
vivo como in vitro (Chavez y col., 2008; He
y col., 2017; Qiaoy col., 2017; Ashrafizadeh
y col., 2020), inhibiendo la diferenciacion y
activacion de los miofibroblastos a través
de la supresion de la via ERO/ERK/TGF-/
periostina (Wu y col., 2016); e inhibiendo
la fibrosis y la expresion de TGF-f3 inducida
por la angiotensina Il y alta glucosa (Liu y
col., 2015).

De igual manera se ha descrito que
la administraciéon oral de resveratrol (10
mg/Kg/dia) fue capaz de disminuir la
expresion del TGF-B y la fibrosis en ratas a
las que se indujo cirrosis con tetracloruro
de carbono; sugiriendo que el resveratrol
posee efectos antifibroticos (Chavez y col.,
2008). Asimismo, Hey col. (2017), indicaron
que el resveratrol fue capaz de disminuir
la expresion de TGF- en un modelo de
prostatitis cronica en ratas, mejorando la
fibrosis y suprimiendo la via de senalizacion
TGF-B/Wnt/b-catenina. Por su parte, Arablou
y col. (2021) demostraron que el resveratrol
mejora la progresion de la endometriosis
mediante la disminucién de la expresion
del TGF-B y del factor de crecimiento
derivado del endotelio en células de
estroma endometrial. Asimismo, Qiaoy col.
(2017), demostraron una disminucién en
la expresion de TGF-B1, p38, fibronectina

y mejoria sobre los cambios histologicos
renales en ratas diabéticas tratadas con
resveratrol (20 mg/Kg/dia durante 4
semanas), y una disminucion en la expresion
de esta proteina y de la fibronectina en una
linea de células mesangiales tratadas con
resveratrol, sugiriendo que este polifenol
tiene propiedades renoprotectoras durante
la diabetes, pues fue capaz de disminuir el
dano al tejido posiblemente mediante una
inhibicion de la via de senalizacion p38/
MAPK/TGF-B1.

Por lo tanto, considerando que el
resveratrol fue capaz de disminuir las
concentraciones séricas del TGF-f3, el cual
ha demostrado estimular la sintesis de
proteoglicanos por las CML, promoviendo la
retencion de lipoproteinas y su acumulacion
en la pared del vaso y su posterior
modificacion quimica (Bobik y col., 1999),
eventos claves en la aterosclerosis; se
puede inferir que uno de los efectos
antiaterogénicos del resveratrol se deba a la
disminucion en la secrecion de esta citocina
in vivo durante la aterosclerosis; lo cual
podria contribuir a disminuir la acumulacion
de lipoproteinas en la intima arterial, pues
dicho efecto estuvo acompanado en una
disminucion en la formaciéon y severidad
de las lesiones ateroscleroticas, tal y como
se ha demostrado previamente (Gonzalez
y col., 2018; Figueira y Gonzalez, 2018;
2019; 2020). Es relevante senalar que el
efecto del resveratrol sobre los niveles
del TGF-B se observo en los conejos a los
que se le indujo la aterosclerosis con una
dieta hipercolesterolémica, lo cual indica
la necesidad de un ambiente “estimulado”
o inflamado, tal y como se ha apreciado in
vitro (Buttari y col., 2014).

Hasta ahora, algunos estudios han
indicado que el resveratrol mejora el
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perfil lipidico y el metabolismo de las
lipoproteinas en ratones sometidos a dieta
hipercolesterolémica (Ramprasath y Jones,
2010; G6cmeny col., 2011; Xiey col., 2014).
Sin embargo, otros estudios experimentales
y clinicos no han demostrado un efecto
favorecedor del resveratrol sobre el perfil
lipidico (Matos y col., 2012; Faghihzadeh y
col., 2015; Gonzalez y col., 2018; Figueiray
col., 2018; 2019; 2020); dichos resultados
coinciden con los obtenidos en el presente
estudio. Por lo tanto, la ausencia del
efecto hipolipemiante encontrado en la
presente investigacion podria obedecer
a la acumulacion de lipidos exégenos
provenientes de la dieta, ya que los conejos
no pueden incrementar la excrecion de
esteroles (Kolodgie y col., 1996). Sin
embargo, a pesar de que la suplementacion
del resveratrol no tuvo efecto sobre los
lipidos séricos, fue capaz de reducir la
formacion y progresion de la aterosclerosis,
inducida por la dieta hipercolesterolémica
desde la sexta semana de estudio; dicho
efecto del resveratrol ha sido senalado
previamente, pues Matos y col. (2012)
demostraron que la suplementacion con
resveratrol (2 mg/Kg/dia) en conejos
expuestos a una dieta hipercolesterolémica
durante 56 dias, inhibio la progresion de la
lesion ateroscleroética hacia un fenotipo mas
grave y disminuyo el area de la intima y la
relacion intima/media. Igualmente, otros
estudios como el de Meng y col. (2014)
han evidenciado que la suplementacion
con resveratrol en ratas que recibieron
dieta aterogénica, inhibi6 el avance de
la lesion aterosclerética. Por lo tanto, el
efecto antiaterogénico del resveratrol
encontrado en el presente estudio, pudo
ser dependiente de sus propiedades
antiinflamatorias; pues su suplementacion
fue capaz de disminuir las concentraciones
séricas del TGF-.

En conclusién, de acuerdo con los
resultados obtenidos y bajo nuestras
condiciones experimentales, se sugiere que
el TGF-B es un marcador sérico, temprano,
no invasivo de aterosclerosis; reafirmando
su importante papel en la fisiopatologia de la
aterosclerosis, por lo que su cuantificacion
en sangre podria proporcionar informacion
util dentro del protocolo diagndéstico
de la aterosclerosis. Por otra parte, se
observé que la suplementacion oral con
resveratrol ejercio efectos antiinflamatorios
y antiateroscleréticos, pues disminuy6
los niveles séricos del TGF-§, y redujo
la formacién y evolucion de las lesiones
ateroscleroéticas, sugiriendo que la
administracion de este polifenol podria ser
beneficioso para prevenir la aterosclerosis.
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Educacion en Odontologia:
Del paleolitico a la pandemia por coronavirus

Education in dentistry:
From the paleolithic to the coronavirus pandemic

MARIA MARGARITA SALAZAR-BOOKAMAN

La educacion en odontologia no es facil.
Requiere instalaciones especializadas,
laboratorios preclinicos y centros de
simulacion, practica de clinica intramural,
y literatura especializada, entre otros
elementos. La duracion de los estudios
varia segun el pais. En América Latina
puede ir de 4 anos a 7 anos. En Venezuela
son 5 y en Republica Dominicana son 7
anos. La evolucion de esta disciplina no
obedece a un continuum, a su desarrollo
han contribuido varios ramales que
resultan en la ensenanza de la odontologia
moderna.

Sin querer ser un historiador de la
odontologia, para hablar de la evolucion
€s necesario mencionar que esta historia
se remonta a la época Paleolitica cuando
el llamado dentista practico aprendia
por ensayo y error. Las intervenciones
dentales iniciales parten de 13000 anos de
la Era Paleolitica Superior Tardia en lo que
es hoy la Toscana, donde los arquedlogos
han descubierto varios dientes con signos
de manipulaciéon humana para aumentar
el tamano de la pulpa, y presencia de
fibras y bitumen. También hay evidencia
de la Era Neolitica Temprana de hace 7500
a 9000 anos de tumbas en Pakistan que

indican el uso de alguna forma de taladro
para remover tejido dental con caries.

Hasta el siglo XVI no habia ningun
texto dedicado exclusivamente a la
cavidad oral o a los dientes. Los textos
renombrados de Medicina antiguos y los
de la época medieval de autores como
Galeno de Pérgamo (también conocido
como el "Principe de los Médicos”) (ano
129 D.C.) o Avicena, médico y filosofo
islamico del siglo X, solamente hacian una
referencia muy ligera al tratamiento de
los problemas de la boca y de los dientes.
Sin embargo, en la época de Avicena el
libro que se referia mas precisamente a la
odontologia fue la Guia a la Medicina de
Abu Bakr Rabee Ibn Ahmad Al-Akhawyni
Bokhari (Al-Akhawyni Bokhari), un médico
persa y autor del Hidayat al-Muta" allemin
Fi al-Tibb, el documento mas antiguo en la
historia de la medicina tradicional irani, el
cual contenia dos capitulos relacionados
con enfermedades bucales y dentales, un
capitulo sobre el dolor dental y otro sobre
el dolor bucal y su tratamiento (Matini,
1965).

En 1563, Bartolomeo Eustachio (1520-
1574), un importante anatomista y
médico del Renacimiento italiano, hizo
contribuciones muy significativas al
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EDUCACION EN ODONTOLOGIA

conocimiento de la anatomia y fisiologia
de la denticién, incluidas las primeras
descripciones de la estructura de la pulpa
dental y de la membrana periodontal.
Su tratado sobre los dientes Libellus de
Dentibus, fue traducido al inglés, e incluye
notables descripciones de la pulpa dental,
la membrana periodontal, el desarrollo
de ambos conjuntos de dientes a partir
de foliculos dentales, el nervio trigémino
y otras estructuras orales. Este libro
fue publicado de nuevo como parte de
Opuscula Anatomica (un pequeno estudio
anatémico), lo cual senté las bases para
la aparicion del primer texto referido a los
dientes (Shklar y Chernin, 2000).

Los diferentes paises tomaron diferentes
rutas para la profesionalizacién de la
odontologia. En Prusia, por ejemplo, el
Duque Frederick William, public6 un edicto
en 1685 que ordenaba a todos los dentistas
presentar un examen con una comision para
demostrar sus conocimientos. Algo similar
se produjo en Francia bajo el reinado de
Luis XIV en 1699, con tres maestros de la
cirugia en Paris, antes de poder llamarles
“expertos”. Luego, hubo mas restricciones 'y
en 1766 se exigia un periodo de 2-3 anos de
aprendizaje y los que participaban en esto
no podian ejercer otro tipo de actividades.

El término chirurgien-dentiste, o cirujano
dentista, fue acunado por primera vez por
Pierre Fauchard, un famoso dentista francés,
autor del Le chirurgien dentiste, una vision
exhaustiva de la odontologia. Este libro fue
publicado en 1728 y constituye un hito en
la historia de la educacion odontoldgica y
marca el comienzo de la odontologia como
una profesion especializada. Fauchard es
considerado el padre de la odontologia
moderna.

Dentro de los dos voliumenes del Cirujano
dentista se cubria todo lo del arte de la
odontologia para la época. Una “descripcion

de las relaciones y la mecanica de los
dientes, (...) la enfermedad de los dientes y
su conservacion”, junto con instrumentos,
opciones de tratamiento, y descripciones
de las patologias bucales y dentales tipicas.
Ademas, el libro contenia sus observaciones
profesionales de anos de practica en la
Marina Francesa y en otras ciudades con
el apoyo de famosos cientificos, médicos,
cirujanos y odontologos de la época. Esto
gener6 unas 40 publicaciones francesas en
los siguientes 50 anos.

Mientras que el entrenamiento era
necesario para la practica en esa época,
aun no se requeria una licencia. Esto
ocurrio en 1771, cuando Benjamin Frische
recibié permiso de la Facultad de Medicina
en la Universidad Christian Albrecht para
practicar la odontologia. Sucedio6 con varios
dentistas y de alli surgio la contratacion de
dentistas certificados para ensenar a los
estudiantes de medicina. En 1844, Samuel
Cartwright fue contratado como cirujano
dentista para el Hospital King's College.
Unico entre los hospitales londinenses,
fue fundado en 1829 especificamente para
entrenar estudiantes de medicina. En 1860,
Cartwright se convirtio en el primer profesor
de cirugia dental del Reino Unido. Hasta
ahora siempre esta la dependencia de la
Facultad de Medicina. Igual destino tenia la
Facultad de Farmacia.

Las primeras clases formales sobre
odontologia en Inglaterra fueron dadas
a estudiantes de medicina en 1799 en el
Guy’s Hospital en Londres. El profesor
era un dentista llamado Joseph Fox quien
en 1803 habia producido el tratado La
Historia Natural de los Dientes Humanos.
Por ese tiempo, en Alemania, el dentista
Karl Joseph Ringelmann se convirtié en
el primer profesor a quien se le permitid
ensenar odontologia en la Universidad
de Wurzburg, comenzando en 1825.
De nuevo, estas ensenanzas se dirigian
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exclusivamente a estudiantes de medicina,
quienes dgeneralmente realizaban trabajo
dental en el contexto de la practica médica.

Todos estos hechos ensombrecian la
posibilidad de tener lo que hoy llamamos
Escuela de Odontologia. Entonces, équé
habia que hacer como préximo paso?
organizar las escuelas de odontologia para
suministrar la educacion necesaria para
entrar a la profesion.

Durante el siglo XVIII y principios del
XIX, Francia e Inglaterra eran los paises
mas avanzados en la odontologia y con
la revolucion industrial comenzé a surgir
un mercado para un cuidado dental mas
sofisticado. En este tiempo, los Estados
Unidos tomaron un lugar preponderante
en la educacion en odontologia. Surgi6
primero en los anos 1800s a partir de
dos elementos: a) la falta de oportunidad
para un entrenamiento formal para los
que querian ser odontélogos y b) esta
falta de entrenamiento llevaba a que
se incorporaran a la practica individuos
que traian desprestigio a la profesion
odontologica. Esa situacion se convertia
en un circulo vicioso, no habia suficientes
dentistas entrenados y no habia suficientes
profesores para resolverlo. Algunos de estos
dentistas iniciaron cursos de entrenamiento
formales para alumnos privados. Otros
abrieron escuelas privadas para varios
alumnos.

Horace Hayden y Chapin Harris, junto a
Eleazar Parmly, visualizaron cuatro pasos
para impulsar la profesion odontoldgica:
a) crear departamentos de odontologia en
las escuelas de medicina, con base en un
curriculum que proveeria entrenamiento
formal a los médicos, siendo asi la
odontologia una subespecialidad de la
medicina; b) la necesidad de publicaciones
profesionales que permitieran
el conocimiento de los avances y la

comunicacion de las experiencias clinicas
vividas; c¢) el establecimiento de sociedades
profesionales para compartir experiencias
y, d) establecer los elementos legales de la
profesion. De esta manera, quedarian fuera
todos esos elementos que en el lenguaje
de hoy diriamos que ejercian ilegalmente
la odontologia.

Hayden y Harris, fijense la vision de
estos profesores, originalmente buscaron
desarrollar la educacién odontoldgica en
una Universidad ya existente. La escogida
fue la Universidad de Maryland y en 1837
plantearon a las autoridades la formacion
de un Departamento Dental con un curso
completo como parte de la escuela de
medicina. La solicitud fue negada en virtud
“que ya los estudiantes tenian suficiente
para estudiar y que con ese unico curso no
iban a ser expertos en odontologia”.

Entonces, plantearon a la Legislatura
de Maryland la creacion de una escuela de
odontologia independiente. A pesar de la
oposicion de la escuela de medicina, su
solicitud fue aprobada el 1° de febrero de
1840. Ese mismo ano se creo6 la Escuela
de Cirugia Dental de Baltimore, con
cuatro profesores. Chapin Harris dict6 la
clase inaugural de su escuela para cinco
alumnos. En los primeros 10 anos, esta
escuela gradu6 84 estudiantes y otorgd 151
grados honorarios. Para graduarse habia
que completar dos sesiones o0 dos anos de
aprendizaje (entrenamiento). Cada sesion
duraba no menos de cuatro meses. Fue en
1846 que se anadio6 al curriculum la primera
instruccion practica en una clinica dental.
Horace Hayden fue el primer presidente
(Decano) de esa escuela y permanecio en el
cargo en forma vitalicia hasta 1844 y Harris
le sucedi6 en el mismo.

En Europa las cosas se desarrollaron en
forma diferente. Aun cuando la odontologia
estaba mas avanzada en Francia e Inglaterra
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en los anos 1700s, el desarrollo formal de
la ensenanza odontoldgica fue mas lento
que en los Estados Unidos. En Inglaterra,
el entrenamiento era prolongado y se hacia
bajo la direccion de médicos y cirujanos
que, ademas, ejercian como dentistas.

La compania de médicos de Londres
se convirtio en el Colegio Real de Médicos
en 1843 y su jurisdiccion cubria toda
Inglaterra. La combinacion de las sociedades
cientificas con la escuela de odontologia
para el establecimiento de la cirugia
dental en Gran Bretana fundé la Sociedad
Odontologica de Londres en 1856. Se vio la
necesidad de reconocer a los dentistas que
habian estudiado mas que un curso en la
Facultad de Medicina. Para ello se le pidi6
al Colegio Real de Médicos que expidiera
un diploma. Dos anos después, la Sociedad
Odontologica cred lo que se convertiria en
el Hospital Real Dental en la Plaza Soho, y
en 1859 la primera escuela de odontologia
en el Reino Unido, la Escuela de Cirugia
Dental de Londres. Lo que sigue después
es historia odontoloégica.

En 1834, el notable médico francés y
autor del Tratado sobre los Dientes (1820),
Joseph Jean-Francois Lemaire, ofrecié un
curso tedrico practico en odontologia en
la Universidad de Paris. La primera escuela
de odontologia formal en Paris (LEcole
Dentaire) abrié en 1879 mientras que la
primera escuela alemana abri6 en 1884 en
Berlin. En Canada, similar a las escuelas de
odontologia britanicas, en la Universidad de
Toronto fue establecida en 1858.

Algunas Facultades de Odontologia
inglesas son de creacion mas reciente,
inclusive, algunas son contemporaneas
con la nuestra, a saber: La Facultad Inglesa
comenz6 en 1947, con Robert Vivian
Bradlaw como Decano. Esta asumio6 la
responsabilidad por las Licencias en Cirugia
Dental y establecié una Facultad de Cirugia

Dental y programas de entrenamiento. La
Facultad de Cirugia Dental de Edimburgo
comenzo en 1949; y la de Glasgow 1967.
La Facultad de Edimburgo se formo en
1982 bajo el Decanato de Stephen Denis
Hatt. En 1963, el Colegio Real de Cirujanos
en Irlanda establecié una Facultad de
Odontologia.

En general, de 1840 a 1880, en los
Estados Unidos se abrié un total de 24
escuelas de odontologia, pero todas menos
cinco eran independientes. Un grupo de
escuelas establecié departamentos de
odontologia como parte de las escuelas
de medicina, comenzando con Harvard
en 1867, la Universidad de Michigan en
1875 y la Universidad de Pensilvania en
1878. Luego, la duracion de los estudios
de odontologia fue aumentandode 2a 3y
a 4 sesiones.

Una coyuntura critica en la educacion
odontolégica ocurrié cuando a William
J. Gies, un bioquimico de la Universidad
de Columbia, la Fundacién Carnegie
le pidi6 que revisara la situacion de la
educacion odontolégica. El estudio de
5 anos llevado a cabo por un Comité
coordinado por Gies, examiné la falta
critica de ciencia y de estandarizaciéon en
la educacion odontolégica. El Informe
cambi6 la profesion, establecié patrones
y preparo el escenario para los examenes
nacionales formales que comenzaron en
1934. El informe de Gies se publicé en
1926 y se constituyé en otro hito en la
educacion odontolégica. El informe pedia
mayor cooperacion entre Odontologia y
Medicina, la inclusion de los hallazgos de
las investigaciones odontolégicas en el
curriculum de la escuela, y la necesidad de
cursos de ciencias basicas para, para cubrir
las demandas de la salud bucal en el futuro.

En los 95 anos desde el informe de
Gies, la educacién odontolégica se ha
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expandido en cuanto a los requerimientos,
el contenido y el alcance. Hay alrededor
de 2000 escuelas de odontologia en todo
el mundo, sin hablar de los programas de
terapia, enfermeria e higiene dentales. Los
avances tecnologicos en el suministro de la
informacion (en linea, virtual, simulacién),
los avances cientificos y los procedimientos
menos invasivos tendran un impacto
importante en el formato, el contenido,
la temporalidad y la ubicacion de la
educacion. Obviamente, todo esto alterara
la forma de interactuar con los estudiantes
y con los pacientes, como se esta viendo
hoy a proposito de la pandemia COVID-19.

Antes de hacer algunos comentarios
sobre la necesidad de incorporar la
tecnologia a la educacion odontologica a
la luz de la pandemia, hagamos un breve
recuento de la evolucion de nuestra Facultad
de Odontologia, la cual es muy joveny tiene
sus inicios, inclusive, posterior al informe
de Gies. En 1897, el Cédigo de Instruccion
Publica dispone la creacion de la primera
escuela dental adscrita a la Facultad de
Ciencias Médicas. El 28 de julio de 1922 se
instala la primera escuela dental, teniendo
al viejo Claustro de San Francisco como
sede y al Dr. Augusto Adolfo Nouel como
director.

Para aquella época el concepto cientifico
de la profesion estaba atin muy bajo. Habia
necesidad de fortalecer la odontologia con
profesionales decididos a sumar esfuerzos
por el progreso y la dignificacion de la
odontologia venezolana. Fue asi como en
octubre de 1923 fue inaugurada la Escuela
de Dentisteria de la UCV. Los docentes Luis
Maria Cottén, José Izquierdo, César Anzola,
Jacinto Nouel, Julio Vivas Lopez, asumieron
ad honorem la tarea, hasta que en 1924 le
fue asignada a la escuela un presupuesto.
Aquella escuela de dentisteria fue el
cimiento sobre el cual se afianzaron los
estudios odontolégicos en Venezuela. Fue al

abrigo de ella que cumplieron sus estudios
los alumnos de la primera promocién de
1925.

La promulgacién de una nueva ley de
educacion da origen a la creacion de la
Facultad de Odontologia, el 24 de julio
de 1940, iniciandose asi “una nueva
etapa forjada en el estudio, la eficiencia
profesional y el interés social”. La profesion
alcanza la jerarquia e independencia que
le corresponde.

Los anos subsiguientes representan
una serie de cambios: es aprobada la Ley
de Ejercicio de la Odontologia, que crea
el Colegio de Odontélogos de Venezuela
y se consagran los derechos y deberes
profesionales. En 1946 la Facultad es
reorganizada totalmente, progresos que se
perfeccionan al ser promulgado el estatuto
organico de las universidades nacionales.

Entre los logros de la Facultad de
Odontologia se destacan: la fundacion de
la Asociacion de Facultades y Escuelas de
Odontologia (Avefo); creacién del Centro
Nacional de Materiales Dentales; se
redefine conceptual y doctrinariamente
la ensenanza profesional; se inician los
programas de postgrado; se adquiere
el microscopio electrénico; se crea el
Departamento de Odontologia Preventiva
y Social, cuya creaciéon marca el inicio
formal de la ensenanza de la Odontologia
Social en Venezuela; se crea el Instituto
de Investigaciones Odontolégicas “Raul
Vincentelli”; se realizan las primeras
experiencias extramurales, hoy docencia
servicio, precursoras del actual servicio
comunitario; ingresa la nueva tecnologia
representada en la instalacion de turbinas
de alta velocidad que sustituyen los
elementos rotatorios tradicionales; se
edita Acta Odontologica Venezolana; el
plan de estudios es objeto de secuenciales
modificaciones a la luz de nuevas realidades.
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En los ultimos anos se destaca
una politica de estimulo y apoyo a la
formacion y mejoramiento docente,
ampliacion de la oferta de programas
de postgrado, reactivaciéon del diseno
curricular e inicio del curso de formacion
para técnicos protésicos. Transformacion
del departamento de triaje en centro
de investigacion y diagnoéstico clinico,
creacion del centro de atencion a pacientes
con enfermedades infectocontagiosas
“Dra. Elsa la Corte”. Con el apoyo del
Vicerrectorado Académico, se crea la
oficina de Educacién Continua, la que
descolla por sus logros en la capacitacion
de estudiantes y profesionales. A nivel
nacional se crean dos nuevas catedras:
psicologia y anestesiologia. Se afianza
el servicio de atencién a pacientes con
discapacidad. Se inaugura la sala de
simuladores para la practica preclinica
y para el ejercicio de nuevas técnicas en
los cursos de educacion continua. Se crea
la Unidad de Informatica. Se proyecta la
facultad en su actividad cultural y deportiva
al crear una coordinacién para ello. Se crea
el Centro de Bioseguridad, muy importante
en el area de la salud ocupacional, sobre
todo hoy en dia.

