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Revista Facultad de Farmacia, UCV
Databases on aromatic plants

Bases de datos sobre plantas aromaticas

NerLis PAsaro CAsTRO

Abstract

Essential oils are a mixture of isoprenoid-type organic compounds that have many biological properties
and have been widely used in the cosmetic, food, and pharmaceutical industries, among others. That is
why there is a lot of information on this broad group of molecules, in fact, there are specialized databases
with detailed information on different essential oils from different types of plants. This review aimed
to search the existing databases with information on essential oils. The search of the databases was
carried out using the keywords databases and essential oils in different search engines. This yielded a
variety of specialized databases with detailed information on essential oils and their sources of obtaining
them, as well as chemical structures, physicochemical properties, forms of extraction, pharmacological
and biological properties, and utility, among others. In conclusion, these essential oil databases have
advantages such as the potential to discover new medicines from nature and gather important information
for users so that they can easily browse, search, download, and view data on a natural product of interest.

Keywords: Natural products, isoprenoids, database, plants

Resumen

Los aceites esenciales son una mezcla de compuestos organicos de tipo isoprenoides que poseen muchas
propiedades bioldgicas, las cuales han sido ampliamente utilizadas en la industria cosmética, de alimentos,
farmacéuticas, entre otras. Es por ello por lo que existe bastante informacién sobre este grupo de
moléculas tan amplia, de hecho, hay bases de datos especializadas con informacién detallada de diferentes
aceites esenciales provenientes de distintos tipos de plantas, por lo tanto, el objetivo de esta revision fue
realizar una busqueda sobre las bases de datos existente con informacién sobre los aceites esenciales.
La busqueda de las bases de datos se realizé utilizando las palabras claves bases de datos y aceites
esenciales en diferentes buscadores. Esta busqueda arrgj6é una variedad de bases de datos especializadas
con informacion detallada de aceites esenciales y sus fuentes de obtencién, asi como estructuras quimicas,
propiedades fisicoquimicas, formas de extraccién, propiedades farmacolégicas y bioldgicas, utilidad, entre
otros. En conclusién, estas bases de datos de aceites esenciales tienen ventajas por su potencial para
descubrir nuevos medicamentos de la naturaleza y recopilar informacién importante para los usuarios, de
modo que puedan navedar, buscar, descargar y ver facilmente datos sobre un producto natural de interés.

Palabras clave: Productos naturales, isoprenoides, base de datos, plantas
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DATABASES O AROMATIC FLANTS

Introduction

Aromatic plants are recognized as an
important resource worldwide, they have
been used for approximately 60,000 years,
because they contribute to the development
of the economy, to the processing of
products in the industry, to marketing, they
are an important source of metabolites
with pharmacological properties, among
others (Tofino-Rivera et al., 2017). These
plants are also known as herbs and spices,
they have been used since ancient times
as folk medicine and as food preservatives.
The best-known aromatic plants, such
as oregano, rosemary, sage, anise, and
basil, among others, are native to the
Mediterranean area. They contain many
biologically active compounds, mainly
polyphenols, which possess antimicrobial,
antioxidant, antiparasitic, antiprotozoal,
antifungal, and anti-inflammatory
properties. Currently, the demand for
these plants and their derivatives has
increased because they are natural, eco-
friendly, and generally recognized as safe
products. Therefore, aromatic plants and
their extracts have the potential to become
new-generation substances for human and
animal nutrition and health (Christaki et al.,
2012). Therefore, aromatic plants provide
us with a large number of compounds with
interesting biological properties, among
which we have essential oils, which are
an important source of new bioactive
molecules, which can replace synthetic
chemicals since they are friendly to the
environment and are less toxic. Currently,
there are more than 20,000 publications
in which essential oils are related to some
biological activity. This confirms the wide
usefulness of essential oils as the main
source of bioactive metabolites, which
can be used in different areas of our

lives (Ledn-Méndez et al., 2019). Several
active components of many essential oils
are capable of modulating paradoxical
responses triggered by different genes and
pathways. Consequently, understanding
the mechanism of action of bioactive
components on the modulation of such
paradoxical responses, within a cell or
between different cell types, is a prerequisite
for developing new therapeutic strategies
against many different pathologies. In
addition, efforts should be concentrated
to investigate the synergistic effects of
the bioactive components, which allow a
better and more effective response. For an
adequate preventive and therapeutic use of
essential oils or their active components,
the specificity and cytotoxicity must be
considered (Saad, Muller and Lobstein,
2013).

On the other hand, plant secondary
metabolites and plant-derived extracts
represent a valuable reservoir of bioactive
compounds: phenols, terpenoids, etc.
Consequently, aromatic plants possess
a variety of functions with health-related
benefits and nutrigenomic implications in
gut development and immunity. Currently,
there is enormous pressure on the food and
feed industry to seek natural, organic, and
generally safe substances for use in nutrition.
Aromatic plants meet these demands
so they can serve as nutraceuticals with
many possible commercial applications,
such as growth promoters, antimicrobials,
immunostimulatory, antioxidants,
flavorings, pigments, and preservatives
in animals, and alternatives to synthetic
substances. The mechanisms of action
of these plants are not clear, but the
recent development of “omics” techniques
provides better knowledge (Christaki et al.,
2020). Therefore, this review aims to show
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the existing databases on aromatic plants
and the information available on them.

In a search carried out in the PubMed
database using the keywords: “"Databases
on aromatic plants” it was found that from
2013 to date, 229 articles related to the
subject have been published, but few
databases of aromatic plants, evidence was
found of the use of hallucinatory words to
natural products as shown in Figure 1.
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Figure 1. Word cloud related to natural products

InFORMATION ON DATABASES OF PLANTS

The search for information or databases
on aromatic plants generates very varied
and dispersed information among many
information sources that present the
indomitable task of obtaining complete
information, however, international
databases have been collecting information
in a more controlled manner for decades,
so it is possible to find more complete
information about aromatic plants (Bartol
and Baricevic, 2015). In a search carried
out in January 2023 using the keywords

aromatic plants and the database in PubMed
(https:/pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), it was
found that there are 229 publications in
the last 10 years, however, the part of the
publications refers to different biological
activities that aromatic plants have, so there
is little information compiled in databases
on aromatic plants, which demonstrates the
need to create new databases on the subject
or strengthen existing ones. However, by
searching other sources of information, an
article was found that reports 120 databases
of natural products that have been used in
the last 20 years. However, 16% of these
are no longer available online, 40% are
commercial and their content is not easily
accessible. Open resources are usually
specialized in a particular type of Natural
Products (NP) or lack annotations. For
example, the Natural Products Catalogs of
the ZINC database are made up of more
than 80,000 entries, some of which can be
purchased, but apart from their structure
and the fact that they are of natural origin,
no additional information is provided. Super
Natural II is considered the largest among all
Natural Products databases, it was available
online in 2020, but it seems to be no
longer maintained and is mostly made up
of purchasable compounds. Another recent
database, NPAtlas, is constantly growing and
very well annotated, but it focuses solely on
microbial NPs. Another important category
of NPs, plant-produced compounds, also
called phytochemicals, is available in several
popular and well-maintained databases,
such as NuBBEDB, KnapSack, CMAUF, and
TCM@Taiwan. In addition to these relatively
large databases, there are a large number
of smaller, specialized NP collections,
such as FooDB, a user-friendly database
that hosts a relatively large number of NPs
found in foods. Therefore, there is a need
for a generalist NP database, that efficiently
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aggregates NP information from various
sources, improves its annotation, and offers
a pleasant user experience (Sorokina and
Steinbeck, 2020).

At present there are several databases
of aromatic plants, in a work carried out by
Maia and Andrade (2009) it describes the
creation of a database of aromatic plants
of the Amazon, which catalogs general
information on 1250 specimens. The
database has made it possible to publish the
chemical composition of the oils and aromas
of more than 350 species, associated with
a greater number of chemical types. The
essential oils of many species offer optimal
conditions for economic exploitation
and use in the national and international
market for fragrances, cosmetics, and
agricultural and domestic pesticides
(Maia and Andrade, 2009). Another
database is AromaDDb (http://bioinfo.cimap.
res.in/aromadb/) covers information on
plant varieties/chemotypes, essential oils,
chemical constituents, GC-MS profile,
yield variations due to agromorphological
parameters, data trade names, aromatic
compounds, fragrance type, and bioactivity
details. The database includes 1,321
scent chemical structures, bioactivities
of essential oils/scent compounds, 357
fragrance types, 166 commercially used
plants, and their 148 high-yielding varieties/
chemotypes. It also includes calculated
chemoinformatic properties related to
identification, physicochemical properties,
pharmacokinetics, and toxicological and
ecological information. It also comprises
interacting human genes that affect various
disease-related cell signaling pathways
that correlate with aromatherapy use.
This database could be a useful resource
for plant growers/producers, the flavor/
fragrance industry, health professionals,