La Facultad de Odontologia de la
Universidad Central de Venezuela constituye
un ejemplo de calidad, actualidad y
constancia que le permite estar en los
primeros lugares tanto nacionales como
internacionales.

COVID-19 ha traido, dentro del campo
de la odontologia clinica y la educacion,
una gran dificultad. Sin embargo, los
profesores de odontologia ahora tienen la
capacidad y la tecnologia para modernizar su
ensenanza adaptando conceptos digitales
para proveer una formacion adecuada para
posibles hechos similares potenciales en el
futuro. Esta crisis también ha demostrado
que hay una subestimacion del papel
de las instalaciones y las tecnologias

innovadoras para la educacion y servicios
de salud digitales, asi como también para
la tele-odontologia.

Las herramientas y aplicaciones digitales
ahora son rutinarias en el cuidado dental,
lo cual debe ser considerado en los planes
de estudio para preparar a los estudiantes
para ese mundo de la tecnologia. Las
posibilidades de aprendizaje digital, mas
interactivo e intuitivo, motivara mas a los
estudiantes y les suministrara experiencias
estimulantes y significativas, sobre todo
que estos elementos estaran disponibles
cuando lo consideren conveniente en su
tiempo.

En este momento, la educacién
odontologica digital comprende varias
areas de interés docente incluyendo la
transferencia de informacién con base
en Internet y tecnologias especificas
tales como el mapeo superficial digital,
las destrezas motoras con el simulador
dental, la radiografia digital. Ademas, se
supone que la tecnologia AR/VR (realidad
aumentada/realidad virtual) jugara un papel
dominante en el desarrollo futuro de la
educacion odontoloégica.

En medio del confinamiento debido
a la pandemia, las actividades docentes
presenciales con estudiantes de pre- y
postgrado fueron interrumpidas a nivel
mundial. Los profesores estan tratando
de adaptarse al distanciamiento social, la
duracion de la cuarentena es impredecible y
los profesores han recurrido a herramientas
virtuales para continuar las actividades
docentes. Hay nuevas percepciones en estos
escenarios; por e¢jemplo, en una encuesta
reciente sobre el manejo europeo de la
crisis, el 90% de las escuelas de odontologia
reporto el uso de herramientas de software
en linea, 72% usaba transmision de
videos, 48% daba enlaces para busquedas
bibliograficas posteriores, 65% organizaba
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reuniones virtuales y otras personas
organizaban reuniones de pequenos
grupos. Aun en los Estados Unidos se
hicieron pocas recomendaciones sobre
el distanciamiento social para proteger a
toda la comunidad, profesores, estudiantes,
empleados y pacientes, y como continuar
la docencia. De Brasil, por ejemplo, donde
hay un elevado numero de personas
afectadas, no se sabe nada de las escuelas
de odontologia.

Todas las plataformas bien conocidas
son usadas intensamente a nivel mundial
para los contenidos tedricos y estas se estan
adaptando a las nuevas circunstancias.
Hay instituciones que sugieren el uso de
plataformas personales para dar clase
y para mejorar la comunicacion entre
estudiantes y profesores.

Uno de los elementos que destacan en
la forma como la pandemia puede afectar
la ensenanza de la odontologia es que, en
los Estados Unidos, y probablemente en
cualquier pais del mundo, el Departamento
de Higiene y Salud Ocupacional calific6 a
los odont6logos como personal de muy alto
riesgo debido al potencial de exposicion al
virus por los procedimientos que generan
aerosoles (AGP, PGA). Hay informacion
sobre Wuhan y los odontdlogos, pero
sin seguimiento de la ensenanza de la
odontologia. Se han identificado retos
como la proteccion de la salud de los
estudiantes, de los profesores y de los
empleados. El reto final es asegurar que
los estudiantes adquieran la formacion
adecuada, la experiencia necesaria y tengan
evaluaciones que pueden asegurar el éxito
de su ejercicio profesional.

En el proceso ensenanza-aprendizaje, la
tecnologia ofrece muchas oportunidades.
El desarrollo de programas a la medida
lleva mucho tiempo, pero puede promover
el compartir los materiales. Aunque
aun con estos elementos se requiere el

distanciamiento social, los maniquies
ofrecen algunas oportunidades para
obtener destrezas. Las escuelas deben
reevaluar sus politicas y su curriculum
e incorporar métodos apropiados de
educacion a distancia permanentemente
en sus clases. Indudablemente, hay fallas
porque no estabamos preparados para esta
pandemia.

En estos momentos no hay evidencia
del impacto real de la docencia virtual en la
formacion del estudiante y en la solidez de la
formacion por estos medios. Es muy pronto
para opinar al respecto. Esta pandemia
dejara una transformaciéon duradera en
la educacion odontolégica, y también en
otras areas de la salud, con la evolucion y
avances de los protocolos de investigacion,
la tele-odontologia y los ensayos clinicos.
Los efectos de la pandemia son profundosy
pueden cambiar para siempre la ensenanza
de la odontologia.
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Psicosis puerperal: una patologia olvidada

Puerperal psychosis: a forgotten pathology
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Resumen

La psicosis puerperal (PP) es el trastorno mas grave que se puede presentar durante el puerperio, con
consecuencias en ocasiones fatales. Antecedentes de PP en embarazos anteriores o padecer de trastorno
afectivo bipolar o esquizofrenia aumentan considerablemente el riesgo de padecer este trastorno.
Durante el embarazo ocurren numerosos cambios fisiolégicos en el cuerpo de la mujer, los cuales son
necesarios para el desarrollo sano del producto. En la presente revisiéon, se exponen mecanismos que
permiten determinar la fisiopatologia de la PP en los cuales estan involucrados la accién de hormonas
tanto esteroideas como tiroideas, mecanismos inmunitarios y la disrupcién del ciclo circadiano. La PP se
caracteriza por ser de inicio brusco, con sintomatologia altamente variable que puede modificar el cuadro
clinico que se presenta. Una vez diagnosticada, existen herramientas terapéuticas tanto farmacoldgicas
como no farmacolégicas que considerar. A pesar de ello, no existe un consenso establecido para el
tratamiento de este cuadro y se requieren estudios a mayor escala para identificar dianas terapéuticas.

Palabras clave: Psicosis puerperal, puerperio, trastorno bipolar, trastorno esquizo-afectivo, farmacos psicotropicos.

Abstract

Postpartum psychosis (PP) is the most serious psychiatric disorder with occasionally lethal consequences occurring
during the puerperium. A medical history of previous episodes reported on prior pregnancies and/or suffering from
bipolar disorder or schizoaffective disorder considerably increases the risk of experiencing PP. There are various
required changes the body of a woman endures during pregnancy to properly maintain the correct development of
the fetus. Likewise, some of the mechanisms seemingly related to the development of PP, which attempt to clear its
etiology, are expounded. These mechanisms involve steroid and thyroid hormones, immunological mechanisms,
and the disruption of the circadian rhythm. PP is of abrupt onset, altering the clinical overview depending
on the intensity of the symptomatology, setting the trend for the pharmacological and non-pharmacological
treatment most fitting for the situation. However, there is no set consensus regarding the management of
this clinical scenario. Therefore, larger-scale studies are needed to determine possible therapeutic targets.

Keywords: Postpartum psychosis, puerperium, bipolar disorder, schizoaffective disorder, depression, mania,
psychotropic medication.
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PSICOSIS PUERPERAL: UNA PATOLOGIA OLVIDADA

Introduccion

La psicosis puerperal o psicosis postparto
(PP) es un trastorno psiquiatrico que se
presenta repentinamente en los primeros
dias del puerperio extendiéndose hasta
cuatro semanas después del parto (Gelfand,
2015). Comunmente, la PP se presenta en
mujeres con antecedentes de trastorno
bipolar (TB) o esquizofrenia y se manifiesta
como mania, depresion severa o una
mezcla de los anteriores; conjuntamente,
se presenta con psicosis, expresandose
en delirios y/o alucinaciones y marcada
confusioén (Florio y col., 2013).

La PP es uno de los trastornos
psiquiatricos con menor prevalencia,
ubicandose entre el 0,1% a 0,2% de las
mujeres puérperas, a diferencia de lo
observado en los casos de depresion
postparto (DPP) y tristeza postparto, con
porcentajes que varian de 10-20% y 30-80%,
respectivamente (Rukhy col., 2013; Munive-
Beltrany col., 2019). A pesar de presentarse
en menor medida, la PP puede exhibir un
crecimiento exponencial de acuerdo con
los antecedentes personales maternos
como la presencia de TB o trastorno
esquizo-afectivo, reportandose que estos
antecedentes se encuentran presentes en
72% a 88% de los casos (Sit y col., 2006).
Su aparicion abrupta y su clinica florida le
otorgan un papel importante en el manejo
terapéutico, asi como en la implementacion
de intervenciones preventivas, buscando
evitar consecuencias fatales como lo
son el suicidio y el infanticidio, lo cual se
estima ocurren 19% y 8% de los casos,
respectivamente (Larios y col., 2017).

Sin embargo, la etiologia y fisiopatologia
exacta de la PP sigue siendo desconocida;
no obstante, se han llegado a identificar
distintos posibles procesos que involucran

mecanismos hormonales e inmunes,
asi como alteraciones en el correcto
funcionamiento de neurotransmisores
(Glovery col., 2004). Es por ello por lo que
el objetivo de esta revision es presentar
las distintas teorias formuladas sobre la
etiologia y fisiopatologia de la PP, asi como
el tratamiento farmacologico propuesto.

Materiales y métodos

Se realiz6 una busqueda exhaustiva
en plataformas que incluyeron, pero no
estuvieron limitadas a PubMed, Google
Scholar y BioMed Central, utilizando
términos tales como “psicosis puerperal”,
“psicosis postparto”, “mania postparto”,
“delirio postparto”, “"depresion postparto”,
entre otros. Se incluyeron resultados de
revisiones, revisiones sistematicas, meta-
analisis, reportes de casos y ensayos
clinicos. La investigacion, redaccion y
revision del contenido se realiz6é entre
diciembre de 2019 y octubre de 2020.

PSICOSIS PUERPERAL: CLINICA Y FACTORES
DE RIESGO

La PP suele presentarse en el periodo
inmediatamente seguido al parto,
manejandose como limite las primeras
cuatro semanas segun lo establecido por
el Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders (DSM-V) (O’'Hara y col.,
2014; Brockingtony col., 2017; Nunez-Ariza
y col., 2020). La PP es de inicio brusco, y
puede desaparecer como episodio psicotico
tan subitamente como aparece. En un
estudio prospectivo describieron la clinica
de la PP como una afecciéon determinada
por labilidad emocional y fluctuaciones
animicas, con un marcado impedimento
cognitivo que sugiere estados de delirio,
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comportamiento inusual, insomnio,
alucinaciones visuales y auditivas presentes
en el 39%, 33%, 52%, 34% y 39% de las
mujeres, respectivamente, lo cual suele ser
puntuado por ideas altruistas e impulsos
homicidas hacia su infante (Kamperman
y col.,, 2017). Igualmente, estas pacientes
pueden presentar comportamientos
maniacos tipicos, incluyendo euforia,
sobreactividad, disminucién de horas
de sueno, desinhibicion, fuga de ideas y
aumento de sociabilidad contrastada por
irritabilidad (Essali y col., 2013).

Debido a esta gran variabilidad clinica es
necesario identificar a las mujeres gestantes
en riesgo de padecer PP, para lo cual se
deben tomar en cuenta los antecedentes
personales y familiares de trastornos
psiquiatricos desde el inicio de sus consultas
prenatales (Doyle y col., 2015). Dentro de
los factores de riesgo mas documentados,
se ha determinado que antecedentes
familiares como el TB y esquizofrenia
aumentan la probabilidad de aparicion de PP,
especialmente dentro del espectro bipolar,
donde el riesgo de padecer este trastorno es
de un 50% (Vesga-Lopez, 2008). Se agrega
dentro de la historia personal de la mujer
haber sido diagnosticada con PP en otras
oportunidades, estando entre un 25y 57%
de posibilidades de recurrencia (Pérez-Rey,
2019).

Asimismo, existen otros factores de
riesgo de gran relevancia como el ser madre
primeriza en ausencia absoluta o falta de
soporte de pareja o familiar, bajo estatus
socioeconomicoy complicaciones obstétricas
perinatales (Mannion y col., 2014). De este
modo, un estudio transversal demostro que
factores perinatales como complicaciones
maternas (P=0,01), primiparidad (P=0,02)
y bajo ingreso socioeconémico (P=0,018)

estaban significativamente asociados con
el desarrollo de PP (Upadhyayay col., 2014).
Asimismo, durante un estudio transversal
con 129 pacientes con diagndstico de
TB tipo I o trastorno esquizo-afectivo
expresaron mayor riesgo de presentar PP
en aquellas mujeres primiparas (OR: 3,75;
1C95%: 1,94-7,27; p<0,05) y complicaciones
en el parto (OR: 2,68; 1C95%: 1,16-6,25;
p<0,05) (Blackmore y col., 2006). Aunque
la relacion de dichos factores con la PP
no esté completamente elucidada, se le
atribuye un papel significativo a los eventos
estresantes psicosociales y el aumento del
cortisol causados por el estrés presente con
el nacimiento del primogénito.

En cuanto a la edad en la cual la PP se
presenta mas frecuentemente, algunos
estudios describen como factor de riesgo el
inicio temprano de la maternidad, mientras
que otros estudios presentan evidencia
contradictoria (Blackmore y col., 2006;
Jones y col., 2009; Mannion y col., 2014;
Upadhyaya y col., 2014; Cranford y col.,
2018). En este sentido, se observé mayor
probabilidad de desarrollar desérdenes
psiquiatricos postparto en menores de
25 anos (OR: 1,34 IC: 95%; 0,89-2,03)
(Vesga-Lopez y col., 2008) mientras que
Valdimarsdottir y col. (2009) encontraron
que las mujeres de 35 anos o mas (HR 6,9;
IC 95%; 4,2-11) tienen mayor riesgo de
desarrollar PP que las jovenes (HR 2,4; IC
95%, 1,5-3,8), estimandose el papel de las
posibles diferencias hormonales durante
el embarazo en las edades maternas mas
extremas (Valdimarsdoéttir y col., 2009).
Se requieren mas estudios que evaluen la
asociacion entre edad materna y desarrollo
del PP para la evaluacion de factores
de riesgo al momento de la evaluaciéon
prenatal.
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BALANCE HORMONAL PRENATAL Y POSTNATAL

Existen numerosos cambios
neuroendocrinos durante el embarazo,
requiriéndose la conservacion del equilibrio
entre estos sistemas para proveer al
producto un ambiente adecuado que
permita su correcto crecimiento (Kota
y col., 2013). Todos los ejes endocrinos
se ven afectados de distintas maneras,
siendo la hipofisis una de las estructuras
que presenta severos cambios en su
conformacién; aumentado su masa y
tamano en aproximadamente un tercio
del original, de 9,6-10 mm pre-embarazo
a 10-12 mm inmediatamente al inicio del
periodo postparto, regresando a su tamano
original alrededor de seis meses después
(Laway y col., 2013).

Otro cambio generado durante el
embarazo es el aumento de volumen de
la glandula tiroidea, observandose un
crecimiento de un 20-40% en areas con
deficiencia de suplementacion de yodo en
la dieta, y en un 10% en areas en las cuales
existe suficiente suplementacion de yodo.
Ademas, la produccién de T4 y T3 se duplica,
al igual que los requerimientos diarios de
yodo. Una vez finalizado el periodo de
gestacion e iniciado el puerperio, los niveles
de hormonas tiroideas de la madre tienden
a regresar a la normalidad (Stenzel y col.,
2013).

En el caso de las hormonas sexuales
femeninas, la curva de fluctuacion de
estrogeno alcanza niveles tan altos como
22-35 ng/mL (Leuner y Sabihi, 2016). De
igual manera, la progesterona aumenta
sus niveles paulatinamente, reportandose
valores diez veces por encima de los
medidos en la etapa lttea del ciclo ovulatorio
(Kumar y col., 2012). Una vez culminado
el embarazo, el cuerpo de la mujer se ve

repentinamente privado del productor de
gran parte de dichas hormonas, la placenta
(Workman y col., 2012).

Con respecto al eje hipotalamo-
hipo6fisis-adrenal (HHA), los niveles de
cortisol aumentan a lo largo del embarazo,
consiguiendo un pico de produccion
durante el tercer trimestre, dos o tres veces
por encima de lo visto en no embarazadas
(Caparros-Gonzalez y col., 2017). Tal
situacion es producto de dos estimulos:
la produccién placentaria de hormona
liberadora de corticotropina (CRH) que
tendra la capacidad de estimular la
liberacion de adrenocorticotropina (ACTH)
en la hipdfisis; y la estimulacion producto
del aumento de estrégeno de la sintesis de
transcortina (Evansy col., 1987). Asuvez, la
CRH hipotalamica es inhibida por los altos
niveles de cortisol circulantes, por lo que,
una vez finalizado el periodo de embarazo,
le tomara al HHA de dos a doce semanas
para regresar a la normalidad (Workman y
col., 2012).

Otras hormonas a resaltar son la
oxitocina y la prolactina, la primera
alcanza el tope de produccion en el tercer
trimestre de embarazo y con el parto para
luego declinar o sostenerse en el periodo
postparto segun circunstancias tales como
el periodo de lactancia (Yolken y Torrey,
2008); la segunda aumenta sus niveles
como resultado de la estimulacion por
parte de los estrégenos en la ultima fase
del embarazo, su concentracion sérica
igualmente depende principalmente de la
lactancia materna (Laway y col., 2013).

HIPOTESIS MULTIFACTORIALES DE LA ETIOLOGIA
DE LA PSICOSIS PUERPERAL

Distintas hipotesis etiologicas han
sido propuestas, tomando en cuenta que
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la PP, como muchas otras afecciones,
es de caracter multifactorial. Dentro de
los procesos fisiopatologicos, el sistema
endocrino se encuentra involucrado, con
afectacion de las hormonas gonadales
femeninas y hormonas tiroideas. Asimismo,
se ha establecido la hipo6tesis segun la cual
los neurotransmisores y el sistema inmune
pueden estar involucrados.

Mecanismo endocrino: {Siempre son
hormonas?

Hormonas Gonadales Femeninas

El eje hipotalamo-hipo6fisis-génada
(HHG) se altera durante el embarazo
y el puerperio, periodos en los cuales
los esteroides gonadales modulan las
funciones del sistema nervioso central a
través de los receptores intracelulares de
esteroides, los cuales pueden tener un
papel en la etiologia de la enfermedad
mental postparto (Gonzalez-Castro y col.,
2016).

Summersy Onate (2014) describieron el
reporte de un caso donde una transexual
femenina de 38 anos que recibia terapia
hormonal con estrégenos conjugados
desde la adolescencia fue atendida por la
aparicion de psicosis luego de suspender
Su uso abruptamente. Del mismo modo,
Hopker y col. (1991) reportaron el caso de
una paciente con antecedentes de PP, quien,
tras la terminacion de un embarazo molar
de 14 semanas, present6 PP cuatro semanas
después del procedimiento. En ambos
casos se evidencia la aparicion de psicosis
posterior al descenso dramatico de niveles
hormonales.

El estrogeno tiene tanto efectos
directos como indirectos sobre la actividad
dopaminérgica mesolimbica y mesostriatal,

modulando la transcripcion del gen para la
tirosina hidroxilasa y por ende la sintesis
de L-DOFA, precursor de la dopamina (Van
Hartesveldt y Joyce, 1986; Sanchez y col.,
2010). Durante el embarazo, los niveles
elevados de estrogenos inhiben la sintesis
de dopamina, aumentando la sensibilidad
de receptores dopaminérgicos D2 de
manera compensatoria. Una vez que los
niveles de estrégenos bajan drasticamente
luego del embarazo, el aumento en la
sintesis de dopamina se veria acompanado
de receptores D2 hipersensibles, lo cual
podria desencadenar un episodio psicotico
en mujeres vulnerables (Huber y col., 2004;
Czoty y col., 2009).

Por otra parte, en un estudio realizado por
Brockington y col. (1990) se describe el caso
de 4 mujeres con antecedentes de PP que
presentaron episodios recurrentes iniciados
a partir de las 36 semanas de gestacion,
semana que marca el inicio del descenso de
los niveles de progesterona en gestantes en
preparacion para el momento del trabajo de
parto (Kota y col., 2013), con una posterior
reaparicion de episodios después del parto,
sugiriendo que el descenso de progesterona
también podria ser un catalizador que lleva
a la aparicion de la PP (Munive-Beltran y col.,
2019).

De igual manera, la alopregnanolona
(ALLO), metabolito de la progesterona que
actia positivamente sobre los receptores
GABA en el cerebro de manera directa e
indirecta, desempenandose como modulador
alostérico positivo en bajas concentraciones
y como ligando en altas concentraciones
(Schiller y col., 2014), se ve implicada en
los desbalances hormonales propios del
puerperio, periodo en el que sus niveles
disminuyen en comparaciéon con mujeres
sanas en periodo folicular (Eppersony col.,
2006).
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Los niveles de ALLO se elevan a
lo largo del embarazo, ocasionando
hiposensibilidad y regulacion a la baja de
receptores GABA-A post-sinapticos, de tal
forma que el descenso abrupto de ALLO
durante el puerperio inhibiria de manera
drastica la actividad GABAérgica de la
mujer (Turkmen y col., 2011), situacion
comparable con los bajos niveles de GABA
observados en pacientes que presentan un
primer episodio psicoético, relacionandose
el bajo nivel de GABA con la severidad de
los sintomas psicéticos (Orhany col., 2018).
Se ha descrito que la disminucion de la
actividad GABAérgica en ciertas zonas del
cerebro, como la corteza orbitofrontal y el
giro temporal superior, puede conllevar a
la alteracion del funcionamiento cognitivo y
afectivo, asi como contribuir a la aparicion
de alucinaciones auditivas (Gury col., 2000).
Mientras es normal que los niveles de ALLO
disminuyan en el puerperio, se postula una
teoria que senala a las mujeres susceptibles
a estos cambios abruptos, caracterizadas
por respuestas neuronales anormales,
como individuos mas vulnerables a padecer
de sintomas psiquiatricos en dicho periodo
(Maguire y col., 2008; Moses-Kolko y col.,
2011).

Es asi como los estudios realizados hasta
ahora senalan la presencia de una asociacion
importante entre el abrupto desbalance
o interrupcién hormonal en el periodo
peripuerperal de mujeres vulnerables y
la aparicion de PP, necesitandose mas
estudios al respecto para poder obtener
resultados concluyentes.

Hormonas Tiroideas

Durante el embarazo, el sistema
inmune de la madre presenta cambios
que permiten la tolerancia hacia el tejido
fetal, observandose frecuentemente

disminuciones de las concentraciones
relevantes de autoanticuerpos séricos (Pop y
col., 2006). La activacion inmune postparto
puede producir manifestaciones clinicas de
disfuncion tiroidea; asi, la tiroiditis postparto
puede servir como factor etiologico de la
enfermedad psiquiatrica que conduce a la
depresion o mania (Bokhari y col., 1998).

En un estudio realizado por Harris y col.
(1992), se tomaron muestras sanguineas
de mujeres sin antecedentes de disfuncion
tiroidea un dia después del parto, obteniendo
145 sujetos con autoanticuerpos tiroideos
(TPOAD) positivos y tomando 229 mujeres
sanas como grupo control, ambos grupos
siendo posteriormente reducidos a 110
mujeres con TPOADb positivos y 132 de
control, similares en edad. Luego de seis
semanas postparto y seguidamente en
las semanas 12, 20 y 28, se aplicaron
cuestionarios psiquiatricos que demostraron
que el 47% del grupo con TPOAb positivo
presentd depresion independientemente
de la funcion tiroidea, en comparacion
con el 32% obtenido del grupo control. De
esta forma, se postula una relacion entre
la presencia de TPOAb o niveles mas altos
de TSH durante el periodo postparto con
sintomas depresivos o estado de animo
disforico (Groer y col., 2015). A razén de
esto, se presume que los efectos endocrinos
€ inmunologicos van de la mano en cuanto
a la patogénesis de esta enfermedad (Figura
1).

Mecanismo inmune: Entre las

citocinas y la microglia

La microglia, ubicada en el sistema
nervioso central (SNC), es la encargada
de cumplir funciones de neurodesarrollo,
funcionamiento sinaptico y respuesta
inmunitaria con la correspondiente
produccion de citocinas inflamatorias y
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antiinflamatorias (Kumar y col., 2017).
Durante el puerperio se observa elevacion
de citocinas y quimiocinas séricas, activacion
de monocitos circulantes a través de la
expresion de genes inflamatorios y la
activacion del sistema de células T (Yolken
y col., 2008) (Figura 1).

En las mujeres con PF, a diferencia de
un periodo puerperal fisiologico, existe
una monocitosis en contraste con la
activacion de células T (Bergink y col.,
2016). Numerosos estudios han reportado
niveles anormales de citocinas como la
elevacion de las IL-12, INF-y, TNF-q, y SIL-
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Figura 1. Mecanismos endocrinos e inmunes: Puerperio Fisioldgico vs. Puerperio con PP

A. Durante el embarazo los niveles de estrégeno y progesterona aumentan exponencialmente, los altos niveles de estrégeno inhiben directa
e indirectamente la sintesis de dopamina produciendo una hipersensibilidad en los receptores dopaminérgicos 2 (D2) post sindpticos. La
Alopregnanolona, metabolito del catabolismo de la progesterona actiia positivamente sobre los receptores GABA, el cual regula circuitos que
incluyen al sistema limbico. El sistema inmunoldgico se encuentra deprimido y controlado bajo el efecto de células T, NK y B. Y la glandula
tiroides se encuentra aumentada de tamano en un 20-40% para satisfacer las necesidades gravidicas.

B. En el puerperio anormal, el descenso abrupto de progesterona y estrégenos aumenta la sintesis de dopamina ante receptores D2
hipersensibles produciendo sintomas de manfa y psicosis, y disminucién de alopregnolona con exacerbacién de sintomas ansiosos, y
excitatorios. Por la parte inmunoldgica, se produce un estado proinflamatorio inducido por la elevacién de citocinas y quimiocinas séricas
tales como IL-12, INF—y, TNF-a., SIL-2R, de IL-6, IL-8 TNF-c, antagonistas del receptor de IL-1, IL-10, y STNF-1R y aumento de monocitos
circulantes a través de la expresion de genes inflamatorios y la disminucién del sistema de células T, que producen inflamacién en la corteza
cerebral y alteraciones neuronales por. En mujeres que manifiestan psicosis puerperal se presume la existencia de una alteracién de la familia
de genes CCN, que podrfan expresar anormalmente la protefna CCN3 y reducir la mielinizacién de oligodendrocitos. Ademds, la respuesta
ante el estado proinflamatorio puede conllevar a la produccién de autoanticuerpos TPO y elevacién de TSH lo cual se relaciona a sintomas
depresivos postparto.

Abreviaciones:IL-12, Interleucina 12; INF-y, interferén gamma; TNF-a., Factor de Necrosis Tumoral Alfa; sIL-2R, Receptor soluble de Interleucina
2;1L-6, Interleucina 6; IL-1, Interleucina 1; IL-10; Interleucina 10; sTNF-1R, Receptor soluble de Factor de Necrosis Tumoral 1; TPO, Yoduro Peroxidasa;
TSH, Hormona Estimulante de Tiroides.
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2R a nivel sérico, plasmatico y en el liquido
cefalorraquideo (LCR) en pacientes con
desordenes psicoticos, ademas de IL-6,
TNF-a, antagonistas del receptor de IL-1,
IL-10, y receptores solubles de TNF-1 en
episodios de mania, mostrando una fuerte
estimulacion inflamatoria (Modabbernia y
col., 2013).

De esta manera, se ha reportado la
elevacion de las citocinas IL-6 e IL-8 en
pacientes con PP que podrian tener una
accion sinérgica en la patogénesis de esta
enfermedad (Sathyanarayanany col., 2019).
Por otro lado, Dazzany col. (2018) proponen
una hipétesis en la cual podria existir una
anomalia en el eje de re-mielinizacion,
sistema inmune y familia de genes CCN,
importantes en la reproduccion femenina
y desarrollo neuronal, estableciéndose que
la disminucion de las células T reguladoras
se podria asociar con una expresion
alterada de la proteina CCN3 en el cerebro
y que puede existir una reduccion en los
niveles de mielinizacion mediada por los
oligodendrocitos (Dazzan y col., 2018).

De igual manera, Bayer y col. (1999),
proponen a su vez un modelo de doble
golpe; el primer golpe con la activacion
inmune materna caracterizada por alterar el
desarrollo cerebral fetal a través de citocinas
proinflamatorias encontradas en la placenta,
liquido amniético, cerebro y circulacion
fetal, lo cual ocurre posterior a infecciones
maternas durante el periodo de gestacion;
seguido de un segundo golpe que podria
ser: estrés elevado actuando por el eje HPA,
una senal de dano microbiano a través de
la via de los receptores similares a Toll
(Toll like receptors, TLR), o una alteracion
endoégena hormonal y/o cambios inmunes
caracteristicos en la adolescencia, o como
es este caso, el periodo postparto que active
la microglia y conlleve a anomalias severas

del circuito neuronal en el cerebro (Bergink
y col., 2014).

NEUROBIOLOGIA DE LA PSICOSIS PUERPERAL

Las alteraciones fisiopatoldgicas
previamente descritas tienen consecuencias
en la neurotransmision, acarreando el
desencadenamiento de trastornos
psiquiatricos como la PP. En un estudio
prospectivo realizado por Wiecky col. (1991),
se demostré que la ausencia de estrogenos
luego del parto se asocia con el aumento de
sensibilidad de los receptores de dopamina en
el hipotalamo, la cual se trata de compensar
a través de apomorfinas estimuladas por las
hormonas de crecimiento que actiian como
ligandos de receptores D2 post-sinapticos,
mecanismo que falla en pacientes con PP
(Wieck y col., 2003). Sin embargo, estas
hormonas que se encuentran exacerbadas
tienden a normalizarse durante el periodo
de lactancia, en el cual la liberacion de
la oxitocina durante la succion se asocia
con sentimientos de bienestar y relajacion
(Snellen y col., 2016).

De igual forma, existe evidencia que
indica que la disrupcion en el funcionamiento
de la oxitocina se encuentra ligada con
impedimentos en el comportamiento filial,
dificultando asi el nexo materno con el
infante, relacionandose los bajos niveles de
oxitocina en el puerperio como un factor
de riesgo en el desencadenamiento de
patologias psiquiatricas (Insel y col., 2001).
En un estudio prospectivo realizado por
Skrundz y col. (2011), se pudo evidenciar
mediante un analisis de regresion logistica
binaria que los niveles bajos de oxitocina se
asocian a un mayor riesgo para el desarrollo
de DPP (Exp (b)=0,290; p<0,05), ya que es
conocido que la oxitocina es capaz de reducir
las respuestas fisiologicas y psicologicas al
estrés.

84



ROJAS Y COL.

Asimismo, se ha involucrado la serotonina
y su precursor, el triptéfano, en potenciales
mecanismos fisiopatologicos observados
en psiquiatria donde su regulacion se ve
afectada en el periodo postparto por el
estado pro-inflamatorio que lo caracteriza
(Insel y col., 2001). De esta manera, parte
de las citocinas liberadas durante el
puerperio, 0 mas especificamente, INF-y,
se encarga de estimular la actividad de la
indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), asi como
la quinurenina 3-monooxigenasa en cé€lulas
inmunitarias, enzimas desencadenantes de
la ruta metabdlica que desvia el catabolismo
del triptéfano en su via de la quinurenina
hacia metabolitos catalogados como
neurotoxicos y de caracter excitatorio (Bell
y col., 2014). La activacion aumentada de
las enzimas principales de la via de la
quinurenina por la inflamacién disminuye la
fraccion de triptéfano destinada a la sintesis
de serotonina, contribuyendo a su deplecion
y por lo tanto a un aumento de metabolitos
toxicos (Myint y col., 2014).

A pesar de esto, en un estudio clinico
realizado por Veeny col. (2016), no se obtuvo
evidencia que marcase una diferencia
significativa entre los niveles de triptofano
de un grupo control de mujeres postparto
y aquellas con PP, e incluso se observo una
reduccion significativa en la tasa catabdlica
del tript6éfano a quinurenina en las mujeres
con PP en comparacion con el grupo control,
lo cual indica un desbalance certero en los
procesos fisiolégicos tipicos del puerperio,
pero no en la direccién que se esperaba.

Aunado al papel de la quinurenina y sus
metabolitos como el acido quinolénico,
algunos de ellos son agonistas de receptores
de glutamato y promotores de su liberacion
pre-sinaptica, por lo cual se ha postulado
que el balance entre glutamato y GABA

podria tener un papel importante en los
mecanismos fisiopatologicos postulados
(Modinos y col., 2018). Se ha reportado
que un mal funcionamiento del sistema
GABAérgico puede contribuir a alteraciones
de la perfusion en la region del hipocampo
como se ha descrito en la psicosis, o un
aumento de los niveles de glutamato puede
contribuir a la inflamacién producida en
la depresion (Muller y Schwarz, 2007), al
igual que en el TB (Prisciandaro y col.,
2017). En un estudio preclinico realizado
por Zhao y Gammie (2014), se observo
en ratas un aumento significativo de los
niveles de glutamato y GABA en el grupo
postparto en comparacion con el grupo
control, demostrandose un incremento de
alrededor del 25% en la actividad de dichos
neurotransmisores, a su vez manteniendo
la misma proporcion entre ambos. Tal
situacion indica un periodo de vulnerabilidad
en aquellas mujeres propensas a padecer
de trastornos psiquiatricos en el puerperio,
ya que una fluctuacion de tal magnitud
puede conllevar a la descoordinacion de
dicho sistema (Figura 2).

Por otro lado, Fusté y col. (2017)
realizaron un estudio basado en imagenes
de resonancia magnética, en el cual
evaluaron la estructura cerebral de mujeres
con riesgo de padecer PP, observando que
aquellas que presentaron un episodio
poseian una menor densidad de: 1) la
corteza cingular anterior, la cual esta
relacionada a funciones cognitivas, de
memoria y ejecucion de trabajos; 2) giro
temporal superior izquierdo, relacionado
al I6bulo temporal encargado de descifrar
la informacién principalmente auditiva y
visual ademas de contribuir al equilibrio
y regulacion de emociones como ira,
ansiedad y placer; 3) giro parahipocampal
izquierdo, situado sobre la superficie
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Figura 2. Neurobiologia de la Psicosis Puerperal

Debido a su componente multifactorial el conjunto de alteraciones fisiopatoldgicas que pueden ocurrir a nivel hormonal
e inmunitario en la mujer gestante tienen como consecuencias irregularidades en la neurotransmisién, para empezar,
los niveles bajos de oxitocina en el puerperio pueden desencadenar el aumento de sintomas psicéticos e infanticidas
impidiendo el nexo materno, por otro lado el aumento de citocinas liberadas como INF—y, puede estimular positivamente
la actividad de la IDO y la KMO desviando la sintesis de serotonina a partir de triptéfano hacia metabolitos neurotéxicos
hacia a agonistas de receptores de glutamato pre-sindpticos como QUIN, aumentando los niveles de glutamato y
alterando el balance del sistema GABAérgico contribuyendo a la inflamacién celular que predispone a los episodios
de Psicosis Puerperal.

Abreviaciones: INF-y, interferén gamma; IDO, indolamina 2,3-dioxigenasa; KMO, quinurenina 3-monooxigenasa; KYN,
quinurenina; QUIN, 4cido quinolinico; GABA, Acido y-aminobutirico.

inferior del hemisferio formando parte
del sistema limbico; en comparacion con
aquellas en riesgo que no presentaron
episodios, quienes poseian regiones
de los giros superiores e inferiores mas
grandes. Las anormalidades de estas
areas corresponden con el desarrollo
de alucinaciones auditivas y visuales en
pacientes con esquizofrenia, sin embargo
su relacion con la manifestacion clinica es
aun desconocida (Zhu y col., 2016).

Es asi como se postula la hipotesis de
multifactorialidad y complementariedad, en
donde cada mecanismo explicado de manera
particular va de la mano como un todo

con los factores expuestos anteriormente,
acotando que la vulnerabilidad no es
referente tan soélo al individuo, sino al
periodo critico que atraviesa en el momento
del embarazo y puerperio.

TRATAMIENTO Y CONSIDERACIONES A FUTURO

Las opciones terapéuticas mas
estudiadas para el manejo de la PP son la
farmacoterapia y la psicoeducacion para
el correcto manejo biopsicosocial de la
paciente, siendo esto ultimo implementado
con la nueva madre y la familia (Evans y
col., 1987; Frey y Dias, 2014; Meltzer-Brody
y Jones, 2015).
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De esta manera, a lo largo de los anos
se han planteado gquias tentativas para el
tratamiento farmacologico de las pacientes
con PP (ACOQ, 2008). Entre los grupos de
farmacos mas utilizados se encuentran
los estabilizadores de animo, hipnéticos
benzodiacepinicos, antipsicéticos atipicos
y anticonvulsivantes (Doucet y col., 2011;
Klinger y col., 2013). Sin embargo, el
tratamiento de eleccion en situaciones
de PP es el carbonato de litio, debido a
sus propiedades para manejar la psicosis,
promover el sueno y estabilizar el humor,
efectivo en monoterapia y junto a otros
farmacos (Viguera y col., 2007).

En un estudio realizado por Silbermann
y col. (1975), se estudiaron los efectos
del tratamiento combinado de litio y
perfenazina en un grupo de 13 mujeres
diagnosticadas con PP, y los resultados
obtenidos fueron comparados con un grupo
similar de un estudio anterior en el cual 6
mujeres con PP fueron tratadas con uno o
mas antipsicéticos. El grupo tratado con
litio obtuvo la remision de los sintomas
en una media de 9,4 semanas, mientras
que el grupo tratado con antipsicoticos se
recuper6 en una media de 14,3 semanas.
De igual manera, se observdé un namero
significativamente menor de recaidas en
el grupo tratado con litio (Gelfand, 2015)
que en el tratado con antipsicéticos (Essali
y col., 2013), sugiriendo las ventajas del
litio como tratamiento para la PP.

Por otro lado, el litio puede ser utilizado
como monoterapia luego del episodio principal
de PP, demostrando una mayor efectividad
en la prevencion de recaidas comparado
con monoterapia con antipsicoéticos
(Silbermann y col., 1975; Bergink y col.,
2012). Incluso, se ha demostrado que el
uso de litio durante el embarazo en mujeres
que padecen de trastorno bipolar disminuye

significativamente el riesgo de recaidas
durante el periodo postparto (Epstein y col.,
2015).

De igual forma Bergink y col. (2015)
llevaron a cabo un estudio para establecer
guias terapéuticas en casos de PP, disenando
un algoritmo terapéutico de cuatro pasos. El
estudio estuvo conformado por 64 pacientes
diagnosticadas con psicosis 0 mania limitada
al periodo postparto, a las cuales se les
fue administrado como primer tratamiento
lorazepam, diario cada noche por tres dias.
Las benzodiacepinas por si solas fueron
utilizadas en primera instancia con el fin de
evaluar si la restauracion del sueno resulta
en la remision de los sintomas, siendo que
la disrupcion de los ciclos del sueno ha sido
implicada como desencadenante de PP.
De no remitir, se le sumaron antipsicéticos
como el haloperidol u olanzapina, en casos
de reaccion adversa al tratamiento. Luego
de dos semanas, se le anadié como tercer
farmaco el litio a aquellos casos en los
que no se observaba mejoria clinica. Los
resultados obtenidos demostraron que el
cuadro clinico de 4 (6,3%) de las pacientes
remitié con el primer paso, 12 (18,8%) con
el segqundo paso y 47 (73,4%) con el tercer
paso (Bergink y col., 2016).

En cuanto a los anticonvulsivantes, se
conoce la seguridad sobre el uso de acido
valproico y la carbamazepina en el periodo
de lactancia, el primero aprobado por la
Food and Drug Administration (FDA) para
el tratamiento del TB, y la sequnda como
tratamiento para episodios de mania (Owen,
2006; Uguz y Sharma, 2016). Cabe mencionar
que la lamotrigina no es recomendada
justo después del parto por sus efectos
adversos y necesidad de continuo control
de dosis, siendo mayormente utilizada
para el manejo de episodios depresivos
del TB (Nordmo y col., 2009; Madadi e Ito,
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2010). A pesar de esto, no existen estudios
concluyentes dirigidos a la identificacion de
anticonvulsivantes como terapia efectiva en
casos de PP.

Algunos estudios han buscado demostrar
el efecto de un tratamiento hormonal
como terapia factible para la PP, aunque
predominan aquellos estudios enfocados
en la DPP muy por encima de la PP. De este
modo, Bower y Altschule (1956) observaron
los efectos de la progesterona como
tratamiento en 39 casos de PP, en el cual 16
pacientes recibieron 100 mg de progesterona
inicialmente de manera intramuscular por
diez dias, y posteriormente 150 mg por
via oral. La progesterona fue administrada
en algunos casos en conjunto con otras
alternativas terapéuticas, como terapia
electroconvulsiva (TEC) y psicoterapia. Los
resultados mostraron que aquellas pacientes
tratadas con progesterona lograron una
remision completa de la sintomatologia en
casi la totalidad de los casos, a diferencia
de aquellas que no fueron tratadas con
progesterona.

Por otro lado, Ahokas y col. (2000),
realizaron estudios en mujeres diagnosticadas
con PP cuya sintomatologia no remitia con el
uso de medicacion psiquiatrica, midiendo sus
niveles de estradiol sérico antes y durante el
tratamiento, en el cual se les administro 17-
estradiol sublingual. Se observo un declive
en la sintomatologia en paralelo al aumento
de las concentraciones de estradiol sérico, y
la descontinuacion del tratamiento resulto
en la reincidencia de sintomas psicéticos.
Como estudio secundario al grupo anterior,
Bendix y col. (2019) analizaron los niveles
de ALLO y progesterona antes del inicio con
tratamiento de estradiol sublingual y cuatro
semanas después en 14 mujeres, 10 de
ellas diagnosticadas con DPPy 4 con PP. Los
resultados obtenidos indican que los niveles

de ALLO disminuyeron significativamente
durante el tratamiento con estradiol, a la vez
que existia una tendencia a niveles basales
mas bajos de ALLO en comparacion con
el grupo control saludable, sugiriendo que
la mejoria en los casos de PP tratados con
estradiol no dependian del aumento de los
niveles de ALLO. Estos estudios sugieren
una nueva linea de tratamiento a estudiar,
afianzando la existencia de la relacion entre
el estradiol y la PP.

Otra de las alternativas terapéuticas
existentes basada en experiencia clinica
y pequenos estudios observacionales es
la TEC. Rundgren y col. (2018) reportaron
una respuesta positiva a la TEC por parte
de pacientes con DPP y/o PP en un estudio
con 185 casos diagnosticados durante el
puerperio comparado con 185 casos control
diagnosticados con depresion y/o psicosis
no puerperal, donde se aplicé TEC por una
semana y se observd que el 87% de los
casos postparto respondio al tratamiento, en
comparacion con el 73,5% del grupo control.
La evidencia senala que la TEC podria
representar un tratamiento no farmacolégico
que evitaria las complicaciones del consumo
de psicofarmacos durante el periodo de
lactancia.

Actualmente, un ensayo clinico se esta
llevando a cabo con el objetivo de determinar
la influencia genética en el desarrollo de
trastornos del humor y psicosis puerperal
en mujeres embarazadas y en periodo
puerperal (NCT03615794) (National Library
of Medicine US, 2018). Por otra parte, otros
factores a considerar incluyen la decision
de la madre sobre dar lactancia materna,
para asi estipular la mejor elecciéon con
respecto al tratamiento con psicofarmacos
(Chaudron y Jefferson, 2000; Schroeder
y col., 2010). En la Tabla I se presentan
los posibles efectos adversos reportados
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en lactantes con el uso de los farmacos
mencionados por parte de madres en su
periodo de lactancia.

Conclusiones

La PP sigue caracterizandose por ser
una de las patologias puerperales mas
elusivas, tendiendo a ser relegada mas alla
de un segundo plano por su relativa baja
frecuencia de aparicion en comparacion
con la DPP o melancolia. Su etiologia exacta
permanece aun desconocida; sin embargo,
se describen nuevas hip6tesis en cuanto a
su proceso fisiopatologico que involucran
mecanismos endocrinos representados
por hormonas esteroideas y tiroideas;
mecanismos inmunes liderados por el
modelo de doble golpe; y mecanismos
relacionados a neurotransmisores y el
modelamiento nervioso materno pertinente
al periodo perinatal.

Recomendaciones

A pesar de los abordajes terapéuticos
aparentemente contrastantes, es de suma
importancia resaltar la relevancia del TB
y los trastornos esquizo-afectivos en los
antecedentes psiquiatricos de las pacientes
con PP (Frey y Dias, 2014), dando pie a la
busqueda de conexiones comunes entre
ellos. Asimismo, a la hora de valorar una
paciente que presente PP, los antecedentes
patologicos personales y familiares deben
ser tomados en cuenta.

Por ultimo, se propone hacer hincapié
en el esclarecimiento de la fisiopatologia
para poder llegar a medidas terapéuticas
mas dirigidas, recalcando la importancia del
abordaje preconcepcional de las mujeres
cuya vulnerabilidad y riesgo de padecer PP
sea mayor, con el fin de evitar en lo posible
los brotes psicoticos en el puerperio.
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Actividad de las enzimas antioxidantes
en la enfermedad periodontal en ratas
espontaneamente hipertensas.
Efecto del Valsartan

Antioxidant enzymes activity in periodontal disease in spontaneously
hypertensive rats. Effect of Valsartan
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Resumen

Diversas enfermedades sistémicas como la diabetes, el hipertiroidismo, la osteoporosis y la dislipidemia pueden influir en la enfermedad periodontal
(EP). Poco se conoce acerca de la relacién entre la hipertensién arterial (HTA) y la periodontitis. La EP es una condicién inflamatoria que destruye las
fibras de los ligamentos periodontales y el hueso alveolar. La respuesta del hospedero incluye la produccién de especies reactivas del oxigeno (EROs).
Silas EROs se producen en exceso inducen reacciones en cadena, capaces de dafiar a moléculas de importancia biolégica. Se sabe que la angiotensina
11 (ANGII) puede actuar como un agente pro-inflamatorio y pro-oxidante, pero su participacion en la EP inducida durante la hipertensién es elusiva. Por
ello, se evalué la actividad de las enzimas antioxidantes y el papel de la ANGII/RAT, enla EP experimental en ratas espontaneamente hipertensas (SHR)
y ratas Wistar Kyoto (WKY). Se emplearon ratas macho WKY y SHR con EP-inducida mediante la inyeccién de lipopolisacdrido (LPS), y se determind
el efecto del antagonista del receptor AT, sobre la presion arterial, el recuento de leucocitos y la actividad de tres enzimas antioxidantes de la mucosa
bucal: la catalasa (CAT), la superéxido dismutasa (SOD) y la glutatién peroxidasa (GPx). Los animales fueron divididos en cuatro grupos: 1: WKY+LPS sin
tratamiento; 2: SHR+LPS sin tratamiento; 3: WKY + LPS+VAL (11 dfas); 4: SHR + LPS+ VAL (11 dias). Se determind la presién arterial al comienzo y al final
del tratamiento. Los animales fueron sacrificados mediante decapitacion y se tomaron muestras de sangre para el recuento de leucocitos. La actividad de
la CAT, la SOD y la GPx fue determinada por espectrofotometria. Los maxilares inferiores fueron disecados, fijados, desmineralizados y deshidratados para
el estudio histolégico. Nuestros resultados demuestran la presencia de EP mds marcada en las ratas SHR que se manifestd por la pérdida 6sea. La EP se
acompané de un aumento en el niimero total de leucocitos y de la actividad de la CAT y SOD, lo que sugiere un incremento del estrés oxidativo. Igualmente
se observé una disminucién de la actividad de la GPx, posiblemente debido a la reduccién de la concentracién de glutation en las ratas hipertensas. Todos
estos efectos fueron revertidos por el tratamiento con VAL, indicando un papel de la ANGII/RAT, en la patogénesis de la EP asociada a la hipertension.