and researchers exploring the potential
of essential oils and flavor compounds
in developing new formulations against
human disease (Kumar et al., 2018).

In India, it was created a comprehensive
online database called IMPPAT on the
phytochemistry of medicinal plants which
will enable computational approaches to
drug discovery based on natural products.
This database was hand-curated from
1742 Indian medicinal plants, 9596
phytochemicals, and 1124 therapeutic
uses spanning 27074 plant phytochemical
associations and 11514 plant-therapeutic
associations. Notably, the curation effort led
to a non-redundant in silico library of 9596
phytochemicals with standard chemical
identifiers and structure information. Using
cheminformatic approaches, we have
computed the physicochemical, ADMET
(absorption, distribution, metabolism,
excretion, toxicity), and drug-likeliness
properties of the IMPPAT phytochemicals.
We show that the stereochemical
complexity and shape complexity of IMPPAT
phytochemicals differs from libraries of
commercial compounds or diversity-
oriented synthesis compounds while being
similar to other libraries of natural products.
Within IMPPAT, we have filtered a subset of
960 potential druggable phytochemicals,
of which the majority have no significant
similarity to existing FDA-approved drugs,
thus, rendering them good candidates
for prospective drugs. IMPPAT database is
openly accessible at: https://cb.imsc.res.in/
imppat (Mohanraj et al., 2018). In the case of
Latin America, even though we stand out for
having a rich and unique biodiversity, which
perhaps encompasses a third of global
biodiversity, only a few Latin American
countries have compiled and characterized
the natural products of their region in a

124


http://bioinfo.cimap.res.in/aromadb/
http://bioinfo.cimap.res.in/aromadb/
https://cb.imsc.res.in/imppat
https://cb.imsc.res.in/imppat

PAJARO CASTRO

database. To the best of our knowledge,
research groups in Colombia, Peru, and El
Salvador are building composite databases
to be released in the future (Gémez-Garcia
and Medina-Franco, 2022).

Another example of a database of natural
products is COCONUT (https://coconut.
naturalproducts.net), this database is free
and open to all users and no login is required
to access it. Its web interface allows various
simple searches (e.g., by molecule name,
InChl, InChl key, SMILES, drawn structure,
molecular formula), advanced searches
by molecular features, along substructure
and similarity searches. Users can also
download the full data set or search for
results in different formats. The database
can be queried programmatically via a REST
API, making it easy to integrate COCONUT
into workflows. The web interface, back-
end, and database are implemented as
Docker containers, making it easy to port to
host other NP sets and deploy on-premises
(Sorokina et al., 2021).

Table 1. Natural

Carrying out a search of databases of
natural products in general from the year
2013 onwards, 47 databases focused on
collecting information related to natural
products have been found, however, few
are specifically focused on aromatic plants
(Table 1).

There are different types of databases,
the general ones that contain information
on natural and synthetic molecules, and
there are the specialized ones that only
contain information on natural products,
within these we have commercial and Open
access. We could identify a total of 92 open-
access NP resources across the literature
in the last 20 years. The concept of “"Open
access” encourages and prioritizes free and
open online access to academic information,
such as data and scientific publications. For
a dataset, whether in a database or attached
as additional information to an article, it
means that anyone can read, download,
copy, distribute, print, search for, and
within and re-use all or parts of data that

Products Databases

Database Description References
AromaDb Database of Medicinal and Aromatic Plant’s [ Kumar et al., 2018
Aroma Molecules With Phytochemistry and
Therapeutic Potentials
phytochemdb a platform for virtual screening and computer- | Mahmud et al., 2022

aided drug designing
https://phytochemdb.com/.