Palabras clave: Enfermedad periodontal, enzimas antioxidantes, hipertension arterial, valsartan, receptores AT, de angiotensina.

Abstract

Various systemic diseases such as diabetes, hyperthyroidism, osteoporosis, and dyslipidemia can influence periodontal disease (PD). Few is known
about the relationship between arterial hypertension (AH) and periodontitis. PD is an inflammatory condition that destroys the fibers of the periodontal
ligaments and the alveolar bone. The host response includes the production of reactive oxygen species (ROS). If ROS are produced in excess, they
induce chain reactions, capable of damaging molecules of biological importance. It is known that angiotensin Il (ANGII) can act as a pro-inflammatory
and pro-oxidant agent, but little is known about its role in PD induced during hypertension. Therefore, the activity of antioxidant enzymes and the role
of ANGII / RAT, in experimental PD were evaluated in spontaneously hypertensive rats (SHR) and Wistar Kyoto rats (WKY). For this, in male WKY
and SHR rats with EP-induced by injection of lipopolysaccharide (LPS), the effect of the AT, receptor antagonist was determined, on blood pressure,
leukocyte count, and the activity of three oral mucosa antioxidants enzymes: catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase
(GPx). The animals were divided into four groups: 1: WKY + LPS without treatment; 2: SHR + LPS without treatment; 3. WKY + LPS + VAL (11 days); 4.
SHR + LPS + VAL (11 days). Blood pressure was determined at the beginning and the end of the treatment. The animals were sacrificed by decapitation
and blood samples were taken for the leukocyte count. The activity of CAT, SOD, and GPx was determined by spectrophotometry. The lower jaws
were dissected, fixed, demineralized, and dehydrated for histological study. Our results demonstrate the presence of a more marked PD in SHR rats
manifested by bone loss. PD was accompanied by an increase in the total number of leukocytes and CAT and SOD activity, suggesting an increase
in oxidative stress. Likewise, a decrease in GPx activity was observed, possibly due to the reduction in glutathione concentration in hypertensive
rats. All these effects were reversed by VAL treatment, indicating a role for ANGII / RAT, in the pathogenesis of PD associated with hypertension.

Keywords: Periodontal disease, antioxidant enzymes, arterial hypertension, valsartan, angiotensin AT, receptors.
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Introduccion

La enfermedad periodontal (EP) es un
término general utilizado para describir de
forma integral a un grupo de alteraciones
complejas de caracter inflamatorio e
infeccioso que afectan a la encia, tejido
conectivo de soporte, cemento y hueso
alveolar. Es una enfermedad destructiva,
indolora, de progresion lenta, caracterizada
por la colonizacion bacteriana de la superficie
dental adyacente a la encia, por organismos
Gram-negativos y Gram-positivos, los cuales
tienen un papel importante en el comienzo
y posterior desarrollo de la periodontitis,
al participar en la formacion de la bolsa
periodontal, destruccion del tejido conectivo
y reabsorcion del hueso alveolar a través
de un mecanismo inmunopatogénico, que
se refleja en inflamacién y destruccion de
hueso, movilidad y pérdida de dientes. Una
vez establecida la periodontitis, se forma
un infiltrado inflamatorio constituido por
diferentes tipos celulares como macréfagos
y linfocitos, que produciran distintos
subtipos de citocinas, mediadores biol6gicos
responsables de la inmunopatologia de
diversas enfermedades (Bascones Martinez
y Figuero Ruiz, 2005; Gaurilcikaite y col.,
2017).

La hipertensién arterial (HTA) es
una enfermedad crénica comun que
se manifiesta como un incremento
anormal y persistente de la presion arterial
sistémica (PA), y constituye el factor de
riesgo modificable mas importante de
morbilidad y mortalidad que se asocia con
un mayor riesgo de otras enfermedades,
fundamentalmente cardiopatia isquémicay
enfermedad cerebrovascular (Oparil y col.,
2018). La hipertension es una enfermedad
multifactorial sin un mecanismo simple que
explique por completo el aumento de la PA
(Czopeky col., 2019). En su desarrollo se ha

involucrado al estrés oxidativo, la inflamacion
y la disfuncién endotelial, que se manifiesta
por cambios de los niveles de endotelina y
Oxido nitrico. A pesar del prominente papel
que se le atribuye al sistema inmunolégico
en modelos experimentales (Guzik y col.,
2007) y en estudios clinicos (Itani y col.,
2016), los mecanismos exactos que inician
estas respuestas siguen sin estar claros
(Drummond y col., 2019).

Cada dia se acepta mas que la EP se
asocia con un mayor riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares (ECV),
como los accidentes cerebrovasculares
(ACV), enfermedad coronaria (CHD) y
posiblemente enfermedad arterial periférica
e hipertension, independientemente de
los factores de riesgo tradicionales como
el tabaquismo y la obesidad (DeStefano y
col., 1993; Demmer y Papapanou, 2000;
Hujoel y col., 2000; Beck y Offenbacher,
2001; Bahekar y col., 2007; Chen y col.,
2008; Humphrey y col., 2008; Bouchard y
col., 2010; Tsioufis y col., 2011; Tonetti y
Dyke, 2013).

La interaccion entre la carga bacteriana y
la respuesta del huésped es el mecanismo
biolégico mas plausible que vincula la
periodontitis con una serie de factores de
enfermedades crénicas sistémicas, como
la diabetes mellitus, ECV y enfermedades
neurolégicas como el Alzheimer
(Southerland, 2013; Tonetti y Dyke, 2013;
Dominy y col., 2019). Estos pacientes a
menudo presentan inflamacion sistémica y
disfuncion endotelial (Tonetti y col., 2007)
que mejora después de un tratamiento
periodontal adecuado. No obstante, la alta
prevalencia de la HTA y de su importancia,
la mayoria de los estudios que evaluian su
relacion con la EP son estudios transversales,
a menudo subanalisis de grandes cohortes
y con dgrandes variaciones de diseno y
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namero de participantes (Papapanouy col.,
2018; Konkel y col., 2019; Pietropaoliy col.,
2020).

Varios estudios parecen apoyar una
relacion entre la periodontitis severa y
la HTA; y dado que la periodontitis es
la principal causa por la que ocurre
extraccion y pérdida de dientes en adultos,
se ha sugerido la existencia de posibles
mecanismos fisiopatologicos que relacionan
la periodontitis y la HTA (Inoue y col., 2005;
Holmlund y col., 2006; Desvarieux y col.,
2010; Tsakos y col., 2010; Tsioufis y col.,
2011; Zeigler y col., 2015; Martin-Cabezas
y col., 2016; Aguilera y col., 2020). En
este sentido, se ha demostrado que la
presion sistolica (PAS) y diastolica (PAD) se
encuentran mas elevada en los pacientes con
EP que entre los individuos sin periodontitis
(Desvarieuxy col., 2010; Tsakosy col., 2010);
demostrandose asociacion positiva entre
la PAS y periodontitis severa en personas
de mediana edad (Tsakos y col., 2010),
hallandose valores de PA mas altos en
aquellos individuos que han perdido dientes
(Taguchi y col., 2004; Volzke y col., 2006).

Se ha postulado que esta relacion causal
es tanto indirecta, ya que es bien conocido
que la periodontitis y la hipertension
comparten factores de riesgo comunes
tales como la edad, el tabaquismo, el estrés
y factores socioeconémicos; como directa
a través de efectos sistémicos entre los
cuales se incluye un proceso inflamatorio
generalizado (Beck y Offenbacher, 2001; De
Nardin y col., 2001). A su vez, la hipertension
puede afectar de modo significativo la
severidad de la EP, incrementando la carga
inflamatoria del huésped, induciendo
alteraciones tales como un incremento
del estrés oxidativo y de la activacion del
sistema renina-angiotensina (SRA) (Macedo
Paizan y Vilela-Martin, 2014).

Los mecanismos por los cuales la EP
puede ejercer efectos sistémicos se deben
tanto a la invasion bacteriana de tejidos
remotos (accioén directa), como a una
accion indirecta mediante la produccion de
mediadores de inflamacion en la cavidad
oral que luego son liberados a la circulacion
(El Kholy y col., 2015). Diferentes estudios
poblacionalesy la data experimental implican
a diversos mediadores inflamatorios en
el desarrollo de la hipertension (Sesso y
col., 2003; Chrysohoou y col., 2004), y a
su vez la respuesta inflamatoria sistémica
que acompana a la EP ha sido propuesta
como la conexidén entre periodontitis,
ateroesclerosis y otras ECV (Nakajima y
col., 2009; Sanz y col., 2010). Marcadores
de inflamaciéon tales como la proteina
C reactiva (PCR) se encuentran elevados
en la periodontitis moderada a severa.
Asimismo, el incremento de los niveles de
este marcador es pronéstico de desarrollo
de hipertension, independientemente
de otros factores de riesgo (Sesso y col.,
2003; Gani y col., 2009). También se ha
reportado incrementos de otros marcadores
de inflamacion tales como la interleucina
6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) en la periodontitis cuando se
comparan con controles sanos (Gani y col.,
2009). Los mecanismos que subyacen en
la asociacion entre la EP y la hipertension
son hasta el momento especulativos. La
proximidad anatémica del periodonto
con el flujo sanguineo puede facilitar la
bacteriemia y la diseminacion sistémica de
productos bacterianos, reactantes de fase
aguda, complementos e inmunocomplejos
que pueden llevar a lesién vascular y
ateroesclerosis. A su vez, el proceso
ateroescleroético induce un incremento
de la resistencia al flujo sanguineo y
consecuentemente, al incremento de la PA
(Macedo Paizan y Vilela-Martin, 2014).
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El estrés oxidativo juega un papel vital en
la etiopatogénesis de todas las enfermedades
sistémicas. La periodontitis, como cualquier
enfermedad inflamatoria cronica, esta
indisolublemente ligada al desequilibrio
oxidativo-reductor (Kimura y col., 1993).
De hecho, durante el proceso inflamatorio
inducido por los patégenos periodontales la
estimulacion de los neutrofilos y macréfagos
durante el proceso de fagocitosis, conduce
a un “estallido respiratorio” resultando en
un incremento de la formacion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) y de nitrdgeno
(ERNs); y su produccion excesiva conduce
a estrés oxidativo con un incremento en la
formacion de radicales libres, asi como una
disminucion de los niveles de antioxidantes
(Kimuray col., 1993; Toczewska y col., 2020).
Muchos estudios han demostrado que el
estrés oxidativo es directamente responsable
de la degradacion de los componentes de
la matriz extracelular del tejido periodontal,
incluyendo colageno, elastina, proteoglicanos
y glicosaminoglicanos (como el acido
hialurénico) (Kimura y col., 1993), lo que
lleva a la destruccion del tejido de soporte
del periodonto (Kna's y col., 2013; Téthova y
Celec, 2017; Wangy col., 2017). Sin embargo,
el estrés oxidativo también inicia y promueve
la respuesta inflamatoria en la periodontitis.
Bajo la influencia de EROs, se genera un
aumento en la produccion de citocinas y
factores de crecimiento como las IL-6, IL-8,
TNF-a y el factor nuclear B (NFxB) (T6thova
y Celec, 2017). De hecho, en pacientes con
EP, la actividad de NAD(P)H oxidasa aumenta,
lo que no solo incrementa la produccion de
radicales libres, pero también es una fuente
importante de citocinas pro-inflamatorias
(Giannopoulouy col., 2008). El estrés oxidativo
también conduce a la liberacion de enzimas
lisosomales responsables de la destruccion
local de tejidos. Estudios recientes indican
que, en pacientes con periodontitis con

comorbilidades, el desbalance 6xido-redox
salivales se encuentran exacerbados. En
casos de EP y enfermedad coronaria, se ha
demostrado incrementos de los niveles de
malondialdehido salival y sérico (marcador
de peroxidacion de lipidica), asi como de
la dimetilarginina asimétrica (ADMA, un
inhibidor endégeno del 6xido nitrico) en
comparacion con sujetos sanos y casos de
cardiopatia coronaria. Esto se acompano
de una disminucion de la vitamina C, un
importante antioxidante (Isola y col., 2019
a,b; 2020).

Las EROs producidas por la infiltracion
local de neutréfilos participan en la
destruccion del tejido periodontal. El
desequilibrio en la actividad oxidante /
antioxidante dentro de la cavidad oral
influye de manera adversa en el estado
oxidativo sistémico, como se refleja en el
aumento de los niveles séricos de EROs y
la reduccion de los antioxidantes (Brock y
col., 2004; DAiuto y col., 2010). El estrés
oxidativo, a su vez, esta implicado en el
desarrollo de la hipertension, ya que las
EROs pueden considerarse mediadoras de
la vasoconstriccion y la inflamacion vascular;
y la biodisponibilidad del 6xido nitrico esta
estrechamente relacionada con el estado
redox (Touyz, 2004a; Androulakis y col.,
2009). En la hipertension, tanto las pequenas
como las grandes arterias presentan una
vasorelajacion dependiente del endotelio
y una distensibilidad disminuidas, una
vasoconstriccion incrementada, mayor re-
modelaje e inflamacion (Touyz, 2004b).

Entre los muchos factores vasoactivos
involucrados en la fisiopatologia de la
hipertension, esta la angiotensina Il (ANG
II), que es considerada actualmente como
un agente pro-inflamatorio (Labandeira-
Garcia y col., 2017). Asi, la administracion
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de bloqueantes del receptor AT, de la ANG
Il ha demostrado efectos anti-inflamatorios
en procesos tales como la inflamacion
vascular subyacente a la artritis reumatoide
(Price y col., 2007), la ateroesclerosis
(Phillips y Kagiyama, 2002), en procesos
de inflamacién vascular subyacentes a
hipertension y otras patologias (Marchesi
y col., 2008). Se ha demostrado que la
ANG II, a través de su receptor AT, es
capaz de iniciar una cascada inflamatoria
mediada por la activacion de la enzima
NAD(P)H oxidasa, la generacion de EROs y
la activacion del NFkB (Mollnau y col., 2002;
Matos y col., 2013). Las células poseen
varios mecanismos de defensa capaces de
prevenir o contener los efectos deletéreos
de las EROs (FOrstermann, 2008); sin
embargo, cuando se excede la capacidad
del sistema de defensa antioxidante
[superéxido dismutasa (SOD), catalasa,
glutation peroxidasa (GPx), heme oxigenasa
(HO), paraoxonasa (PON)], se desemboca
en estrés oxidativo. Por lo tanto, las
manipulaciones farmacologicas dirigidas
a la prevencion del estrés oxidativo son de
gran interés terapéutico. Estas incluyen a
los inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina (IECA) y a los bloqueantes
del receptor AT, de la ANG II (Liy col., 2011).

La evidencia indica la presencia de los
componentes de un SRA local en la enciade la
rata, capaz de generar ANQG Il /n vitro, siendo
este sistema completamente funcional
tanto en ratas como en humanos (Santos
y col., 2009, 2015). Asi, Matos y col. (2013,
2014), demostraron que el bloqueo de los
receptores AT, previene la progresion de la
EP en etapas tempranas de la patologia ya
que previene significativamente la pérdida
de hueso, revierte el aumento en el conteo
de leucocitos y de la actividad enzimatica
de la CAT, la SOD, la GPx y la NOS inducido

por lipopolisacarido (LPS). Igualmente,
el valsartan fue capaz de prevenir el
incremento inducido por el LPS de los
niveles salivales de la PCR, de citocinas pro-
inflamatorias como las IL-1a, IL-1p, IL-6,
IL-17, el TNF-a; las quimiocinas RANTES
y MIP-3q, y de prevenir la reduccion de la
citocina anti-inflamatoria IL-4 (Matosy col.,
2014, 2016, 2019). Todos estos hallazgos
permiten establecer la existencia de una
relacion entre los marcadores de estrés
oxidativo y de marcadores inflamatorios y
la EP; y sugiere un papel de la ANGII/RAT,
en la patogénesis de la EP inducida con LPS
en ratas (Matos y col., 2014; Santos y col.,
2015; Dionisio y col., 2019).

Dada la gran prevalencia tanto de la
EP como de la hipertensiéon, la morbi-
mortalidad asociada a ambas, y tomando
en cuenta la alta incidencia de una
asociacion entre ambas patologias; se
acrecienta la necesidad de investigar sobre
el reconocimiento del periodonto como un
foco de infeccion con efectos sistémicos
potenciales y de amplio alcance. Por ello,
empleando modelos experimentales de
hipertension arterial y a fin de examinar la
asociacion entre hipertension y la EP, en
el presente trabajo se evalu6 la influencia
de la HTA sobre cambios morfolégicos e
inflamatorios en el periodonto en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR)
comparandolas con su control Wistar
Kyoto (WKY) a las que se le indujo EP
experimentalmente con LPS. Asimismo,
se evaluaron las posibles alteraciones de
la actividad de las enzimas antioxidantes y
el papel de la ANGII/RAT, en la EP en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) y ratas
Wistar Kyoto (WKY) (Control). Para ello se
determiné el efecto del antagonista del
receptor AT, el valsartan (VAL), sobre la
HTA, el recuento de leucocitos, la actividad
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de tres enzimas antioxidantes, CAT, SOD y
GPx.

Materiales y métodos

Se utilizaron ratas macho de 16 semanas
de las cepas espontaneamente hipertensas
(SHR) y Wistar Kyoto (WKY), de 280-300 g
de peso corporal, provenientes del Bioterio
del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC), mantenidas bajo libre
acceso al agua y comida (Ratarina®) hasta
el momento del experimento. Los cuales
fueron realizados bajo la supervision de
la Comision de Bioterio de la Facultad de
Farmacia de la UCV y de acuerdo con el
Codigo de bioética y bioseguridad sobre el
manejo de animales de experimentacion
del Ministerio de Ciencias y Tecnologia de
la Republica Bolivariana de Venezuela.

INDUCCION DE LA PERIODONTITIS

La periodontitis se indujo mediante
inyecciones repetidas de la endotoxina en
el tejido gingival, de acuerdo con el método
de Ramamurthy y col. (1985). La inflamacion
periodontal fue inducida 24 horas antes del
inicio del tratamiento con el antagonista
de los receptores AT, (valsartan) (VAL). Las
ratas fueron anestesiadas con ketamina al
10% (60 mg/Kg) e inyectadas directamente
en la encia vestibular entre el primer y
segundo molar con 10 uL (1 mg/mL) de
lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli
(E. coli), purificado cromatograficamente
(Sigma, St. Louis, MO), cada dos dias, para
un total de 5 inyecciones en un periodo de 11
dias de tratamiento. EL VAL fue administrado
por via oral (10mg/Kg) mediante el uso de
una sonda intragastrica. Las ratas fueron
distribuidas en cuatro grupos: 1. WKY+LPS
tratadas con vehiculo; 2. SHR+LPS tratadas
con vehiculo; 3. WKY+LPS+VAL (11 dias); 4.
SHR+LPS+VAL (11 dias).

DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL

Se midio la PA al comienzo y al final del
tratamiento. El registro de los parametros
cardiovasculares, PA y frecuencia cardiaca
se realiz6 en las ratas conscientes por un
método no invasivo mediante el uso de
un plestismografo digital de cola (Digital
Pressure Meter LE 5002 LETICA®, Panlab,
S.L. Barcelona-Espana), registrandose la
PAS, PAD y la presion arterial media (PAM).
La semana previa al experimento, se
determiné diariamente la PA y frecuencia
cardiaca, para minimizar el estrés asociado
al manejo y al movimiento de la cola
(periodo de adaptacion a la toma de la PA
y de la frecuencia cardiaca).

RECUENTO DE LEUCOCITOS

Al final de los 11 dias, se sacrificaron
los animales por decapitacion se tomaron
muestras de sangre periférica (2 mL
aproximadamente) y se colocaron en tubos
estériles para extraccion de sangre al vacio,
con EDTA-K, (1,2 a 2,0 mg/mL de sangre).
Posteriormente se colocaron en un tubo
Eppendorf, 20 uL de sangre y 380 uL de
reactivo de Turk para un volumen total
de 400 uL, se mezcldé cuidadosamente,
se dejaron en reposo, y se procedio a
llenar la camara de Neubauer, llevandola
al microscopio con un objetivo de 10X y
realizandose el contaje de los 5 cuadrados
de 1 mm de lado cada uno. El nimero de
leucocitos fue calculado tomando la suma
de las células contadas multiplicado por 40
y el recuento de leucocitos fue expresado
como células/mm?>.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LA MUCOSA
BUCAL

Después de que las ratas fueron
sacrificadas por decapitacion, se aislo la
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encia del maxilar inferior. La mucosa bucal
fue colocada en una solucion amortiguadora
fria de fosfatos (NaCl al 0,9% en buffer de
fosfatos 0,01 M; pH 7,0). Para la medicion
de las enzimas antioxidantes los trozos de
mucosa fueron colocados en 2 volimenes
de una solucién fria (PBS 0,01 M, EDTA
1mM, aprotinina al 0,05% y ortovanadato
de sodio (Na,vO, 100 mM), sonicados
y centrifugados por 10 min a 10.000
rpm. El sobrenadante fue recolectado y
almacenado a -20°C hasta el procesamiento
de la muestra.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS
ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Determinacion de la actividad de la
SOD total

La actividad de la SOD se determino
por la capacidad de esta enzima de inhibir
la reduccion del azul de nitrotetrazolium
(NBT) por los O, generados por el sistema
de la xantina-xantina oxidasa (Oberley y
Spitz, 1984). Se prepar6é una mezcla de
reaccion con la siguiente composicion:
xantina 0,122 mM, EDTA 0,122 mM, NBT
30,6 uM, albumina 0,006% y bicarbonato
de sodio 4 mM. Se anadi6 33 uL del tejido
de interés homogenizado y diluido 1:10
en amortiguador de fosfatos 50 nM (pH 7),
al cual se le anadi6 166 uL de la mezcla
de incubacién (xantina 0,03 mM, EDTA
0,6 mM, NBT 150mM, albimina 0,1% y
NaHCO, 400 mM), manteniéndose a 27°C.
La reaccion se inicié con la adicion de 10
wL de la enzima xantina oxidasa. Se prepar6
un blanco para cada muestra con los
mismos reactivos, pero sin xantina oxidasa;
asimismo, se prepard un tubo de 100% de
reduccion, el cual contenia xantina oxidasa
sin muestra. Los tubos se incubaron por 30
minutos, sequidamente se adicion6 1 mL
de cloruro de cobre (II) 0,8 mM y se midi6

la absorbancia a 560 nm. Los resultados
se expresaron como U/mg de proteina. Una
unidad de SOD se define como la cantidad
de SOD necesaria para inhibir en un 50%
la reduccion del NBT.

Determinacion de la actividad de la
catalasa

La actividad de la CAT fue determinada
empleando una modificacién del método de
Aebi (1982), la cual cuantifica la disminucion
de la absorbancia del H,0, debido a su
degradacion por la CAT presente en la
muestra. Para ello, se anadi6é 25 ulL de
homogenizado del tejido gingival a 725 uL
de la mezcla de incubacion conteniendo 10
mM H,O, en un buffer fosfato 10 mM a pH
7, monitoreando el cambio de absorbancia
a240nmalos 0, 60, 120 y 180 segundos,
utilizando la constante de reaccion de
primer orden (K) como la unidad de
actividad de la CAT, la cual queda definida
de acuerdo a la siguiente formula: k = (1/t)
(2,3 xlog A, / A)), donde t es el intervalo
de tiempo medido (seg), A, y A, son las
absorbancias del H,0, en los tiempos t, y
t,. Los resultados se expresan como k/mg
de proteina.

Determinacion de la actividad de la
glutation peroxidasa

La actividad de la GPx fue determinada
de forma indirecta de acuerdo al método
descrito por Flohé (1984), mediante una
reaccion acoplada con la glutation reductasa.
El glutation reducido es empleado por la
GPx para reducir el peroxido de hidrégeno,
el cual es regenerado por la glutation
reductasa a partir de glutation oxidado
y NAD(P)H, y se basa en la disminucion
de la absorbancia a 340 nm debido a la
desaparicion de NAD(P)H. Los resultados
se expresan promediando los cambios de
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absorbancia por minuto, multiplicando este
promedio por 0,16 (este factor se obtiene
tomando en cuenta que el coeficiente de
absorcion milimolar del NAD(P)H a 340 nm
es de 6,22 L mmol -1 cm-1) y dividiendo
el resultado entre los mg de proteina
adicionados en el ensayo. Asi se obtiene
la actividad especifica expresada y los
resultados se expresaron como U/mg de
proteina.

Determinacion de las proteinas
tisulares

Las proteinas tisulares totales fueron
determinadas por el método de Lowry y
col. (1951), utilizando albumina sérica de
bovino como patrén.

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados
como la media * el error estandar de la
media (X = E.E.M.) y fueron graficados
y analizados mediante el programa
GraphPad Prism version 4.1. Las diferencias
entre los grupos se determinaron mediante
el andlisis de varianza de una via (ANOVA)
y el analisis post hoc de Bonferroni.
Valores de p<0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

Resultados
RESORCION OSEA

En la Figura 1 se observa el registro
fotografico de la pérdida 6sea en el
maxilar de las ratas WKY y SHR tratadas
con LPS, donde se muestra el aspecto
macroscopico de los maxilares de ambos
grupos. Las flechas representan el area
donde se produjo la pérdida 6sea con las
inyecciones inter diarias de LPS, la cual fue

WKY

SHR

Figura 1. Registros fotogréficos de la pérdida dsea
en el maxilar de las ratas. Aspectos macroscépicos de
un maxilar de ratas WKY y SHR. Las flechas representan
el drea de pérdida 6sea (Matos y col., 2015)

mas marcada en el grupo de ratas SHR al
compararlas con las ratas WKY tratadas
con LPS.

RECUENTO DE LEUCOCITOS

Como se observa en la Figura 2, aun
cuando las ratas no mostraron signos
aparentes de enfermedad sistémica a
lo largo de los 11 dias de tratamiento,
las inyecciones con LPS produjeron
leucocitosis, la cual fue mucho mas
pronunciada y significativa en el grupo de
ratas SHR (+113%, p<0,001). El bloqueo del
receptor AT, con valsartan redujo parcial
y significativamente el incremento del
nuamero de leucocitos contados en sangre
periférica inducido por LPS en las ratas
SHR.

PRESION ARTERIAL MEDIA

En las ratas SHR tratadas con LPS se
observan valores de PAM significativamente
mayores (p<0,05) que, en su contrapartida,
las ratas WKY. El bloqueo del receptor
AT1 con valsartan revertié los valores
incrementados de la PAM en las ratas SHR
tratadas con LPS (Figura 3).
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Figura 2. Contaje de leucocitos en los grupos
sometidos a 11 dfas de tratamiento. Cada barra
representa lamedia + E.E.M. N=6-10.**p<0,001,
**p< 0,01, respecto al grupo WKY

Actividad de las enzimas antioxidantes
de la mucosa bucal en ratas WKY y SHR
con EP inducida por inyecciones locales
de LPS

Como se observa en la Figura 4, la
actividad de las enzimas antioxidantes CAT'y
SOD mostré un incremento significativoy mas
pronunciado y en el grupo de las ratas SHR
con EP inducida con el tratamiento con LPS
comparada con el grupo de ratas WKY con
EP (CAT: 190% y SOD: 51%). El tratamiento
con el antagonista del receptor AT, (VAL) fue
capaz de revertir dicho incremento.

Con relacién a la actividad de la
GPx, se observa que en las ratas SHR
con EP, la actividad de la misma estuvo
significativamente reducida al compararla
con las WKY (-65%). El tratamiento con el
VAL revirtié parcialmente la reduccion de la
actividad enzimatica (Figura 4).

Discusion

En el presente estudio se evaluo la posible
asociacion entre la EP y la hipertension y sus
efectos sobre el estado redox, reflejado en
la actividad de las enzimas antioxidantes de
la mucosa bucal. Los hallazgos indicaron
que, en las ratas SHR con EP inducida
experimentalmente se observa un incremento
exacerbado en el conteo de leucocitos, un
aumento significativamente mayor en el area
de pérdida 6sea maxilar en comparacion
con ratas normotensas con EPy alteraciones
del estado oxidativo asociado a la actividad
de las enzimas antioxidantes de la mucosa
bucal.

La presencia de infiltrado inflamatorio
es una caracteristica constante en la EP,
donde estas células ejercen un papel en
la contencion de las bacterias gingivales y
sus productos, que debe balancearse con la

175+
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Figura 3. Determinacion de la presion arterial
media en los grupos sometidos a 11 dias de
tratamiento. Cada barra representa la media
+EEM. N=2-5.*p<0,01 comparado con WKY
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Figura 4. Actividad de la CAT, SOD y GPx de la encia de las ratas sometidas a 11 dias de tratamiento. Cada barra
representa la media + E.E.M. N= 6-10. **p<0,001, *p<0,01, *p<0,05, respecto a su propio control del grupo WKY

destruccion histica debida a la liberacion de
radicales libres y proteasas. De esta forma,
un mecanismo defensivo se convierte
en lesivo para los tejidos periodontales,
y por lo tanto estan involucrados en la
etiopatogenia de la EP (Garcia-Triana y
col., 1998). Los leucocitos migran a través
de las estructuras de unioén del epitelio
hacia el surco gingival y luego migran al
torrente circulatorio sistémico, tal y como
lo demuestra Matos y col. (2015) en un
modelo de periodontitis en rata en el que
el tratamiento durante 7 dias con LPS
produjo un aumento de la leucocitosis con
neutrofilia evidente, lo que sugiere una
repercusion sistémica de la periodontitis
debido a las bacterias Gram-negativas
viables en la biopelicula, a los LPS y
citocinas proinflamatorias que pueden
ingresar al torrente sanguineo e influir en
la salud general y en la susceptibilidad a
ciertas enfermedades.

Numerosos informes basados en
estudios epidemioldgicos, indican que
las infecciones buco-dentales estan
asociadas y pueden desempenar un
papel coadyuvante en el desarrollo de
enfermedades sistémicas, reportandose
una relacion estadisticamente significativa
entre la EP y un riesgo aumentado de
padecer aterosclerosis y ECV (Bullony col.,
2011), accidentes vasculares cerebrales y
artritis reumatoide (Esen y col., 2012), lo
cual esta en concordancia con resultados
relativos a los recuentos elevados de
leucocitos en la sangre venosa de los
pacientes con EP que confirma la presuncion
que la EP causa inflamacion sistémica de
bajo grado inducida por la respuesta del
hospedero a las bacterias periodontales
(Zilinskas y col., 2011).

Ahora bien, los efectos sobre los
leucocitos parecen estar exacerbados
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durante la hipertension, tal y como apuntan
nuestros resultados presentes donde el
incremento representa un 113% sobre el
basal en comparacion con el incremento
reportado por Matos y col. (2013) en ratas
Sprague-Dawley de apenas un 63 % de
incremento en la leucocitosis. Igualmente,
Bonato y col. (2012) demostraron que
las ratas SHR con periodontitis presentan
un marcado aumento de la infiltracion
de neutroéfilos en comparacion con ratas
WKY. Ain mas, se ha demostrado que los
niveles de las enzimas de los neutrofilos
como la metaloproteinasa de matriz-8 y 9,
la mieloperoxidasa (MPO) y el elastbmero
de neutrofilos (NE) en la circulaciéon
aumentaron en pacientes con hipertension
y periodontitis cronica (Tirkoglu y col.,
2014). Estos hallazgos indican una relacion
bidireccional entre la EP y la hipertension,
lo que demuestra que la enfermedad
sistémica puede influir en la patogenia
de la EFP, y la misma también puede traer
consecuencias sistémicas (Prieto y col.,
2017; Conti y col., 2020).

Con relacién a la resorcion Osea,
nuestros hallazgos coinciden con diversos
estudios que demuestran que las ratas
con periodontitis tuvieron resorcion del
hueso alveolar, siendo que las SHR con
periodontitis mostraron una pérdida 6sea
mas marcada, en comparacion con ratas
WKY con EP. Las ratas SHR sufren una
inflamacion periodontal mas severa, cuando
son comparadas con su control WKY, con
mayor pérdida de hueso alveolar (Bonato
y col., 2012), lo que indica que en las
ratas SHR, la condicion hipertensiva per se
parece favorecer los procesos inflamatorios
que se potencian cuando se combinan
con la periodontitis, comparado con ratas
normotensas WKY. Samanovic y col. (2021)
apoyan estos hallazgos ya que demuestran

que el area radiografica de la periodontitis
apical fue significativamente mayor en el
grupo de ratas SHR + periodontitis apical
que en el grupo periodontitis apical s6lo o
control.

El aumento de la PAy la EP, a pesar de
ser diferentes en etiologia y patogenia,
tienen algunas similitudes, como una
microbiota comun (Bacterias anaerdbicas
Gram-negativas) acompanadas por niveles
elevados de citocinas sistémicas, que
pueden conducir a los efectos vasculares
deletéreos posteriores (Cotti y col., 2011).
Sobre la base de este conocimiento,
estudios clinicos confirmaron que la EP
afecta el aumento del nivel de PAS, PAD
y masa ventricular izquierda en sujetos
con hipertensién, lo que coincide con
los resultados del estudio de Angeli y
col. (2003), quienes demostraron una
asociacion directa entre la severidad de la
periodontitis y la masa ventricular izquierda,
esta ultima como predictor independiente
de ECV. Por su parte, Lockhart y col.
(2012) encontraron un vinculo entre la EP
y la enfermedad vascular aterosclerdtica,
pero sin una relacion causal. Ademas, no
pudieron demostrar que las intervenciones
terapéuticas periodontales pudieran
modificar el curso clinico de la enfermedad
aterosclerdtica, la enfermedad vascular o
prevenir enfermedades del corazon.

El mecanismo biolégico que podria
ser importante en la asociacion entre las
EP y las sistémicas como la hipertension,
es sin lugar a duda el estrés oxidativo. La
actividad del sistema antioxidante presente
en la saliva o en la mucosa bucal, como
la CAT, GPx y SOD, han resultado en
biomarcadores efectivos para evaluar la
severidad de la EP y la efectividad de los
tratamientos (Matos y col., 2013; Lee y
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col., 2019; Toczewska y Konopka, 2019).
Por ello, en el presente estudio evaluamos
si la EP esta mediada por un cambio en
la capacidad antioxidante en condiciones
hipertensivas. Asi, nuestros resultados
muestran un incremento significativo de la
actividad de las enzimas antioxidantes CAT
y SOD de la mucosa bucal en el grupo de
las ratas hipertensas con EP inducida con
el tratamiento con LPS comparada con el
grupo de ratas WKY con EF, mostrandose
una actividad enzimatica de CAT exacerbada
de un aumento de 190%, mientras que en
ratas Sprague-Dawley con EP experimental
el incremento de la actividad de la catalasa
fue de apenas un 54 % (Matosy col., 2013).

La literatura muestra resultados
diversos cuando se mide la actividad
antioxidante del sistema de defensa
enzimatico, dependiendo del tejido o
fluido donde se midan. Algunos estudios
sugieren una disminucion de las actividades
antioxidantes de la SOD y CAT asociadas
con la periodontitis (Trivediy col., 2015). En
estudios realizados en animales, Sobaniec
y Sobaniec-Lotowska (2000) mostraron, en
el suero de ratas sometidas a un modelo
de ligadura para inducir la periodontitis,
una reduccion de la actividad de la SOD,
CAT y GPx, asi como un incremento del
malondialdehido (MDA). A su vez, Petelin
y col. (2000), estudiaron el efecto de la
aplicacion subgingival de liposomas de
SOD en perros beagles a los cuales se habia
inducido la periodontitis, encontrando una
mejoria en los procesos de inflamacion
e incremento del hueso alveolar, no
asi con la CAT. Estos niveles bajos de
SOD y CAT observados en pacientes con
periodontitis cronica, podria ser el resultado
del agotamiento antioxidante debido a la
generacion constante de radicales libres y
la destruccion de antioxidante protectores.

Contrariamente a lo reportado, nuestros
resultados de un incremento en la actividad
de la SOD y la CAT en la mucosa bucal
de las ratas SHR sometidas a inyecciones
de LPS, cuando son comparados con su
control WKY con EF, puede deberse a un
efecto inmediato local y no sistémico,
que requiere una accion inmediata del
sistema antioxidante, de ahi el incremento
compensatorio en la actividad de estas
enzimas. Asimismo, puede reflejar una
mayor sensibilidad del sistema antioxidante
en ratas SHR, con un nivel de radicales
libres exacerbado por la hipertension con
una sobreexpresion de estas enzimas. En
apoyo a nuestros resultados se encuentran
los de Panjamurthy y col. (2005) quienes
reportan un incremento en el estado
oxidativo total y en los valores de SOD en
suero, saliva y fluido gingival crevicular
(FGC) de pacientes con periodontitis cronica
y niveles incrementados de MDA s6lo en el
FGC, que retornaron a niveles basales con
terapia.

Estos resultados sugieren que la
hipertension asociada a la EP se acompana
con una situacion de estrés oxidativo,
con adaptaciones de mecanismos
antioxidantes, con el fin de contrarrestar
los efectos negativos de la oxidacion.
Probablemente, el sistema antioxidante
celular defensivo posee capacidad de
adaptacion al efecto del estrés oxidativo que
acompana a la hipertensiéon. Asi pues, en
esta patologia observamos un aumento de
estrés oxidativo, que no puede ser atribuido
a un defecto del sistema antioxidante.
Puede especularse que cuando el estrés
oxidativo es mayor, la célula genera una
mayor actividad antioxidante (Labios y col.,
2011).

Entre los principales mecanismos que
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poseen las células para prevenir o reparar
los efectos deletéreos del estrés oxidativo,
esta el glutation (Giustarini y col., 2017;
Yang y col., 2020;). La forma reducida
del glutation (GSH) es un péptido de
tres aminoacidos que experimenta ciclos
de oxidacion y reduccion en el grupo
sulfidrilo de la cisteina terminal. Durante la
oxidacion, dos moléculas de GSH donan sus
electrones para reducir el producto blanco
y se forma una unién sulfidrilo entre ellos,
generando el glutation oxidado (GSSG). El
estrés oxidativo puede disminuir tanto el
glutation total como es GSH. Efectivamente,
Tsai y col. (2015) encontraron que la
concentracion de glutation salival estaba
reducida en pacientes con periodontitis
cronica comparados con sujetos sanos,
sugiriendo que este antioxidante se
consume durante la produccion de las
EROs que llevo a su deficiencia. En apoyo
a esto, nuestros hallazgos muestran que la
actividad del GPx sufri6 una disminucion
de la actividad de la enzima en el grupo
de ratas SHR a las que se les indujo la EP
con relacion al grupo de ratas WKY con
EF, posiblemente debido a la reduccion de
la concentracion de glutation en las ratas
hipertensas.

Existe evidencia que indica que la ANG
Il desempena un papel decisivo en la
induccion de la produccién de EROs en
diferentes tejidos durante la EP asociada a la
HTA, ambas frecuentemente asociadas con
aumento de los niveles de ANGII (Romero y
Reckelhoff, 1999). Efectivamente, nuestros
hallazgos apoyan el papel de la ANG Il y su
receptor AT, en las alteraciones producidas
en las ratas hipertensas con EF, ya que el
pre-tratamiento con valsartan, ademas de
reducir la PA en las ratas SHR, fue capaz
de revertir el incremento exacerbado de la

leucocitosis, de la mayor pérdida 6seay de
la alteracion en la actividad de las enzimas
antioxidantes.

La participacion del receptor AT, y la
NAD(P)H oxidasa en la accién de la ANG II
en la produccion de EROs durante la EP
fue demostrada por Matos y col. (2013),
quienes mostraron que la apocinina, un
inhibidor del ensamblaje de la NAD(P)H
oxidasa, fue capaz de revertir el incremento
de la actividad de la SOD y CAT inducidos
por la inyeccion de LPS. Del mismo modo, el
tempol, un atrapador del anién superéxido
que mimetiza la accion de la SOD, fue capaz
de prevenir el efecto de la administracion
del LPS sobre las enzimas antioxidantes.
Estos resultados sugieren que durante la
periodontitis experimental inducida con
inyecciones de LPS ocurre la activacion
secuencial que implica a la ANG I, el
receptor AT,, la NAD(P)H oxidasa y el anion
superoxido. Efectivamente, los hallazgos de
Matosy col. (2013), nos permiten inferir que
en la EP inducida con inyecciones con LPS
en ratas hipertensas, las EROs participan en
la senalizacion intracelular de la ANG II, via
el receptor AT, y su acople a la estimulacion
de la NAD(P)H oxidasa.

Santos y col. (2015) demostraron la
expresion de los componentes del SRA en
el tejido gingival de la rata, el cual es capaz
de generar los péptidos de angiotensina,
indicando la presencia de un SRA funcional.
Efectivamente, estos autores encontraron
expresion de renina, enzima convertidora
de angiotensina, receptores AT, y AT,, en
diferentes regiones del microambiente
oral; por ejemplo, en la porcion apical de la
raiz, la papila interdental, y el epitelio oral,
lo que sugiere la distribucion pleiotropica
de los componentes SRA en el tejido
periodontal. En particular, demostraron
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que el inhibidor de la renina, aliskiren
y el inhibidor de receptor AT,, losartan,
fueron capaces de prevenir la pérdida
Osea en ratas después de la induccion de
periodontitis experimental. Del mismo
modo, Suda y col. (2013), utilizando un
modelo de ratén, encontraron que el
bloqueante del receptor AT, telmisartan,
previno la pérdida de hueso alveolar en
ratones heterocigotos para sindrome de
Marfan infectados con P. gingivalis en
comparacion con los ratones de control.
Ademas, Araujoy col. (2013), en un modelo
de periodontitis inducida por ligadura en
rata demostraron que el telmisartan fue
capaz de atenuar la formacion de EROs,
intimamente asociadas a la activacion de
genes proinflamatorios, la inflamacion, y
a la expresion de metaloproteinasas de la
matriz y la pérdida 6sea. Toda esta evidencia
esta en linea con nuestros resultados
presentes, en los que se demuestra que el
valsartan fue capaz de revertir la resorcion
Osea gingival en ratas SHR con EP, y apoya
el papel del receptor AT, en la progresion
de la EP durante la hipertension.

El SRA participa en la regulacion de la
PA y la homeostasis del volumen y en la
fisiopatologia de la hipertension y otras
afecciones como la EP (Yim and Too,
2008; Santos y col., 2015). Efectivamente,
el aumento de la actividad del SRA es un
determinante importante para numerosas
afecciones patoldgicas porque la ANG II
aumenta la liberacion de aldosterona, la PAy
el estrés oxidativo y contribuye al desarrollo
de dano en los 6rganos terminales a través
de efectos directos sobre el tejido cardiaco,
vascular y renal (Yim and Too, 2008). En
vista del importante papel del SRA en la
hipertension y la EP, es légico pensar que su
inhibicion deberia corregir el incremento de
la PAy la progresion de la EP. En apoyo a esta

aseveracion, nuestros hallazgos demuestran
que el tratamiento con el bloqueante de los
receptores AT, el valsartan, previene de
modo significativo la progresion de la EP
exacerbada en la rata hipertensa en etapas
tempranas de la patologia, ya que fue capaz
de revertir el aumento la PAy la alteracion de
la actividad enzimatica de la SOD, la CAT y la
GPx en tejido gingival de rata, lo que indica
una relacion entre los marcadores de estrés
oxidativo y la hipertension asociada a EP. El
hecho que estos efectos hayan sido revertidos
por el tratamiento con VAL, sugiriere un
papel de la ANGII/RAT, en la patogénesis de
la EP inducida con LPS en la hipertension.
Similarmente, Labios y col. (2011) senalan
que el tratamiento durante dos meses con
el telmisartan, otro bloqueante del receptor
AT, de la ANG II, indujo en pacientes, una
reduccion de las cifras tensionales junto al
estrés oxidativo medido en los leucocitos,
observando en paralelo, una disminucion
del sistema de antioxidante. Dicho descenso
pareceria indicar que la célula no necesita
tanta actividad antioxidante cuando la
hipertension se normaliza. Adicionalmente,
Li y col. (2019) demostraron que la HTA
empeora la resorcion 6sea y la destruccion
del ligamento periodontal en la periodontitis
y estos efectos fueron revertidos mediante el
tratamiento con losartan.

Nuestros estudios muestran un papel
central de la ANG I como mediador del
estrés oxidativo en la patogénesis de la
periodontitis exacerbada por hipertension, lo
que indica que la ANG II puede ser un blanco
terapéutico en pacientes con hipertension y
comorbilidad de periodontitis.

Conclusiones

Nuestros resultados demuestran la
presencia de EP en las ratas SHR con
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EP inducida experimentalmente se
manifiesta por la pérdida 6sea marcada.
En las ratas hipertensas con EP inducida
experimentalmente, la EP se acompano
de un aumento mas pronunciado en
el numero total de leucocitos y de la
actividad de la CAT y SOD comparada con
las ratas normotensas con EP inducida
experimentalmente, lo que se asocia a la
presencia de estrés oxidativo exacerbado.
Igualmente, se observo una disminucion
de la actividad de la GPx, posiblemente
debido a la reduccion de la concentracion
de glutation en las ratas hipertensas. Todos
estos efectos fueron revertidos por el
tratamiento con VAL, sugiriéndose un papel
de la ANGII/RAT, en la patogénesis de la EP
asociada a la hipertension. Estos hallazgos
abren nuevas posibilidades terapéuticas en
el tratamiento de la EP y su comorbilidad
la hipertension.
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Notas de los efectos sinérgicos presentes entre
varias toxinas de venenos de serpientes y sus
posibles mecanismos de inter-relacion

Notes of the synergic effects present amid various snake venom toxins
and their possible mechanisms of inter-relationship

ALEXIs RODRIGUEZ-ACOSTA

Resumen

Sinergismo entre toxinas es un importante hallazgo que existe en los venenos de serpiente. El sinergismo ocurre entre muchas
de estas toxinas, donde las fosfolipasas A, (PLA,s) (toxinas enteras o sus sub-unidades) son los activadores mds importantes.
Entre los representantes principales de las toxinas del veneno ofidico estdn: las metaloproteasas (SVMPs), las fosfolipasas A,
(PLA,s), las serina proteasas (SVSPs), las toxinas de tres dedos (3FTxs) y las L-amino oxidasas (L-AAOs), las cuales toman parte
en la mayorfa de los desarrollos sinergisticos. Estos eventos se expanden por los efectos de amplificacién y acompanamiento.

Palabras clave: Mecanismos sinérgicos, sinergismo, serpientes, toxinas, venenos.

Abstract

Synergism is an important occurrence existing in snake venoms. Synergism occurs amid several toxins in most snake venoms,
where phospholipaseA, (PLA,s) (toxins or subunits) are the most important activators. The principal representatives of snake venom
toxins are the PLA,s, the metalloproteases (SVMPs), the serine proteases (SVSPs), three-finger toxins (3FTxs), and L-AAOs toxins,
which take part in the main synergistic developments. These events are widespread by the effects of amplification and escorting

Keywords: Snakes, synergic mechanism, synergism, toxins, venoms.

Introduccion

Los venenos de serpiente son mezclas
adquiridas durante los procesos evolutivos,
que cambian de acuerdo con sus
relaciones intergenéticas, alimentacion y
variables climaticas y geograficas (Pifano
y Rodriguez-Acosta, 1996; Aird, 2002;
Barlow y col., 2009), las cuales consisten
en moléculas bioactivas que inmovilizan
y digieren presas, actuando ademas
como defensa contra competidores y

depredadores naturales.