a useful medicinal
designing

MPD3

plants database for drug | Mumtaz et al., 2017

Uttarakhand Medicinal
Plants Database (UMPDB):

A Platform for Exploring Genomic, Chemical,
and Traditional Knowledge

Kumar et al., 2018

OSADHI

An online structural and analytics-based data-
base for herbs of India

Kiewhuo et al., 2023

North East India Medicinal
Plants Database (NEI-MPDB)

and development

The present study is an attempt to develop a
comprehensive resource of the medicinal plants
with a quantitative analysis of the phytochemi-
cals which can enhance knowledge on therapeu-
tic indications and contribute to drug discovery

Kiewhuo et al., 2022
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African Sources

MPDB 2.0 A large-scale and integrated medicinal plant | Hussain et al., 2021
database of Bangladesh

CDK4 As a phytochemical-based anticancer drug target | Ashraf et al., 2022

NeMedPlant A database of therapeutic applications and | Meetei et al., 2012
chemical constituents of medicinal plants from
the north-east region of India

DiaNat-DB A molecular database of antidiabetic compounds | Madariaga-Mazén et
from medicinal plants al., 2021

IMPPAT A curated database of Indian Medicinal Plants, | Mohanraj et al.,
Phytochemistry and Therapeutics 2018

IMPPAT 2.0 an enhanced and expanded phytochemical atlas | Vivek-Ananth et al.,
of Indian medicinal plants 2023

NANPDB A Resource for Natural Products from Northern | Ntie-Kang et al.,

2017

COCONUT online

Collection of Open Natural Products Database

Sorokina et al., 2021

NP Navigator

A New Look at the Natural Product Chemical
Space

Zabolotna et al.,
2021

NPASS database update
2023

Quantitative natural product activity and species
source database for biomedical research

Zhao et al., 2023

and their readily available analogs

CMAUP A database of collective molecular activities of | Zeng et al., 2019
useful plants
SANCDB An update on South African natural compounds | Diallo et al., 2021

SerpentinaDB

A database of plant-derived molecules of Rau-
volfia serpentina

Pathania et al., 2015

MeFSAT

A curated natural product database specific to
secondary metabolites of medicinal fungi

Vivek-Ananth et al.,
2022

SuperNatural II

A database of natural products

Banerjee et al., 2015

SuperNatural 3.0

A database of natural products and natural
product-based derivatives

Gallo et al., 2023

Traditional Chinese Medicine with Modern Medi-
cine at Molecular and Phenotypic Levels.

SuperNatural A searchable database of available natural com- | Dunkel et al., 2006
pounds

ConMedNP A natural product library from Central African | Ntie-Kang et al.,
medicinal plants for drug discovery 2014

AfroDb A Select Highly Potent and Diverse Natural Prod- [ Ntie-Kang et al.,
uct Library from African Medicinal Plants 2013

MedPServer A database for the identification of therapeutic | Potshangbam et al.,
targets and novel leads about natural products [ 2018

BioPhytMol A drug discovery community resource on anti- | Sharma et al., 2014
mycobacterial phytomolecules and plant ex-
tracts

SANCDB A South African natural compound database Hatherley et al.,

2015

TM-MC A database of medicinal materials and chemi- | Kim et al., 2015
cal compounds in Northeast Asian traditional
medicine

LTM-TCM A Comprehensive Database for the Linking of | Li et al., 2022
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nese Medicine on Immuno-Oncology

TCMID Traditional Chinese medicine integrative data- | Xue et al., 2013
base for herb molecular mechanism analysis

YaTCM Yet another Traditional Chinese Medicine Data- | Li et al., 2018
base for Drug Discovery

ETCM An Encyclopedia of Traditional Chinese Medicine | Xu et al., 2019

HERB A high-throughput experiment- and reference- | Fang et al., 2021
guided database of traditional Chinese medicine

TCMPG An integrative database for traditional Chinese | Meng et al., 2022
medicine plant genomes

IrGO Iranian traditional medicine General Ontology | Naghizadeh et al.,
and knowledge base 2021

CPMCP A database of Chinese patent medicine and | Sun et al., 2022
compound prescription

SymMap An integrative database of traditional Chinese | Wu et al., 2019
medicine enhanced by symptom mapping

TCMSID A simplified integrated database for drug discov- | Zhang et al., 2022
ery from traditional Chinese Medicine

TCMID 2.0 A comprehensive resource for TCM Huang et al., 2017

TCMIO A Comprehensive Database of Traditional Chi- | Liu et al., 2020

Plant Metabolite Databases

From Herbal Medicines to Modern Drug Discov-
ery

Nguyen-Vo et al.,
2029

and phytochemicals database

UNaProd A Universal Natural Product Database for Materia | Naghizadeh et al.,
Medica of Iranian Traditional Medicine 2020

SistematX An Online Web-Based Cheminformatics Tool | Scotti et al., 2018
for Data Management of Secondary Metabolites

VIETHERB A Database for Viethnamese Herbal Species Nguyen-Vo et al.,

2029
GreenMolBD Nature Derived Bioactive Molecules’ Database |Hosen et al., 2022
ETM-DB Integrated Ethiopian traditional herbal medicine | Fathifar et al., 2019

are contained in it (Sorokina and Steinbeck,
2020). Databases on natural products have
advantages such as the potential to discover
new medicines from nature and collect
important information for users so that they
can easily browse search, download, and
view data on a natural product of interest
(Fathifar et al., 2023).
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Caracterizacion de un enjuague bucal mucoadhesivo
con nanoparticulas de plata

Characterization of a mucoadhesive mouthwash
with silver nanoparticles

IsaBEL ANDUEZA®, LAURA SANCHEZ™, Karta CALO"

Resumen

En el presente trabajo se caracterizaron las propiedades fisicas de un enjuague bucal mucoadhesivo desarrollado
con nanoparticulas de plata (NpsAg). Para mantener concentraciones efectivas de los ingredientes activos por
periodos prolongados en la cavidad oral, es fundamental que las formulaciones resistan la temperatura, el
recambio salival y los movimientos bucolinguales. Es por lo que la asociaciéon de polimeros mucoadhesivos
con sistemas nanoparticulados es una alternativa que mejoraria la efectividad terapéutica y modificaria el
patrén de liberacion, favoreciendo la penetracion de los ingredientes activos en la biopelicula dental; reduciendo
la placa, gingivitis y halitosis, entre otras patologias. Se elaboraron tres lotes y se evaluaron las propiedades
organolépticas (color, olor, sabor y apariencia). Se determinaron por triplicado a 26°C, la viscosidad (n) en un
viscosimetro rotacional LVT, con aguja L1 a 12 r.p.m. A una disolucién al 2% p/p en agua destilada se le midié
el pH y la conductividad en un pHmetro/ISE Thermo Electron Scientific, modelo Orion 4-Star. El enjuague
present6é un color gris claro, sabor dulce-refrescante de apariencia ligeramente viscosa. Se reportaron
valores de viscosidades dentro del rango entre 100-150 mPa.seg, con un pH dentro el rango fisiolégico. La
conductividad se encontré en un rango entre 140-160 uS/cm, no evidenciando diferencia significativa durante
el mes de estudio. La combinacién de los componentes empleados en el desarrollo de este enjuague bucal
podria ser una nueva alternativa mas eficiente en los efectos: antiinflamatorio, antioxidante y antimicrobiano.
Igualmente, protegeria por mas tiempo el ambiente bucal contra la aparicién de enfermedades periodontales.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata (NpsAg), Enjuague bucal, Mucoadhesivo

Abstract

The following research describes the physical properties of a mucoadhesive mouthwash developed with
silver nanoparticles (NpsAg). To maintain effective concentrations of the active ingredients for prolonged
periods in the oral cavity, the formulations must resist temperature, salivary turnover, and buccolingual
movements. For this reason, the conjunction of mucoadhesive polymers with nanoparticle systems constitutes
an alternative that would improve therapeutic effectiveness while modifying the release pattern. This would
contribute to the penetration of active ingredients into the dental biofilm, reducing plaque, gingivitis, and
halitosis, among other pathologies. Three batches were produced, and their organoleptic properties (color,
smell, flavor, and appearance) were evaluated. Their viscosity (n) was determined in triplicate at 26°C in
an LVT rotational viscometer, with an L1 needle at 12 r.p.m. The pH and conductivity of a 2% w/w solution
in distilled water were measured in a Thermo Electron Scientific pH meter/ISE, model Orion 4-Star. The
mouthwash had a light gray color, a sweet-refreshing flavor, and a slightly viscous appearance. Viscosity
values were reported within the range between 100-150 mPa.sec, with a pH within the physiological range.
Conductivity was found in a range between 140-160 uS/cm and no significant difference was found during
the study month. The combination of the components used in developing this mouthwash could represent
a new alternative with more efficient anti-inflammatory, antioxidant, and antimicrobial effects. Likewise,
this would protect the oral environment against the appearance of periodontal diseases for a longer time.