Los venenos de serpiente son
sistemas integrados, con variedad de
componentes que presentan per se
funcionalidades relevantes. La existencia
de una combinacion de toxinas en
estos venenos forja un desafio para
el estudio del sinergismo y de otras
interacciones entre ellas. La evolucion de
los venenos de serpientes resultado de los
mecanismos de adaptacion al ambiente
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EFECTOS SINERGICOS DE TOXINAS DE SERPIENTES Y SUS POSIBLES MECANISMOS DE INTER-RELACION

y a sus diferentes presas, ha demostrado
que existen diferentes toxinas actuando
separadamente o mas probablemente con
mecanismos sinérgicos, para llevar a cabo
sus funciones digestivas y/o de defensa.

Los efectos sinérgicos, entre diferentes
toxinas, son un espacio para discutir al
delinear los anti-venenos de diferentes
dgéneros y especies. Debemos seleccionar
la probable subunidad o toxina del veneno,
que no posea toxicidad, pero que pueda
potenciar la toxicidad de una que, si lo sea;
induciendo el efecto sinérgico, bien como
transporte o como anclaje para efectuar su
accion (Laustsen, 2016).

El sinergismo es un fenébmeno significativo
presente en los venenos de serpientes que
puede ser una adaptacion estratégica para
potenciar la accion de unas toxinas con
otras. Como primer ejemplo, tenemos las
fosfolipasas A, (PLA,) (toxinas o subunidades)
como principales facilitadores. Siguiendo
con las metaloproteasas (SVMP), las serina
proteasas (SVSP) y las toxinas de los tres
dedos (3FTxs), las cuales juegan un papel
esencial en los procesos sinérgicos.

Esta descripcion general de los efectos
sinérgicos ya descubiertos en varios
venenos de serpiente y sus posibles
mecanismos, junto con los métodos
apropiados para evaluar el sinergismo,
es importante para discernir los variados
efectos fisiopatolégicos y ademas como
herramienta cognitiva en el desarrollo de
anti-venenos o inhibidores mas eficientes.

SINERGISMO ENTRE COMPONENTES TOXICOS
DE VENENOS OFIDICOS

Los venenos de serpientes son sistemas
multicomponentes integrados (Groten y col.,
2001). El aislamiento y la caracterizacion de

toxinas individuales ha sido la conducta de
investigacion, sin embargo, la caracterizacion
de los perfiles de toxicidad del veneno
mediante la evaluacion de sinergismos
potenciales, que puedan existir entre sus
diversos componentes, deberia ser la
norma, ya que el efecto conjunto es mayor
que la suma de sus potencias individuales,
originando el concepto que se describe
como sinergia (Berenbaum, 1989; Groten
y col., 2001), lo cual hace que los venenos
alcancen una eficiencia significativa con
solo una pequena cantidad de ellos.

Se ha demostrado también, que cuando
se purifican fracciones de algunos venenos
y se inyectan separadamente, éstas, a las
dosis inyectadas, no son fatales para los
animales experimentales, mientras que
una concentracién correspondiente de
veneno crudo entero fue suficiente para
matarlos en pocos minutos. Esto sugiere
que las diferentes fracciones actuaron
sinérgicamente (Strydom, 1976). Los efectos
sinérgicos, también se describen en venenos
aracnidos y escorpionicos (Lazaroviciy col.,
1984; Wullschleger y col., 2005).

El mayor peso en la actividad de los
venenos ofidicos descansa en un grupo de
proteinas con actividad enzimatica, pero
con componentes muy activos sin dicha
actividad, que actuan por activacion de
desarrollos fisiologicos, como proteinas
nodrizas y a modo de inhibidores de otros
procesos (Devi, 1968).

Dentro de fracciones con actividad
enzimatica, se circunscriben las
fosfolipasas A,, metaloproteasas, serina
proteasas, L-aminoacidos oxidasas,
fosfodiesterasas, hialuronidasas, nucleasasy
acetilcolinesterasas. Del grupo sin actividad
enzimatica, se incluyen toxinas de tres
dedos, desintegrinas, inhibidores de serina
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proteasa, proteinas secretoras ricas en
cisteina y lectinas de tipo C (Brahmay col.,
2015).

Durante los ultimos anos, ha habido un
rapido aumento en el aislamiento y analisis
molecular de las toxinas presentes en el
veneno de serpientes. Esto ha contribuido
a la comprensiéon y caracterizacion de
los diversos componentes bioquimicos,
actividades farmacoloégicas y toxicologicas
de estas toxinas, asi como la posible
interaccion entre ellas (Nawarak y col.,
2003).

Las fosfolipasas A, (SVPLA)), las
metaloproteasas (SVMP), y las serina
proteasas (SVSP) son los tres componentes
enzimaticos principales de la familia de
proteinas del veneno de serpiente.

Las toxinas de tres dedos (3FTxs), las
desintegrinas, las lectinas de tipo C y
una amplia variedad de neurotoxinas son
polipéptidos no enzimaticos.

Las PLA, de veneno de serpiente (svPLA,)
catalizan especificamente la hidrolisis
dependiente de Ca?* del enlace acilo
glicerofosfolipido sn-2 graso, que libera
tanto lisofosfolipidos como acidos grasos
libres (Van Deenen y De Haas, 1983).

Las SVPLA, ejercen una impresionante
variedad de efectos toxicos y farmacologicos
como componentes que actiian solos o en
conjunto de forma sinérgica. Estos efectos
incluyen neurotoxicidad, cardiotoxicidad,
miotoxicidad, hemorragia, hemolisis, asi
como edema, convulsiones, hiperalgesia,
inflamacion, hipotensién, inhibicion de la
agregacion plaquetaria y anticoagulacion.

Se han descrito dos genes PLA,
ancestrales divergentes que representan
las bases de los grupos I y II. Los PLA, del

Grupo 1 fueron aisladas y expresadas en
las secreciones de las glandulas de veneno
de serpiente de Elapidae (kraits y cobras)
e Hydrophidae (serpientes marinas) (Six y
Dennis, 2000). Los PLA, del Grupo Il existen
principalmente en las familias Crotalidae
(serpientes de cascabel norteamericanas)
y Viperidae (Dennis y col., 2011).

Las metaloproteasas de veneno de
serpiente (SVMP) son las principales
toxinas en los venenos de la mayoria de
Crotalidae y Viperidae (Bjarnason y Fox,
1994); junto con ADAM (una desintegrina y
metaloproteinasa) y el ADAMTS relacionado:
ADAM con motivo de trombospondina
tipo 1, las SVMP constituyen la familia de
reprolisinas/ adamalisinas con organizacion
de dominio general compartida (Fox y
Serrano, 2005).

Las SVMP son proteasas, en su mayoria
dependientes de zinc que tienen masas
moleculares entre ~20 y 110 kDa. Se
clasifican en clases P-1 a P-1Il segun su
estructura de dominio (Jiay col., 1996). Las
SVMP P-I son la clase mas sencilla, contienen
solo un dominio de metaloproteasa (M); las
SVMP P-II se componen de un dominio My
un dominio de desintegrina (D); las SVMP
P-11I contienen los dominios M y D mas un
dominio rico en cisteina (C). Hay una clase
heterotrimérica de SVMP con dos lectinas
de dominio tipo C adicionales (snaclec)
(Clemetson, 2010; Zanotty y col., 2019),
que también se incluyen en el grupo P-III
como una subclase (P-1lId).

Las SVMP juegan un rol significativo en
patologias relacionadas con las hemorragias
locales y sistémicas, las mionecrosis, las
flictenas, e incluso llevando a los pacientes a
una hipovolemia y a procesos inflamatorios
(Markland, 1998; Rengifo y Rodriguez-
Acosta, 2019). Las SVMP, principalmente las
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P-I11, tienen una mayor actividad hemorragica
y mayor diversos efectos biologicos que las
SVMP P-I (Bjarnason y Fox, 1994), degradando
componentes que integran las membranas
basales de las células endoteliales (laminina,
nidégeno, fibronectina, colageno tipo IV y
proteoglicanos), rompiendo drasticamente la
pared del vaso y produciendo hemorragias
(Baramova y col., 1989); también pueden
interferir con la hemostasia a través de
actividades fibrinogenoliticas o fibrinoliticas
(Salazar y col., 2007; Sanchez y col., 2014),
activacion de protrombina y/o factor X (Morita
y Iwanaga, 1981; Yamada y col., 1996) e
inhibicion de agregacion de plaquetas
(Sanchez y col., 2009; Da Silva y col., 2009;
Suntravat y col., 2016).

Otro grupo de toxinas de veneno de
serpiente son las serina proteasas (SVSP),
estas presentan masas moleculares que
oscilan entre 26 y 67 kDa, catalizan la
escision del péptido covalente en el lado
C-terminal de residuos de aminoacidos
cargados positivamente (Di Cera, 2009).
Los SVSP estan presentes en los venenos
de Viperidae, Elapidae y Colubridae. Las
SVSP afectan la coagulacion sanguinea,
inducen agregacion plaquetaria, fibrindlisis,
actaan sobre sistema del complemento y
el sistema inmunolodgico (Kini, 2005). Los
SVSP similares a la trombina convierten el
fibrindbgeno en coagulos de fibrina, liberando
fibrinopéptidos Ay B de las cadenas Aa y B3
del fibrindbgeno, respectivamente. Ademas
de la accion sobre el fibrinbgeno; también
participan en la estimulacion de la cascada
de coagulacion mediante los factores de
activacion V, VIl y XIII (y posiblemente factor
VII y XI), ademas, estimulan la fibrindlisis y
activan la agregacion plaquetaria (Castro y
col., 2004; Sajevic y col., 2011).

Un diferente conjunto de importantes
toxinas son las de tres dedos (“three fingers

toxins”) (3FTxs), las cuales juegan un papel
esencial en los procesos de sinergismo.
Tanto induciendo la amplificacion téxica o
sirviendo como acompanante. Las 3FTxs
son polipéptidos no enzimaticos que
contienen 60-74 residuos de aminoacidos
(Fry y col., 2003a; Pahari y col., 2007a).
Son abundantemente en los venenos de
elapideos (cobras, Kkraits y mambas) (Fry
y col.,, 2003a) y en Hydrophis (serpientes
marinas) (Pahari y col., 2007b); también
se han descrito en venenos de colubridos
(Fry y col., 2003b; Pawlak y col., 2006) y
en transcriptomas de glandulas de veneno
de vipéridos y crotalidos (Jiang y col.,
1987; Pahari y col., 2007a, b). A pesar de
la semejanza en su estructura, los 3FTx
presentan distintas actividades biologicas.
Los miembros de esta familia de toxinas
incluyen a-neurotoxinas, k-neurotoxinas (las
mas frecuentes), fasciculinas, calciseptina,
toxinas muscarinicas, cardiotoxinas,
citotoxinas, y dendroaspinas (Tsetlin, 1999).

Las cardiotoxinas/citotoxinas son el
segundo grupo mas grande de 3FTx y se
encuentran abundantemente en el veneno
de la mayoria de las serpientes elapidas,
particularmente en las cobras (Tan, 1982),
ejerciendo efectos citoliticos/hemoliticos
mediante la formacién de poros en las
membranas lipidicas (Bilwes y col., 1994).

El indice de toxicidad es uno de los
métodos cuantitativos para evaluar el
sinergismo, ya que los venenos de serpientes
exhiben una toxicidad considerable que
puede resultar de la acumulacién o los
efectos sinérgicos de multiples toxinas.
Los constituyentes interactiian entre si
directamente o conducen indirectamente a
una potencia toxicologica y farmacologica
mejorada de los venenos. La mayoria
de los sinergismos de toxinas se han
identificado cuando las familias de proteinas
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predominantes (PLA,, 3FTx, SVMP y SVSP)
se administraron conjuntamente. Ademas
de estas acciones sinérgicas complejas, la
interaccion entre las proteinas de veneno
de serpiente (principalmente complejos
PLA,) también contribuye significativamente
hacia el incremento de la potencia de los
componentes individuales del complejo.
Esto agrega otra dimension a la diversidad
estructural y funcional de las toxinas del
veneno.

A continuacidén, presentamos una
sintesis de algunos ejemplos de acciones
sinérgicas entre toxinas de veneno de
serpiente, proporcionando una descripcion
general de algunas estrategias sinérgicas
entre las toxinas, que pueden ayudar a
entender los procesos fisiopatologicos y
clinicos, asi como dar informacién para
permitir el desarrollo de mejores anti-
venenos o inhibidores, conociendo las
interacciones entre ellas.

Como vemos, ciertas proteinas forman
complejos covalentes o no covalentes con
otras proteinas o péptidos para inducir
actividades farmacologicas mas potentes.
Estas interacciones sinérgicas entre la
proteina del veneno y las subunidades
complejas aumentan de manera posible, la
potencia toxica del veneno de serpiente, tal
como la subunidad PLA,, la cual participa
en muchos complejos téxicos, que son
principalmente potentes neurotoxinas.

Entre las estrategias sinérgicas de
los complejos de toxinas, los cuales
existen como mondémeros en el veneno,
exhibiendo actividades farmacolégicas por
si mismos, tal como la sub-unidad, PLA,,
la cual participa en muchos complejos
de proteinas de veneno, que terminan
siendo neurotoxinas muy potentes. La
subunidad individual (PLA,) contribuye

significativamente a la estructura integrada
y a la funcion elevada de los complejos
toxicos del veneno.

La Crotoxina del veneno del cascabel
(Crotalus durissus terrificus, Crotalus
durissus cumanensis) es un heterodimero
formado por una fracciéon acida inactiva
(crotapotina), no téxica, que al unirse a una
fraccion basica toxica (PLA,), son capaces
de potenciar la neurotoxicidad, donde la
crotapotina actia como acompanante para
potenciar la unién especifica (Bon, 1982;
Faurey col., 1993; Hernandez y col., 2007).
Se ha observado un sinergismo entre la
crotoxina y la crotamina, un polipéptido
miotoxico con propiedades de penetracion
celular (Sanchez y col., 2018), que puede
facilitar la internalizacion (Sribar y col.,
2014) de las subunidades B del complejo
de crotoxina y asi potenciar su toxicidad
neuronal.

La B-Bungarotoxina (Bungarus
multicinctus), también heterodimérica,
con un componente toxico (PLA,) unido
a un péptido similar a BPTI2, donde el
péptido similar a BPTI ayuda a la PLA, a
unirse al sitio pre-sinaptico y potencia la
neurotoxicidad (Kondo y col., 1978). Las
B-bungarotoxinas, que se comportan como
neurotoxinas presinapticas, se sinergizan
con a-bungarotoxina y k-bungarotoxina
(3FTxs) post-sinapticas para bloquear la
transmision neuromuscular y producir
insuficiencia respiratoria después de un
envenenamiento letal por Kraits (Ziganshin
y col., 2015).

La toxina del cascabel Mojave (Crotalus
s. scutulatus), otro heterodimero con un
componente acido inactivo (PLA,) no toxico,
unido a un elemento téxico basico activo
(PLA,), que potencian la neurotoxicidad
y la miotoxicidad sistémica, donde el

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 84 - N> 1y 2 - 2021

119



EFECTOS SINERGICOS DE TOXINAS DE SERPIENTES Y SUS POSIBLES MECANISMOS DE INTER-RELACION

componente acido inactivo actia como
acompanante (Cate y Bieber, 1978).

La viperotoxina F (Vipera russelli
formosensis), un heterodimero formado
por una fraccion acida (PLA,) no toxica de
baja actividad y una basica toxica activa
(PLA,), las cuales juntas potencian la
neurotoxicidad, donde la fraccién acida
actuia como inhibidor y acompanante
(Perbandt y col., 2003).

La proteina CB aislada del veneno
de la serpiente Pseudocerastes fieldi,
un heterodimero integrado por una
fraccion acida (PLA,), activa no toxica y
una basica (PLA,), activa, poco toxica, que
juntas aumentan alrededor de 4 veces la
neurotoxicidad, donde la fraccion basica
actila como acompanante, aumentando la
union especifica (Bdolah y col., 1985).

La fosfolipasa PLA,-I aislada del veneno
de la vibora Vipera aspis zinnikeri es un
heterodimero, con una fraccion acida (PLA,)
inactiva y no toxica, unida a una proteina
basica toxica y activa, que potencian la
neurotoxicidad; la subunidad inactiva actaa
como acompanante (Komori y col., 1996).

La toxina taipoxin derivada del veneno
de la serpiente Oxyuranus s. scutellatus
es un trimero con un componente a-PLA,
basico muy toxico, unido a otro componente
B-PLA, no toxico y un tercer componente de
baja toxicidad y-PLA,. Después de unidas
todas las sub-unidades hay una maxima
neurotoxicidad, donde la subunidad y
actila como acompanante para potenciar
la toxicidad de la subunidad o (Fohlman y
col., 1977).

Ultimamente, autores (Venkatesh y
Gowda, 2013) han reconocido e identificado
en el veneno de la serpiente Daboia russelii,

un complejo hemorragico (DR-HC-I)
que contenia una PLA, y un péptido no
enzimatico (DNTx-II). Aisladamente, PLA, y
DNTx-II no producian efectos hemorragicos,
mientras que la combinacién produjo una
interaccion sinérgica, que gener6 una
intensa hemorragia. La DNTx-II tenia una
funcion de chaperona, que le permitia a las
fosfolipasas, adherirse selectivamente a la
membrana.

La paradoxina aislada del veneno de
Oxyuranus microlepidotus (Hodgsony col.,
2007) y Cannitoxina aislada del veneno de
Oxyuranus scutellatus canni (Kuruppu y
col., 2005) son homologos de taipoxina.
Estructuralmente, tienen subunidades
similares y funcionalmente, sus subunidades
tienen el mismo mecanismo sinérgico.

La vipoxina es un complejo neurotoxico
post-sinaptico heterodimérico aislado del
veneno de Vipera ammodytes meridionalis
(serpiente bulgara) (Tchorbanov y col.,
1978). Tiene un efecto catalitico, no toxico
en su sub-unidad acida inerte (INH) que
provoca una disminucion de 5 veces, en los
efectos letales de la PLA, de su sub-unidad
fuertemente toéxica. La subunidad PLA,
tiene accion pre-sinaptica, pero, cuando
se combina con INH, este complejo es
“encaminado” al sitio post-sinaptico.

Existen variados sinergismos
relacionados con svPLA_s; para los
venenos hemorragicos, las PLA, con
accion anti-plaquetaria pueden sinergizar
con desintegrinas y diversas proteinas
de uniéon de tipo lectina C, que inducen
trombocitopenia (Niewiarowski y col.,
1994). Las PLA, altamente cataliticos
liberan lisofosfolipidos, que podrian afectar
la membrana y activar la agregacion
plaquetaria.
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Las PLA, también se interrelacionan
con las L-aminoacidos oxidasas (LAAOS),
las cuales comprenden del 1 al 9% de la
proteina total del veneno de las familias
de serpiente de Viperidae, Crotalidae y
Elapidae (Pineda y Rodriguez-Acosta, 2020),
generando H,O, para provocar intensos
efectos antiplaquetarios y sinergizar con
anti-plaquetarios PLA, en el mismo veneno
(Izidoro y col., 2006).

En el analisis de los complejos sinérgicos
3FTxs, también se han descrito efectos
sinérgicos similares. En un anticoagulante
aislado y caracterizado del veneno
de Hemachatus haemachatus (cobra
africana de Ringhals), la cual contiene dos
anticoagulantes sinérgicos de la familia
3FTXx, las proteinas, hemextina Ay hemextina
B. Solo la hemextina A individualmente
exhibi6 leve actividad anticoagulante.
Sin embargo, la hemextina B forma un
complejo heterotetramérico 1: 1 con la
hemextina A, y mejora sinérgicamente la
potencia anticoagulante de la hemextina
A; también inhibiendo de forma enérgica
la actividad proteolitica del factor de
coagulacion sanguinea Vlla, sobre el factor
tisular soluble recién expuesto, en ausencia
de factor Xa (Banerjee y col., 2005; Banerjee
y col., 2007).

Algunas 3FTx de veneno de serpiente
mamba potencian la toxicidad de otras
toxinas. Por ejemplo, S2C4 aislado del
veneno de Dendroaspis jamesoni Kaimosae
(mamba de Jameson) interactiia con toxinas
de tipo angusticeps para producir un efecto
sinérgico marcado, que supera en exceso las
toxicidades individuales (Joubert y Taljaard,
1979). La base molecular exacta de los
sinergismos y si estas toxinas interactian
entre si para formar un complejo proteico
dentro del veneno, que aun no se conoce
con exactitud.

En el estudio de los complegjos sinérgicos
de las SVMP, solo algunas de clase P-III
(P-1lId) forman complejos, ya que tienen
un sub-unidad covalente o no covalente.
Uno de estos complejos, RVV-X, tiene
sub-unidades adicionales, compuesta por
dos dominios lectina de tipo C, unidas
a la cadena principal de proteasa, por
puentes disulfuro, que activa el factor X
aislado del veneno de la vibora de Russell
(Jayanthi y Gowda, 1990); TI-I1 y TI-II son
dos inhibidores de tripsina del mismo
veneno. Estas tres toxinas administradas
individualmente, no fueron letales para los
animales experimentales. Sin embargo,
cuando se mezclaron, TI-Il y RVV-X, estas se
sinergizaron y potenciaron la toxicidad de la
otra. Concretamente, la actividad inductora
de edema de RVV-X aumento6 notablemente
en presencia de dosis de TI-1 y TI-IlI, las
cuales individualmente no inducian edema
(Jayanthi y Gowda, 1990).

Se ha descrito una toxina snacles no
enzimatica (Lectina tipo C) en el veneno del
cascabel de Uracoa (Crotalus vegrandis) con
actividad coagulante. La proteina purificada
(uracolectin) con las secuencias N-terminal
DLPSGWSSYEGH y DGPSGWSSYEGH se
relacionaban con lectinas de tipo C con
actividad coagulante, aisladas del veneno
de serpientes Crotalus oreganus helleri,
C. adamanteus rattlesnakes y Habu
Protrobothrops flavoviridis (Girén y col.,
2020). Estas subunidades lectina tipo C, no
enzimaticas imparten propiedades distintas,
actuando junto con enzimas proteoliticas;
en consecuencia, desempenan un papel
fundamental en el reconocimiento y la
selectividad del sustrato, lo que permite que
la proteasa acompanante ejerza su actividad
proteolitica (Kini, 1996). Estas proteinas
coagulantes forman una combinacién de
metaloproteasa-lectina que se une a la
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protrombina o al factor X de coagulacion
(Girén y col., 2020).

Finalmente, existe un elevado numero
de métodos cuantitativos para evaluar el
sinergismo de toxinas. La presencia de
sinergismo entre las toxinas del veneno
deneralmente se evalta determinando si la
administracion concomitante de diferentes
componentes de veneno crudo, que
aumentan significativamente la potencia
letal, o los efectos patologicos de las toxinas
individuales in vitro o in vivo. El uso de
tecnologias protedmicas y transcriptomicas
ha permitido una determinacion general de
la presencia de sinergismo entre venenos de
serpientes mediante el indice de toxicidad.

En conclusion, las toxinas de los venenos
de serpiente no son moléculas ubicadas
en espacios estancos, sino que necesitan
acompanantes para ejercer la mayoria de
sus funciones toxicas.
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Analysis of the acid and neutral fractions
present in Carramboa tachirensis
(Aristeg.) Cuatrec. (Asteraceae) by Gas
Chromatography-Mass Spectrometry

Analisis de las fracciones acida y neutra presentes en Carramboa
tachirensis (Aristeg.) Cuatrec. (Asteraceae) por Cromatografia
de Gases-Espectormetria de masa

Yseeuia M OBrecoON, Luis B Rouas™, Rosa L Araricio™, ALFREDO USUBILLAGA

Abstract

The genus Carramboa (family Asteraceae) comprises seven species, among which is the Carramboa tachirensis
(Aristeg.) (Cuatrec.), species endemic to the Andean paramos. In this paper we prepared an extract of n-hexane:
diethyl ether (3:1) from dried leaves of the plant then followed a march acid-base, yielding two fractions: an
acid, which was methylated, and one neutral. Both were analyzed by Gas Chromatography-Mass Spectrometry.
The identification was made by comparison with authentic standards and with the use of databases Wiley (6™
Edition), Nist 05, and Adams. Compounds identified were: ent-kaur-16-en-19-oic acid (11.16 %), ent-kauran-19-
oic acid (9.18 %) and ent-15a-hydroxy-16-en-kaur-19-oic acid (17.03 %) of the acid fraction and ent-kaur-16-
en-19-ol (2.63 %), epi-ruilopeziol (5.19 %) and 164-kaurano (14.47 %) respectively the neutral fraction. These
identified compounds are derivatives of ent-kaurene and are frequently found in species belonging to the sub-
tribe Espeletiinae. This is the first phytochemical report for Carramboa tachirensis and the genus Carramboa.

Keywords: Asteraceae, Carramboa tachirensis, kaurenics acids, Gas Chromatography-Mass Spectrometry

Resumen

El género Carramboa (familia Asteraceae) comprende siete especies, dentro de las cuales se encuentra la
Carramboa tachirensis (Aristeg.) (Cuatrec.), especie endémica de los paramos andinos. En el presente trabajo
se prepard un extracto de n-hexano:éter dietilico (3:1) a partir de hojas secas de la planta, posteriormente
se siguié una marcha acido-base, obteniéndose dos fracciones: una acida, la cual fue metilada, y otra
neutra. Ambas fueron analizadas por Cromatografia de Gases-Espectormetria de masa. La identificaciéon
se realiz6 mediante el empleo de las bases de datos Wiley (6 Edicion), Nist 05 y Adams. Los compuestos
detectados fueron: acido ent kaur-16-eno-19-oico (11,16 %), acido ent-kaurano-19-oico (9,18%) y acido
ent-15a-hidroxi-16-eno-kaur-19-oico (17,03 %) de la fraccién acida y también ent-kaur-16-eno-19-
ol (2,63 %), epi-ruilopeziol (5,19 %) y 168-kaurano (14,47 %) de la fraccion neutra. Estos compuestos
identificados son derivados del ent-kaureno siendo encontrados en especies pertenecientes a la sub-tribu
Espeletiinae. Este es el primer reporte fitoquimico para Carramboa tachirensis y del género Carramboa.

Palabras clave: Asteraceae, Carramboa tachirensis , acidos kaurénicos, Cromatografia de Gases-Espectormetria
de masa.
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Introduction

Asteraceae or Compositae belong to
the subclass Asteridae, Asterales order,
which contains only this family, according
to the classification system of Cronquist
(1981) (Badillo, 1997). More recently, APG
(2003) keeps Asteraceae in order Asterales
but accompanied by ten families. It is
one of the dominant taxa in the flora of
Venezuela and consists of herbaceous
species, shrubs, and climbers. The number
of species increases progressively in
the tropics, especially in high-altitude
mountain sites and few representatives
in lowlands forest formations (Nagashima
et al., 2003). According to Llamozas et al.
(2003), represents the family Asteraceae
taxon angiosperm third highest number
of species in Venezuela (805). All these
species are included in 13 tribes and the
largest in the Heliantheae, which includes
herbs, shrubs, and small trees in a total
of 72 genera (Badillo, 1997). Some of the
unique genus of high Andean mountains
and moors are Carramboa, Coespeletia,
Espeletia, Espeletiopsis, Libanothamnus,
Ruilopezia, Paramiflos and Tamania. The
genus Carramboa (family Asteraceae),
formerly belong to Espeletias, was created
by Cuatrecasas (1976) and comprises 7
species, among which is the Carramboa
tachirensis (Aristeg.) Cuatrec. (Aristeguieta,
2003), endemic to the Andean highlands
and outside the sub-tribe Espeletiinae, this
genus, regarded as a relatively primitive,
usually unbranched trunk has alternate
leaves clustered at the ends of branches
and flowers in various shades of yellow
(Cuatrecasas, 1976, 2013). The presence
of taxa within the genus with leaves of
varying size and shape, and the remarkable
polymorphism chapters, suggested the

possibility of hybrid populations, based
on studies by Morillo and Briceno in 2007,
verified the taxonomics status of that C.
tachirensis, which is a hybrid taxon between
Carramboa pittieri (Cuatrec.) Cuatrec. and
Ruilopezia marcescens (Blake) Cuatrec. In
the study of the essential oil the leaves the
Carramboa tachirensis (Aristeg.) Cuatrec.,
a total of 38 components were identified,
with the main components germacreno-D
(44.4 %), trans-f-guaiene (8.0 %), E-y-
bisabolene (3.2 %), f-caryophyllene (3.0 %),
o-pinene (2.3 %), a-copaene (2.2 %) and
ent-kaur-16-en-19-al (6.6 %) (Obregon-
Diaz et al., 2015). The volatile components
of parental species, Carramboa pittieri
were analyzed and were detected some
monoterpenes, sesquiterpenes, and the
ent-kaur-16-en-19-al and ent-kaur-16-en-
19-ol (Rojas et al., 2008). The oil of this C.
tachirensis hybrid has a greater similarity
in its composition to that of oil C. pittieri
(Cuatrec.) Cuatrec. It is worth mentioning
that phytochemical studies of other genera
belonging to the Espeletiinae subtribe have
been reported (Pena et al., 2012; Aparicio
et al., 2013; Morillo et al., 2017). Various
biological activities have been described
for ent-kKaurene diterpenes and their
derivatives such as plant growth regulators,
antimicrobial, antiparasitic and insects,
cytotoxic, antitumoral, anti-HIV, androgenic,
anti-fertility, as well as hypotensive activity,
analgesic, and anti-inflammatory, among
others (Ghisalberti, 1997; Cordero et al.,
2017; Rios et al., 2017; Cordero et al.,
2021). Some of these compounds are
polyhydric and most of them were found
cytotoxic activity against several cancer
cell lines (Bruno-Colmenarez et al., 2011).
This is the first phytochemical report for
Carramboa tachirensis and the genus
Carramboa.
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ANALYSIS OF THE ACID AND NEUTRAL FRACTIONS PRESENT I Carramboa Tachirensis

Materials and methods
PLANT MATERIAL

Leaves of C. tachirensis (Aristeg.)
Cuatrec., were collected in Paramo Batallon
on the way to Pregonero, at 2800 m of
altitude. A Voucher specimen (Morillo y
Rojas 13520) was deposited at the MERF
Herbarium and identified by Professor
Gilberto Morillo, Faculty of Forestry and
Environmental Sciences of the University
of Los Andes.

OBTAINING EXTRACT N-HEXANE: ETHER

Fresh leaves of C. tachirensis were dried
in the oven at 35 °C for 3 days; from ground
dried material (689.95 g) underwent removal
of n-hexane: diethyl ether (3:1) (J.T.Baker®,
Riedel-de Haén®) at room temperature for
4 days. The crude extract was concentrated
to dryness to give a solid residue of 34.45 g.

ISOLATION KAURENICS ACIDS

A 34.45 g of the crude extract was
dissolved in a mixture of n-hexane-diethyl
ether (3:1), stirred with a 5 % solution of
NaOH (JT Baker®). The resulting aqueous
phase was acidified with concentrated HCI
(Riedel-de Haén®) to pH 3 and stirred with
n-hexane-diethyl ether (3:1) to give 0.7395
g of the acid fraction. Moreover, the neutral
fraction obtained was decolorized by boiling
with activated charcoal in hexane and
subsequently purified through a silica gel
column to afford 8.559 g of solid material.

ANALysIS BY GAs CHROMATOGRAPHY-MASS
SPECTROMETRY (GC-MS)

Methylation of the acid fraction

A small portion (10 mg) of the acid
reaction was subjected to methylation with

diazomethane generated in situ in ethereal
solution and subsequently analyzed by
GC-MS using Hewlett-Packard 6890 gas
chromatograph fitted with an HP 5973 mass
detector was used. A 30 m long (0.25 mm d.i.
and 0.25 um film) HP-5MS capillary column
was used. The ionization energy was 70 eV,
the analysis mass range was 40:500 amu at
3.9 scans/s. The program using a Hewlett-
Packard ALS injector, applying a 30:1 split
ratio. Helium at 0.9 mL/min was used as
carrier gas. The following temperature
program was used: initial temperature 100
°C, which was increased at 10 °C/min to
200 °C. A second temperature increase of
8 °C/min was applied to a final temperature
of 300 °C to obtain a total analysis time of
30 min. The identification was made by
comparison with authentic standards and
the use of databases Wiley (6th Edition),
NIST 05 and Adams (2007). Furthermore,
a comparison of retention times and mass
spectra of each of the components with
existing patterns in the Research Institute
of the Faculty of Pharmacy and Bioanalysis,
University of Los Andes.

Results and discussion

The GC-MS analysis of the acid fraction
methylated with diazomethane allowed the
identification of various Kkaurenics acids
present in the resin C. tachirensis. The
retention times and the relative abundance
of the methyl esters of kaurenics acids
identified can be seen in Table I, and their
respective structures are shown in Figure
1. Kaurene type diterpenes: ent-kaur-
9(11),16-dien-19-oic acid (grandiflorénic
acid, 4) ent-kaur-16-en-19-oic acid
(kaurenic acid, 5), ent-kauran-16-hydroxy-
19-oic acid (6), ent-kauran-19-oic acid
(7), ent-Kaur-15a-hydroxy-16-en-19-oic
acid (grandiflordlic acid, 8), ent-kaur-15-
0X0-16-en-19-oic acid (9), ent-kaur-17-
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hidroxy-15-en-19-oic acid (10), ent-kaur-
15a-0-acetoxy-16-en-19-oic acid (11),
ent-kKaur-15-0O-isobutiloxy-16-en-19-oic
acid (12) and ent-kaur-15a-isovalerioxy-
16-en-19-oic acid (13) represent the main
component of the acidic fraction (63.74% of
the same, Table I) and all of them have been
reported in several species of the genera
Espeletia, Coespeletia, Libanothamus
and Ruilopezia the subtribe Espeletiinae
(Usubillaga and Capra, 1988; Usubillaga et
al., 2001; Usubillaga et al., 2003; Meccia
et al., 2010; Pena et al., 2012; Aparicio et
al., 2013), for that reason are considered
important as ethnobotanical markers in
different types of frailejones.

The percentage of abundance resulting
of acids found in the leaves of C. tachirensis
was Kkaurenic acid (11.16 %), ent-kauran-19-
oic acid (9.18 %), and acid ent-150-hydroxy-
16-en-kaur-19-oic acid (17.03%). These
results are consistent with those reported
by Morillo et al. (2017), although in different
concentrations, they are reported to be in

the presence of ent-kaur-15a-hydroxy-16-
en-19-oic acid as the main component
(29.3%), as well as ent-kaur-16-en-19-
oic acid (17.0%). For both investigations,
the conditions of the chromatographic
program were similar which allowed us
to compare the results obtained. It is
important to mention that kaurenic acid
has various biological properties such as
anti-inflammatory, antipyretic, antibacterial,
cytotoxic, and antiparasitic (Ghisalberti,
1997; Cordero et al., 2012; Rios et al.,
2017; Cordero et al., 2021), this compound
also known as grandiflordlic acid was first
isolated from Espeletia grandiflora, an
Espeletiinae of Colombia (Nagashima et al.,
2003; Bruno et al., 2011). The remaining
36.26 % of this fraction corresponds to
other acidic substances minority, possibly
derived from ent-kaurene that has not been
identified.

From the extract of leaves, neutral
fractions were identified by GC-MS. The
ent-kKaur-16-en-19-ol (kaurenol) with an

Table 1
Kaurénics acids present in the acid fraction of C. tachirensis analyzed as methyl esters
N<° Compounds Tir.ne Area
(min.) (%)
1 Hexadecanoic acid methyl ester 12.69 2.34
2 Hexadecanoic acid ethyl ester 13.42 0.98
3 Octadecanoic acid methyl ester 14.85 0.95
4 ent-kaur-9(11),16-dien-19-oic acid methyl ester 15.97 1.89
5 ent-kaur-16-en-19-oic acid methyl ester 16.94 11.16
6 entKauran-16a-hydroxy-19-oic acid methyl ester 18.90 2.64
7 ent-kauran-19-oic acid methyl ester 19.00 9.18
8 ent-kaur-15a-hydroxy-16-en-19-oic acid methyl ester 19.26 17.03
9 ent-kaur-15-0x0-16-en-19-oic acid methyl ester 19.50 5.01
10 ent-kauran-17-hydroxy-15-en-19-oic acid methyl ester 19.62 3.80
11 ent-kKaur-15a- O-acetoxy-16-en-19-oic acid methyl ester 20.84 0.90
12 ent-kKaur-15a- O-isobutiloxy-16-en-19-oic acid methyl ester | 21.15 2.27
13 ent-Kaur-15a-isovalerioxy-16-en-19-oic acid methyl ester 22.04 5.59
Total 63.74
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: R
COOCH,

8: R=0H 9
11: R=0Ac
12: R=0iBu
13: R=0iVal

al. (2011) and Rios et al.
(2017) get new derivatives
from kaurene with anti-
inflammatory activity.

Conclusions

This research is, to our
knowledge, the first report
made phytochemical to
Carramboa tachirensis
10 (Aristeg.) Cuatrec., and
it was shown that, like
many other species of the
subtribe Espeletiinae (family
Asteraceae), the leaves mainly

Figure 1. Structures of kaurenics acids identified in the resin acid fraction of

C. tachirensis.

abundance of 2.63%, ruilopeziol (2.30%),
epi-ruilopeziol (5.19%), 16p-kaurano
(14.47%) and 16a-kaurane (2.78 %)
respectively, (Figure 2) while 3.83 %
is presumed to correspond to a small
amount of diterpenes of the ent-kaurene
series unidentified as shown in Table II.
These compounds are derivatives of ent-
kaurene and are frequently found in species
belonging to the subtribe Espeletiinae

produce diterpenes kaurene

type.

The acidic fraction analysis allowed the
identification of ten major acid series ent-
kaur-19-oic (corresponding to 59.47% of
total); additionally, in the neutral fraction
was found significant percentage alcohols as
16p-kauranol, epi-ruilopeziol, 16a-kaurane,
and ent-kKaur-16-en-19-ol. The analysis
of the methyl esters by GC-MS showed
ent-kaur-16-en-19-oic acid (11.16%) and
ent-kKaur-15a-hydroxy-16-en-19-oic acid

(Cuatrecasas, 1976).

Regarding the compounds
identified in the neutral fraction,
the diterpene ent-kaur-16-en-
19-ol (kaurenol, 8) is important
because from this compound
have been obtained several
semisynthetic derivatives to
target new active substances; as
in the work of Batista et al. (2007),
they modified this diterpene
and get derivatives biologically 5
active against trypomastigotes

6: Ri=0OH, R;=1 8

7:R=H, R=0H

the Trypanosoma cruzzi.
Additionally, Hueso-Falcon et

Figure 2. Structures of kaurenics identified in the extract of
leaves neutral fraction of C. tachirensis.
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Table II

Components identified in the resins neutral fraction
obtained C. tachirensis

Time Area
N Compounds .
(min.) (%)
1 | Pentadecanoic acid 3.93 0.78
methyl ester
2 | Kaurane 4.62 1.29
3 | Kaur-16-ene 511 1.04
4 | ruilopeziol 5.76 2.30
5 | epiruilopeziol 6.03 5.19
6 16$-Kauranol 6.44 14.47
7 | 16a—Kauranol 6.62 2.78
8 | Entkaur-16-en-19-ol 7.26 2.63
9 Pentacosano (C25) 7.77 0.90
10 | Heptacosane (C27) 9.20 30.42
11 | Octacosane (C28) 9.88 1.98
12 | Nonacosane (C29)| 10.59 24.48
13 | Triacontane (C30) 11.36 1.49
14 | Hentriacontane (C31) 12.27 6.42
Total 96.17

(17.03%) are the most abundant acids in
this species, while ent-kaur-19-oic acid was
found to be the third in abundance, with
9.18 %. Special interest has the ent-kaur-
15a-hydroxy-16-en-19-oic acid compound,
because of this acid is obtained 15-oxo-
kaur-16-en-19-oic acid, a substance which
induces apoptosis of epithelial cells of
prostate cancer (Ruiz et al., 2008) and
is generally low in most of the species
examined phytochemical frailejon in our
laboratory. The ent-15-o0xo-kaur-16-en-19-
oic acid was obtained first by hemisynthesis
by Cannon et al. (1966) and later isolated
as a natural compound Xylopia acutiflora
species by Hasan et al. (1982), but their
production is not available from natural
sources (Aparicio et al., 2007, 2013).

Importantly, as shown in the results
tables a percentage of approximately

36.26% in the acidic fraction and 3.83%
in the neutral fraction, was not possible
to identify, because there is no pattern
matching on the computer. To elucidate
and identify the major structures of the
compounds reported, it is necessary to
isolate a more significant amount of each
extract and analyze these compounds by the
technique of nuclear magnetic resonance
spectroscopic studies, which were not
possible in this investigation due to the
small amount of sample collected.
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Efecto de la temperatura y humedad
sobre algunas propiedades fisicoquimicas
de formulaciones tépicas con
nanoparticulas de plata y zinc

Effect of temperature and humidity on the physicochemical properties
of topical formulations with silver and zinc nanoparticles

IsaBEL ANDUEZA", KaRrLA CaLo!™, MaRiA RopriGuez?™, Jimmy CastiLLo® ™

Resumen

En el desarrollo de productos farmacéuticos y cosméticos, es esencial identificar las posibles inestabilidades que se reflejan en cambios
fisicos, quimicos y/o microbiol6gicos. Actualmente, en esta drea de conocimiento, la nanotecnologfa ha introducido ingredientes activos
metélicos como la plata y el zinc, con excelentes beneficios sobre la piel, una mayor eficacia y efecto mds prolongado. Por ello, un
grupo de investigadores sintetizaron estas nanoparticulas y las incorporaron en dos novedosos productos de aplicacion topica para el
mercado local (cremas reparadora y protectora). A las cremas desarrolladas se les evalud el efecto de la temperatura y humedad sobre
algunas de sus propiedades fisicoquimicas, durante 90 dias. Los valores de densidad, pH y viscosidad permanecieron constantes bajo
las especificaciones preestablecidas. La conductividad disminuye con el tiempo, probablemente debido a la reduccién de la movilidad
i6nica dentro de la base emulsionada. Estos estudios preliminares abren el camino para continuar desarrollando formulaciones con
nanomateriales metdlicos que, por su versatilidad y alto valor agregado, contribuirdn con potenciales aplicaciones terapéuticas y cosméticas.

Palabras clave: Nanoparticulas metalicas, estabilidad, tecnologfa farmacéutica y cosmética, formulaciones tépicas.

Abstract

In pharmaceutical and cosmetic products development is essential to identify the possible instabilities that be reflected in physical,
chemical, and/or microbiological changes. Nowadays, in this area of knowledge, nanotechnology has introduced metals as active
ingredients, such as silver and zinc, with excellent benefits on the skin, improved efficiency, and extended effects. For this reason, a
group of researchers synthesized these nanoparticles and incorporated them into two topical products (restorative and protective
creams) for the local market. The novel creams were evaluated. The study related to the effect of temperature and humidity on some
of their physicochemical properties, for 90 days. Under these conditions, it was concluded that the values of density, pH, and viscosity,
kept constant under the pre-established specifications. The reduction of the conductivity over time was due to the possible decrease of
the ionic mobility under the emulsified base. These preliminary studies open the way to continue developing the formulation of metallic
nanomaterials. Due to its flexibility and added value, this formulation will contribute to potential therapeutical and cosmetical applications.

Keywords: Metallic Nanoparticles, stability, pharmaceutical and cosmetic technology, topics formulation
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Introduccion

Las nanoparticulas (Nps) son sistemas
capaces de controlar la velocidad de
liberacion de los ingredientes activos, y
producir perfiles de liberacion sostenidos.
Se clasifican en funcion de diferentes
variables, tales como, su naturaleza, su
forma, su tamano, su superficie y sus
propiedades fisicoquimicas. Asimismo,
es importante resaltar que el empleo
de estas tecnologias como vehiculos
transportadores, realza caracteristicas
importantes en las formulaciones, entre las
que se pueden senalar: mayor tolerancia,
menor irritacion tépica y una mejor
penetracion; a pesar de comprender que
en los productos tépicos no deberia existir
una absorcion sistémica de las moléculas
activas, es interesante cierto grado de
penetracion en la piel con el objetivo de
manifestar una mayor eficacia de las
funciones terapéuticas. Igualmente, los
nanotransportadores contribuyen con el
aumento del tiempo de contacto sobre la
piel, proteccion de aquellos componentes
que puedan ser susceptibles a la oxidacion o
que puedan verse afectados por la humedad
atmosférica, asi como evitar interacciones
fisicas y quimicas entre los ingredientes de
una féormula, por lo que le podria conferir
una mayor estabilidad al producto (Verma
y col., 2016, 2018).

Actualmente, en el desarrollo de nuevos
productos farmacéuticos y cosméticos
se han incorporado Nps rigidas de
materiales inorganicos, como metales,
oOxidos metalicos o de silice (Raj y col.,
2012; Antonio y col., 2014). Muchos de
estos minerales son esenciales para el
metabolismo adecuado del ser humano
puesto que actuan en diversos procesos
enzimaticos relacionados con la inmunidad

y cicatrizacion de la piel (Honeyman, 2011).
Wang y col. (2020) encontraron que bajos
niveles de elementos metalicos podrian
estar involucrados en la patogénesis de
las cicatrizaciones en lesiones cutaneas.
Elementos como el zinc (Zn), cobre (Cu),
calcio (Ca), hierro (Fe) y magnesio (MgQ),
estan ampliamente involucrados en la
sintesis de ADN, proteinas, proliferacion
celular y produccion de colageno, entre
otros. Por otra parte, Nps metalicas (MNps)
como plata (Ag), oro (Au), Zn y Cu han sido
empleadas en el diagnéstico y tratamiento
de enfermedades debido a sus propiedades
antimicrobianas, Opticas, magnéticas,
cataliticas y electronicas (Marslin y col.,
2015).

En cuanto a las propiedades
antimicrobianas se refiere, algunos estudios
han evaluado la eficacia de diversas cremas
que contienen compuestos de Ag a bajas
concentraciones, encontrando una mayor
respuesta frente a una amplia gama de
gérmenes al compararlas con otras cremas
antisépticas, ademas de evidenciar un efecto
mas prolongado (Jung y col., 2008; Bala y
col., 2011). La asociacion de Ag con diéxido
de titanio (TiO,) ha demostrado una buena
actividad antimicrobiana contra Escherichia
coliy Estafilococos epidermidis (Balay col.,
2011), en este mismo sentido, la Ag bajo la
forma de Nps, evidencié su capacidad de
eliminar otros microorganismos tales como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vulgaris, Escherichia
coli, y Candida albicans (Bruniera y
col., 2014; Marslin y col., 2015). Este
metal también presenta propiedades
cicatrizantes, por lo que se ha indicado
en los tratamientos de ulceras venosas,
tlceras en pacientes diabéticos y en
heridas cronicas (Coutts y Sibbald, 2005;
Belcaro y col., 2010). Igualmente, se esta

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 84 - N> 1y 2 - 2021

135



TEMPERATURA Y HUMEDAD SOBRE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE FORMULACIONES TOPICAS

empleando como antinflamatorio y en el
tratamiento de las quemaduras (Bhol y
col., 2004; Jain y col., 2009). Desde el
punto de vista dermatologico y cosmético
se ha investigado que la sintesis de Nps de
Ag con extractos naturales, presentaron
actividad antioxidante, antiinflamatoria
y antimicrobiana, lo que podrian ser
prometedoras candidatas en el desarrollo
de productos para la proteccion solar,
disminucion del melasma y contra el acné
(Lohani y col., 2014; Tyagi y col., 2016;
Helmyy col., 2020). Los beneficios de este
mineral impulsan al desarrollo de nuevos
productos para la regeneracion, proteccion
y nutricion de la piel.