Keywords: Silver Nanoparticles (NpsAg), Mouthwash, Mucoadhesive
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CARACTERIZACION DE UN ENJUAGUE BUCAL MUCOADHESIVO CON NANOPARTICULAS DE PLATA

Introduccion

La cavidad bucal, se encuentra banada
en su superficie por secreciones fisiolégicas
que tienen entre otras funciones la de
protegerla, lubricarla e hidratarla. Esto
se logra mediante la renovacion salival,
los movimientos bucolinguales, y la
temperatura. Una buena higiene bucal es
fundamental para evitar el desarrollo de
la placa dental que es un agente causante
de las caries, gingivitis y enfermedades
periodontales. Los enjuagues bucales son
coadyuvantes de la limpieza mecanica,
manteniendo sana la mucosa oral, ya que
contribuyen en el control de la biopelicula
dental (Farah y col., 2009; Figuero y col.,
2017). Estos productos son sistemas
liquidos o ligeramente viscosos que
contiene como ingrediente principal un
agente antimicrobiano y antiséptico,
capaz de controlar el crecimiento de los
microorganismos oportunistas (Enrile de
Rojas y Santos-Alemany, 2005). Entre ellos
se encuentran: el Streptococcus mutans.,
el Lactobacillus spp., y la Candida albicans
(Figuero y col., 2017). Dentro de los
ingredientes con actividad antibacteriana
mas frecuentes que se encuentran en los
enjuagues bucales estan el cloruro de
cetilpiridinio, el triclosan, el eucaliptol,
timol, la clorhexidina, entre otros (Farmacia
Profesional, 2001). Asi mismo, se asocian
con aceites esenciales relacionados con
la estructura del fenol, lo que exhiben una
amplia actividad antimicrobiana, retardando
la formacién y patogenicidad que produce la
placa dental. Estos tipos de compuestos son
también recomendados en personas que
sufren inflamacion gingival en conjuncion
con el cepillado regular. Es por ello, que
estos productos estan siendo empleados
en el tratamiento de las infecciones, en
la reduccion de la inflamacion, alivio del

dolor, disminucion de la halitosis entre otras
enfermedades bucodentales (Farah y col.,
2009; Maher y col., 2022).

Por otra parte, la plata bajo la forma
de nanoparticulas (NpsAg), es en la
actualidad un ingrediente que se esta
empleando en formulaciones farmacéuticas
por sus propiedades antinflamatorias,
antimicrobianas, antimicéticas
y antioxidantes (Barkat y col., 2018).
Adicionalmente, presenta baja toxicidad y
mutagenicidad para las células humanas.
Bajo la forma de Nps, ha evidenciado su
capacidad de eliminar microorganismos
tales como Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris,
Escherichia coli, Streptococcus mutans.,
Lactobacillus spp. y Candida albicans
(Marslin y col., 2015; Mishra y Tyagi,
2018; Shah y col., 2021). En el campo de
la odontologia, las NpsAg se incorporan
en resinas acrilicas y compuestas, en la
endodoncia especificamente, la gutapercha
recubierta con NpsAg exhibe notables
propiedades antimicrobianas. El tamano
pequeno de las Nps le permite brindar una
dgran area de superficie, lo que incrementa
el efecto antimicrobiano de la plata debido
al mayor contacto con la célula bacteriana
(Mishra y Tyagi, 2018; Soltani y col.,
2022). Ademas, estas Nps han demostrado
importantes efectos curativos y previenen
la formacion de cicatrices (Soltani y col.,
2022).

Como consecuencia de ello, han surgido
nuevas tendencias en el desarrollo de
productos para la salud bucodental que
mejoren su efectividad, mediante la
incorporacion de ingredientes capaces
de adherirse a estas células epiteliales,
permitiendo permanecer por mas tiempo
en el sitio de aplicacion. Es por ello que la
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combinacion de polimeros mucoadhesivos
con sistemas nanoparticulados constituye
una alternativa que mejoraria la efectividad
terapéutica y modificaria el patron de
liberacion del ingrediente activo, favoreciendo
la penetracion en la biopelicula dental
reduciendo las afecciones orales (Andueza,
2018).

En este sentido, la mucoadhesion es una
herramienta que en la actualidad esta siendo
ampliamente estudiada para su aplicacion en
el desarrollo de los sistemas de liberacion de
compuestos activos dentro de las mucosas
donde la mucina esta presente, para lograr
prolongar el tiempo de contacto en el sitio de
adsorcion y como consecuencia incrementar
la efectividad terapéutica. Ingredientes con
estas caracteristicas, se incorporan en estas
formulaciones con la finalidad de adherirse
a los tejidos y asi disminuir la velocidad de
eliminacion en la cavidad bucal (Saraswathi
y col., 2013; Vieira y Andueza, 2018; Dat Phar,
y col., 2021).

Por ello, el presente trabajo tuvo como
objetivo caracterizar las propiedades fisicas
de un enjuague bucal mucoadhesivo
desarrollado con nanoparticulas de plata de
produccion local.

Materiales y Métodos

Se prepararon tres lotes del enjuague
bucal. Se evaluaron las propiedades fisicas
48 horas después de elaborados (tiempo 0)
y al dia 30 (tiempo 30), a una temperatura de
26°C =+ 2°C, siguiendo la metodologia que
se describe a continuacion:

1. PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

Por medio de este analisis se confirmé
el color, sabor, olor y apariencia de los

enjuagues elaborados. La determinacion
de estas caracteristicas se realiz6 de manera
sensorial, es decir usando los sentidos del
vista, gusto y olfato.

Las propiedades fueron evaluadas en
funcion del tiempo mediante la comparacion
con una formulacién recientemente
preparada (48 horas), bajo las mismas
condiciones y los mismos lotes de materias
primas que se emplearon para los enjuagues
bucales en estudio.

2. DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD

Se empled el método descrito por
la USP-NF 2021, capitulo 912, para un
viscosimetro rotacional. Los valores de
viscosidad se reportan en funciéon del tipo
de aguja empleada, la velocidad de rotacion
y de la temperatura. Por lo tanto, este
parametro tan importante para determinar
la estabilidad de las formulaciones se
realiz6 en un viscosimetro rotacional, Visco-
Star Plus L, utilizando la aguja L1 a una
velocidad de 12 revoluciones por minuto
(r.p.m.). Los valores de viscosidad fueron
expresados en miliPascal.segqundos (mPa.
seq), (USP-NF 2021; Marriott, 2022).

3. DETERMINACION DEL PH

El enjuague bucal fue previamente
dispersado en agua destilada hasta una
concentracion de 2% p/p. Se utilizé un
medidor de pH/ISE Thermo Electron
Scientific, modelo Orion 4-Star, con un
electrodo estandar combinado Ag/AgCl
Triode TM, modelo 9157BNMD, de acuerdo
con el método establecido en la USP-NF
2021 capitulo 791 (USP-NF, 2021).

4., DETERMINACION DE LA CONDUCTIVIDAD

Las NpsAg poseen carga superficial,
por lo que, al ser incorporadas en las
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formulaciones acuosas, podrian tener la
capacidad de conducir la corriente eléctrica
y tener influencia en la estabilidad de
la formulacion. Por ello que es de suma
importancia conocer y evaluar el caracter
ionico de esta dispersion. Para evaluar el
comportamiento dieléctrico en funcién del
tiempo, se diluyeron los lotes elaborados
con agua destilada a una concentracion
de 2% p/p y se siguio el capitulo 645 de la
USP-NF 2021, empleando un pHmetro/ISE
Thermo Electron Scientific, modelo Orion
4-Star. Los resultados fueron expresados
en microSiemens/centimetro (uS/cm), (Vila
Jato, 2001; USP-NF, 2021; Andueza y col.,
2021).