Otro de los materiales inorganicos
comunmente empleado en los productos
topicos es el Zn. Presenta propiedades
antimicrobianas, fotocataliticas y foto-
oxidativas (Aliy col., 2018). Su combinacién
con el colageno favorece el efecto
antimicrobiano debido a su resistencia a la
apoptosis epitelial, a través de la proteccion
contra las especies reactivas de oxigeno
y posibles toxinas bacterianas, las cuales
son inducidas muy probablemente por
la sintesis de metalotioneina y proteinas
ricas en sulfidrilo que tienen la capacidad
de secuestrar radicales libres y de
proteger el tejido danado (Lin y col., 2019).
Estudios experimentales muestran que las
concentraciones de Zn en los margenes de
las heridas son 15-20% mas altos que en el
resto de la piel. También, se ha demostrado
que la administracion topica de Zn reduce la
fase inicial de la hemorragia en las heridas
y promueve el crecimiento tanto de la piel
danada como de las vellosidades (Llatas
y col., 2011). Este metal bajo la forma de
oxido (ZnO) es empleado como regenerador
de la piel, ya que acelera el proceso de
cicatrizaciéon. Se puede encontrar en

productos tépicos para la dermatitis
del panal, irritacion de la piel y heridas
(Osmond y McCall, 2010; Aksoy y col., 2010;
Honeyman, 2011). Nanofibras de quitosano/
alcohol polivinilico/ZnO han evidenciado
propiedades antibacterianas y antioxidantes
para la cicatrizacion de heridas en pacientes
diabéticos (Liny col., 2019). En este mismo
sentido, la combinacion de Nps de Ag, ZnO'y
quitosano inhiben el crecimiento de hongos
y bacterias (Mousavi y col., 2020). Ademas,
se han incorporado Nps de ZnO en los
filtros solares. Su fotoproteccion se debe
a la capacidad antioxidante de reemplazar
las moléculas activas de la 6xido-reduccion
en las proteinas y las membranas celulares
(Rostan, 2002; Juarez-Rebollar y Méndez-
Armenta, 2014). La asociacion de estas Nps
con las de TiO,, le confiere a este tipo de
formulacion un aspecto mas agradable, ya
que evita el color blanquecino sobre la piel
y disminuye la irritacion (Wangy col., 2008;
Smijs y Pavel, 2011).

Durante el desarrollo de un nuevo
medicamento o cosmético resulta
fundamental identificar posibles causas
de inestabilidad, que pueden dar lugar
a alteraciones fisicas, quimicas y/o
microbiolégicas en el producto final, dentro
de ciertos parametros especificos y por
un tiempo determinado (Rodriguez y col.,
2019).

Entre otros productos, las formulaciones
topicas sufren alteraciones dinamicas con
el tiempo, que pueden afectar su calidad y
efectividad. Estas modificaciones suelen
estar mediadas por interacciones entre sus
ingredientes, el sistema envase cierrey a su
vez, ser potenciadas por diferentes factores
del medio ambiente como la temperatura,
la humedad, los gases atmosféricos y las
radiaciones, entre otros. Esto conlleva a
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evaluar sus caracteristicas bajo ciertas
condiciones de almacenamiento antes de
ser introducido en el mercado y mas aun,
cuando se incorporan ingredientes activos
novedosos de produccién nacional como
las MNps.

En funcién de lo anteriormente planteado,
este trabajo tuvo como objetivo evaluar el
efecto de la temperatura y humedad sobre
algunas propiedades fisicoquimicas de
dos cremas emulsificadas con Nps de Ag
y Zn sintetizadas en el pais, con posibles
beneficios protectores o regeneradores
sobre la piel.

Materiales y métodos
CREMAS REPARADORA Y PROTECTORA

Se prepararon tres lotes de los siguientes
productos desarrollados:

Crema reparadora

Se elabor6 una crema emulsificada de
fase interna oleosa y fase externa acuosa
(O/W), a la que se le incorpord Nps de Ag;
Nps de ZnO; Quitosano y TiO,. Los lotes
fueron envasados en tarros de polipropileno
opacos de 60g, con tapa de polietileno de
alta densidad.

Crema protectora

Se elabor6 una crema emulsificada O/W,
ala que se le incorpor6 Nps de Ag; Quitosano
y TiO,. Los lotes fueron envasados en tarros
de polipropileno opacos de 60g, con tapa
de polietileno de alta densidad.

Las Nps de Ag y Zn fueron sintetizadas
en el Laboratorio de Equilibrios en Solucién
ubicado en la Escuela de Quimica de la
Universidad Central de Venezuela, Caracas.

CONDICIONES DE TEMPERATURA Y HUMEDAD

La evaluacion fisicoquimica de las
cremas se realizé bajo dos ambientes
de temperatura y humedad relativa (HR)
previamente estandarizados:

- La primera se llevé a cabo a
30°C=2°C con 70%=5% HR, tomando
en consideracion las condiciones
climaticas naturales de Venezuela
clasificada como IVB.

— Lasegunda fue realizada a 40°C+2°C
con 75%=*5% de HR, con el fin de
acelerar la velocidad de degradacion
de los productos (ICH, 2003; WHO,
2009; WHO, 2018; Rodriguez y col.,
2019).

Las determinaciones de las propiedades
organolépticas, la gravedad especifica, el pH,
la conductividad y la viscosidad, se realizaron
a los tiempos: tO (48 horas), t1 (1 mes) y t3 (3
meses), posterior a su elaboracion, evaluando
cada lote por triplicado, a una temperatura
de 26°C+2°C, siguiendo las metodologias
que se describen a continuacion:

1. Determinacion de las propiedades
organolépticas.

Las propiedades organolépticas fueron
determinadas de forma cualitativa por
apreciacion visual, evaluando el color, olor,
textura y apariencia.

2. Determinacion de la gravedad
especifica.

Para la gravedad especifica se emple6
un picnémetro de vidrio para muestras
semisolidas y una balanza analitica marca
Ohaus modelo Pioneer TM, siguiendo la
metodologia descrita en la USP 36 capitulo
841 (USP 36, 2013).
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3. Determinacion del pH.

Las cremas fueron previamente
dispersadas con agua destilada hasta una
concentracion de 2% p/p. Se utilizé un
medidor de pH marca Corning Scientific
Instruments Modelo 5, con un electrodo
estandar combinado Ag/AgCI Orion 9104BN,
de acuerdo con el método establecido en la
USP 36 capitulo 791 (USP 36, 2013).

4. Determinacion de la conductividad.

Las MNps poseen carga superficial, por
lo que incorporadas en las formulaciones
podrian tener la capacidad de conducir
la corriente eléctrica. Para evaluar el
comportamiento dieléctrico en funciéon
del tiempo, se elaboraron dispersiones
acuosas de las cremas al 2% p/p y se
procedieron a medirlas en un conductimetro
Thermo Electrén, modelo Orion 4-Star.
Los resultados fueron expresados en
microSiemens/centimetro (uS/cm) (Vila
Jato, 2001; Rodriguez y col., 2019).

5. Determinacion de la viscosidad.

Este parametro se determiné en un
viscosimetro rotacional, Visco-Star Plus
L, utilizando la aguja L4 a una velocidad
de 10 r.p.m. y 26°C = 2°C. Los valores de
viscosidad de las cremas fueron expresados
en miliPascal.segundos (mPa.seq) (Marriott,
2002).

Las determinaciones de todos los
parametros fisicoquimicos evaluados
fueron comparadas estadisticamente,
aplicando la prueba de t de comparacion
de promedios en muestras independientes,
con un 95% de exactitud (Mendenhall y col.,
2010).

Resultados y discusion

En el desarrollo de nuevos productos
farmacéuticos y cosméticos se deben
considerar estudios que evaluen bajo
ciertas condiciones de almacenamiento
y tomando en cuenta los ingredientes de
la fobrmula y el envase primario definitivo,
los posibles cambios en las propiedades
fisicoquimicas a lo largo del tiempo, de tal
manera de predecir su comportamiento
antes de su comercializacion. Esto permite
garantizar durante un determinado periodo,
las mismas propiedades y caracteristicas
que poseian al momento de su fabricacion
(Ortega, 2007; USP 36, 2013).

Al someter las cremas reparadora y
protectora a diferentes temperaturas y
humedades, se hallaron los siguientes
resultados:

1. Determinacion de las propiedades
organolépticas.

Cada una de las cremas evaluadas se
presentaron como emulsiones suaves,
con color, olor y fluidez caracteristico que
permanecieron constantes durante los tres
meses de estudio.

2. Determinacion de la gravedad
especifica.

La determinacion de la gravedad
especifica permite realizar la seleccion
adecuada de los envases y establecer los
parametros de llenado en las lineas de
produccion, tomando en consideracion la
magnitud referida de la cantidad de masa
contenida en un determinado volumen del
producto.
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Al evaluar estos resultados desde
el punto de vista estadistico, se pudo
observar que las dos cremas tuvieron
ciertas variaciones durante el periodo de
estudio, sin embargo, estas medidas se
mantuvieron dentro del rango previamente
establecido (0,900 - 1,150 g/mL) (Figura 1).
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Figura 1. Gravedad especifica de: (a) crema
reparadora y (b) crema protectora sometidas a
diferentes condiciones de temperatura y humedad
en funcién al tiempo, determinada a 26°C + 2°C.

3. Determinacion del pH.

El pH es un factor importante para
mantener tanto la estructura como la
funcionalidad del estrato cérneo en la
piel, cualquier pequeno cambio que lo
modifique de forma importante y lo aleja

del pH natural, influye negativamente
en el mecanismo de reparacion celular
(Rodriguez y col., 2019; Luki ‘cy col., 2021).
En ese mismo sentido, variaciones en el
pH catalizan las reacciones degradativas
que podrian modificar las especificaciones
predeterminadas de las formulaciones en
estudio.

Los valores de pH obtenidos para
la crema reparadora y protectora se
encontraron dentro del rango natural de la
piel, el cual oscila entre 4,6 y 5,8 y por lo
que serian compatibles fisioldbgicamente en
estos tejidos (Andueza y col., 2014) (Figura
2).

(a)
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- @ -40°C/70%HR
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Figura 2. Valores de pH de: (a) crema reparadora
y (b) crema protectora sometidas a diferentes
condiciones de temperatura y humedad en funcién
al tiempo, determinada a 26°C + 2°C.
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4. Determinacion de la conductividad.

En la Figura 3 se observa que la crema
reparadora presenta valores de conductividad
considerablemente superiores debido a la
combinacion de las cargas superficiales
de las dos MNps incorporadas (Ag y ZnO).
Por otra parte, ambas cremas mostraron
una disminucién de la conductividad con
tendencia a permanecer constante en el
tiempo. Esta modificacion en las propiedades
dieléctricas sugiere una interaccion de las
Nps con algunos de los componentes de
la base, disminuyendo la movilidad de su
carda superficial libre en la fase acuosa de la
emulsion (Naghdi y col., 2018). Sin embargo,
es necesario continuar evaluando este
comportamiento por mas tiempo.
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5. Determinacion de la viscosidad.

Establecer las especificaciones de la
viscosidad, es de gran importancia en la
calidad y estabilidad de los productos,
en la seleccion del envase, asi como
la percepcion sensorial por parte del
consumidor (Andueza y col., 2014).

En la Figura 4 se puede apreciar que
los valores de la crema protectora tienden
a disminuir sin representar una diferencia
estadisticamente significativa, mientras
que, en la crema reparadora, los valores
tienden a aumentar sin observarse una
diferencia estadisticamente significativa,
por lo que se puede afirmar que este
parametro se mantiene practicamente
constante en funcion del tiempo y bajo las
condiciones establecidas del estudio.
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Figura 3. Valores de conductividad de: (a) crema
reparadora y (b) crema protectora sometidas a
diferentes condiciones de temperatura y humedad
en funcion al tiempo, determinada a 26°C + 2°C.

Figura 4. Valores de viscosidad a 10 rpm de: (a)
crema reparadora y (b) crema protectora sometidas
a diferentes condiciones de temperatura y humedad
en funcion al tiempo, determinada a 26°C + 2°C.

140



ANDUEZA Y COL.

Conclusion

Estos estudios preliminares con
ingredientes activos de produccion nacional
abren el camino para continuar desarrollando
formulaciones con MNps que, por su
versatilidad y alto valor agregado, son una
alternativa innovadora que contribuiran con
la introduccién de nuevos productos topicos
de aplicacion terapéutica y cosmética,
siempre bajo la premisa de ser efectivos,
sequros, convenientes y estables.
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Normas de publicacion

La Revista de la Facultad de Farmacia fue
creada en 1959y constituye una publicacion
periodica, arbitrada, de aparicion semestral,
destinada a promover la difusion de
articulos cientificos en el area de las ciencias
de la salud, asi como en areas basicas y
aplicadas relacionadas con la obtencion,
ensayos, analisis, usos y produccion de
medicamentos, alimentos, cosméticos,
toxicos y substancias relacionadas.

Esta basada en la existencia de un Comité
Editorial, consistente en un editor-director,
editores asociados y una Comision Editorial.
Los manuscritos que publica pueden ser de
autores nacionales o extranjeros, residentes
0 no en Venezuela, en espanol o inglés. Los
manuscritos deben ser trabajos inéditos
y su aceptacion por el Comité Editorial
implica que no ha sido publicado, ni esta
en proceso de publicacién, en otra revista
en forma parcial o total. Igualmente podran
ser publicadas Revisiones o Cartas al Editor.
Los manuscritos enviados a la Revista de la
Facultad de Farmacia seran revisados por
el Comité Editorial y —si retnen la calidad
cientifica y cumplen con las normas de
presentacion necesarias—, seran sometidos
a un proceso de arbitraje externo por
personas con competencias similares a las
de los productores del trabajo (pares) para
su debida evaluacion. Queda entendido
que el Comité Editorial puede rechazar
un manuscrito, sin necesidad de acudir al
proceso de arbitraje, si no se incumple con
lo mencionado.

El manuscrito debera ir acompanado de
una carta de solicitud firmada por el autor
responsable. En caso de ser aceptado, el
Comité Editorial no se hace responsable
del contenido expresado en el trabajo
publicado. Aquellos manuscritos que no se
acojan a las condiciones indicadas o que

sean rechazados por dos de los arbitros que
dictaminen sobre su calidad y contenido,
no seran publicados y seran devueltos a
los autores.

FORMA Y PREPARACION DE LOS MANUSCRITOS

Para la publicacion de trabajos cientificos
en la Revista de la Facultad de Farmacia,
los mismos estaran de acuerdo con los
requisitos originales para su publicacion
en revistas biomédicas, segun el Comité
Internacional de Editores de Revistas
Médicas (2012, 2013! ). Ademas, los
editores asumen que los autores de los
articulos conocen y han aplicado en sus
estudios la ética de experimentacion
(Declaracion de Helsinki, y el Cédigo de
Bioética y Bioseguridad, 2da. edicion, 2002,
del Ministerio de Ciencia y Tecnologia y el
Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia).

Los manuscritos deben ser enviados
a los correos de contacto indicados en
http://saber.ucv.ve/ojs/index.php/rev_ff/
about/contact o directamente al correo del
editor: astern88@gmail.com. Deben estar
en formato Word, en hoja tamano carta a
doble espacio, con letra Arial 12. Asegurese
de que no haya dobles espacios en blanco
a lo largo del texto.

Todas las paginas deben ser numeradas
correlativamente, empezando por el titulo.
El nimero de la pagina debera colocarse en
el angulo superior derecho de cada pagina.
Su longitud no debe exceder de veinte
paginas, excluyendo el espacio destinado a
figuras, tablas y leyendas. Cada uno de los
componentes del original debera comenzar
en pagina aparte, en la secuencia siquiente:

! http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.ntmi;

http://bvs.sld.cu/revistas/recursos/vancouver_2012.pdf

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 84 - N> 1y 2 - 2021

143



Normas de publicacion

a. Pagina del titulo, nombre completo de(l)
(los)autor(es), su filiacion institucional y
su email. Todo autor debe declarar su
namero ORCID?.

b. Resumen y palabras clave.

c. Texto (Introduccién, materiales
y métodos, resultados, discusion,
conclusiones y recomendaciones).

d. Agradecimientos. En esta seccion
se describiran los agradecimientos a
personas e instituciones, asi como los
financiamientos.

e. Conflicto de interés. Debe declararse la

existencia o no de conflicto de interés

por el autor o los autores del estudio.

Referencias bibliograficas.

d. Tablas: cada una de las tablas en paginas
aparte, completas, con titulo en la parte
superior y llamadas al pie de la tabla.

h. Figuras: cada una en pagina aparte con
su titulo en la parte inferior.

i. Leyenda de las figuras.

)

1. La pagina del titulo debera contener:
Titulo del articulo en espanol e inglés,
conciso e informativo, no mayor de veinte
palabras. Primer nombre e inicial del
segundo nombre y apellido(s) de los
autores (con una llamada para identificar
al pie de pagina al autor responsable de la
correspondencia, indicando su direcciéon
electronica). Afiliacion institucional y nimero
de ORCID de cada uno de los autores.

2. La segunda pagina debe contener
un resumen en espanol e inglés, con un
maximo de 250 palabras. El texto debe
dar una vision general del trabajo, senalar
meramente el proposito, los métodos y los
hallazgos. No se deben citar referencias. El

2https://orcid.org/

resumen debe hacer énfasis en los aspectos
nuevos e importantes del estudio o de las
observaciones. Inmediatamente después
del resumen, proporcionar o identificar
como tales 3 a 10 palabras clave que
ayuden a los indexadores en la construccion
de indices cruzados de su articulo y que
puedan publicarse con el resumen; utilice
los términos del encabezamiento tematico
[Medical SubjectHeading (Mesh)] del Index
Medicus.

3. En cuanto al texto, debe dividirse
en: Introduccion, materiales y métodos,
resultados, discusiéon, conclusiones y
recomendaciones. La introduccién debe
contener lo esencial para situar el problema
y la justificacion del trabajo utilizando las
referencias mas relevantes. Los materiales
y métodos deben contener la descripcion
breve y clara que permita la comprension y
la reproducibilidad del trabajo. En caso de
técnicas y métodos clasicos ya publicados,
se debe indicar sélo la referencia. Los
resultados deben ser presentados en
forma clara y precisa, con un minimo
de discusiéon o interpretacion personal.
Todas las figuras y tablas deben ser
citadas en el texto. La discusion debe
ser restringida a la interpretacion de los
resultados y eventualmente a comparar
con los resultados de otros autores. Las
conclusiones pueden ser incluidas dentro
de la discusion; sin embargo, se puede
hacer una seccion aparte, indicando de
forma clara y concisa los nuevos hallazgos.
Se pueden incluir recomendaciones de
aplicacion practica. Los agradecimientos
deben hacerse a las personas o instituciones
que han hecho contribuciones al estudio.
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4. Referencias bibliograficas: Las
mencionadas a lo largo del texto deben
citarse de la siguiente manera:

— Un autor: «...fueron publicadas por
Gonzalez (1968)» o bien, «Se han
publicado las caracteristicas de...
(Gonzalez, 1968)».

- Dos autores: ...Alvarez y Martinez
(1986),...(Alvarez y Martinez, 1987)

— Tres o mas autores: ...Martinez y col.
(1986), ...(Martinez y col., 1986)

Use las letras para distinguir entre varios
trabajos del mismo autor o autores y ano:
...(Gonzalez y Pérez, 1990a,b).

Utilice punto y coma para separar
autores de diversos trabajos y coloquelos
en orden cronolégico:...(Mijares, 1975;
Brenes y Rodriguez, 1961; Zimermann y
col., 2003).

La lista de referencias bibliograficas
llevara por titulo «Referencias bibliograficas»
y su ordenamiento sera alfabético
manteniendo las estructuras mostradas
en los siguientes ejemplos dependiendo
del tipo de bibliografia. Deberan ser citados
todos los autores de cada referencia.

ARTICULO EN REVISTAS

Avila JL. 1983. New national approaches
to Chagas disease chemotherapy.
Interciencia 8: 405-417.

Avila JL, Avila A, Mufoz E. 1981.
Effect of allopurinol on different strains
of Trypanosomacrusi.Am J TropMed Hyg
39(3): 769-774.

LiBROS:
Hermanson G. Bioconjugate Techniques.
2da ed. Elsevier: San Diego, Ca, USA, 2008.

CAPITULOS EN LIBROS:

Peters W, Robinson B. Parasitic infection
models. In: Handbook of antimalarial
models of infection. Eds: Zak O, Sande
M. Academic Press: London, 1999. pp.
757-773.

Berry EP. Croton. In: Flora of the
Venezuelan Guayana. Vol. 5: Eriocaulaceae-
Lentibulariaceae. Eds: Berry F, Yatskievich
K, Holst B. Missouri Botanical Garden Press:
USA, 1999. pp. 111-133.

TESIS O TRABAJOS DE ASCENSO?

Rodriguez Caballero RL. Contribucion
al estudio de targua (Croton gossypiifolius
Vahl). Tesis de Licenciatura. Universidad de
Costa Rica, Facultad de Ciencias, San José,
Costa Rica,1946.

RESUMENES EN CONGRESOS?

Muelli M. Cosméticos ecologicos y
naturales égarantia para los consumidores?.
XVIII Congreso Latinoamericano e Ibérico
de Quimicos Cosméticos. COLAMIQC,
Quatemala, 2007.

5. Tablas: todas deben estar citadas
en el texto, en mayuscula y sin abreviar
(Ejemplo: Tabla I), deben presentarse en
paginas separadas, a espacio sencillo, y
numeradas correlativamente en nimeros
romanos con el titulo en la parte superior.
No se debe duplicar material del texto o
de las figuras. En caso necesario coloque
material explicativo en notas al pie de
la tabla y no en el encabezamiento;
explique en notas al pie de la tabla las
abreviaturas no estandarizadas o utilizadas;
identifique claramente las variables tales
como desviacion estandar (D.S.) y error
estandar de la media (E.E.M.); cite cada
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tabla en orden correlativo dentro del texto;
cite la fuente de informacion al pie de la
tabla si ésta no es original.

6. Figuras: todas deben estar citadas en el
texto, en maytsculay sin abreviar (Ejemplo:
Figura 1, Figuras 2 y 3). Estas deben ser de
buena calidad, incrustadas en el texto con
su leyenda, o bien en archivos aparte en
formato .jpg a una resolucion de 300 ppp,
en cuyo caso deberan estar identificadas
con el namero de la figura y el apellido del
autor principal (Ejemplo: Figura 1-Matos.
jpg). En este ultimo caso las leyendas de
las figuras deberan presentarse en pagina
aparte a espacio sencillo colocando el
nuamero que corresponde a cada figura. Las
fotografias de especimenes anatomicos,
de lesiones o de personas, deberan tener
suficiente nitidez como para identificar
claramente los detalles importantes. En
caso de fotografias de personas evite que
el sujeto sea identificable, o acompane de
la autorizacion escrita de la misma. Cuando
se usen simbolos y fechas, nameros o
letras para identificar partes en las figuras,
identifiquelas y explique cada una en la
leyenda. Si se trata de fotomicrografia,
indique la escala e identifique el método
de coloracion.

7. Formulas y ecuaciones: deben
presentarse claramente para su
reproduccion.

Lista de comprobacion de preparacion
de envios:

Como parte del proceso de envio, se les
requiere a los autores que indiquen que
su envio cumpla con todos los siguientes
elementos, y que acepten que envios que
no cumplan con estas indicaciones pueden
ser devueltos al autor.

1. La peticién no ha sido publicada
previamente, ni se ha presentado a
otra revista (0 se ha proporcionado una
explicacion en Comentarios al editor).

2. Elfichero enviado esta en formato Open
Office, Microsoft Word.

3. Se han anadido direcciones web para las
referencias donde ha sido posible.

4. El texto tiene interlineado doble;
el tamano de fuente es 12 puntos;
Se usa cursiva en vez de subrayado
(exceptuando las direcciones URL).

5. El texto cumple con los requisitos
bibliograficos y de estilo indicados en
las Normas para autores.

DECLARACION DE PRIVACIDAD

Los nombres y direcciones de correo-e
introducidos en esta revista se usaran
exclusivamente para los fines declarados
por esta revista y no estaran disponibles
para ningun otro propdsito u otra persona.
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