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

Resultados y Discusion
1. PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

En la Tabla I se presentan los
resultados obtenidos de la evaluacion
de las propiedades organolépticas color,
sabor, olor y apariencia. Las mismas, se
mantuvieron constantes durante los 30 dias
de evaluacion.

2. DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD

La viscosidad es un parametro que
contribuye no solamente con la estabilidad
de las NpsAg en la formulacion, sino que
a su vez las caracteristicas del viscosante
empleado, permite mantener el producto
en la cavidad bucal, puesto que reduce
la velocidad de eliminacién causada por

Tabla 1.
Propiedades Organolépticas del enjuague
bucal con NpsAg, tiempo 30 dias,
Temperatura 26 + 2°C

Propiedad Evaluacion
Color Gris claro
Sabor -Dulce
-Ligeramente picante
-Adormecimiento de la lengua
-Sensacion refrescante
Olor -Caracteristico
Apariencia |-Liquido ligeramente viscoso
-Ligeramente opaco
-NpsAg con facil redispersion

los fluidos salivales y los movimientos
bucolinguales. Los valores de viscosidad
se encontraron dentro del rango 100-
150 mPa.seg. El analisis estadistico
indicé que no hubo diferencia significa en
funcion del tiempo (Figura 1). Cook y col.
(2018), demostraron que las moléculas de
sabor y aroma incorporadas a polimeros
mucoadhesivos producen una extendida
percepcion en la cavidad oral, debido a la
formacion de una matriz adherente que
retrasa la liberacion de los compuestos y
prolonga su residencia en la mucosa. Por
consiguiente, el enjuague bucal con NpsAg
formulado con polimeros mucoadhesivos
y viscosos, podria favorecer el tiempo
de contacto de los ingredientes activos
antisépticos como de sus aceites esenciales,
y contribuir a mejorar la estabilidad de la
formulacion.

3. DETERMINACION DEL PH

El pH es un factor importante para
mantener el ambiente y funcionalidad
del epitelio bucal. En este estudio se
observo que los lotes evaluados en funcion
del tiempo (Figura 2), no presentaron
diferencias significativas con 95% de
exactitud. El pH se encontré dentro del

134



ANDUEZA Y COL.

127.46

tiempo 0 dias tiempo 30 dias

pSfem
160.0 156.2
155.0

150.0

145.0 142.3
140.0
135.0
130.0
125.0

tiempo 0 dias

120.0
tiempo 30 dias

Figura 1. Viscosidad en mPa.seg del enjuague bucal con
NpsAg en funcién del tiempo a 26°C + 2°C

rango permitido por la USP-NF 2021 para
otros enjuagues bucales, el cual oscila entre
5 -7 (USP-NF, 2021).

Es importante resaltar que mantener por
tiempo prolongado un pH acido en la boca,
podria ocasionar la desmineralizacion del
esmalte lo que lleva a la posible aparicion
de lesiones en los dietes y las encias.
(Equipo de Redaccioén, 2001).

6.40
6.30
6.20
6.10
6.00
5.90
5.80
5.70
5.60
5.50

e.lla

tiempo 0 dias tiempo 30 dias

Figura 2. pH del enjuague bucal con NpsAg en funcién del
tiempo a 26°C +2°C

4., DETERMINACION DE LA CONDUCTIVIDAD

En la Figura 3, se observa el promedio
de los valores de conductividad en funcién
del tiempo. El analisis estadistico indic6 que
no habia diferencia significativa entre las
medias al cabo de un mes de estudio, por
lo que se podria pensar que durante ese

Figura 3. Conductividad en pS/cm del enjuague bucal con
NpsAg en funcién del tiempo a 26°C + 2°C

periodo las NpsAg mantienen su tamano
debido a la intervencion de las fuerzas tipo
Van der Waals, electroestaticas o de tension
superficial. Estas fuerzas han permitido
la facil redispersion de las Nps en la
formulacion, lo que favorece su estabilidad.
Sin embargo, se debe continuar evaluando
este parametro fisico durante mayor
tiempo ya que, se ha encontrado que los
efectos in vivo de las NpsAg dependen
de la interaccion de las diferentes cargas
superficiales con los sistemas biolégicos

(Fernandez, 2017).

Conclusiones

Se puede concluir que el estudio de
esta formulacion es de suma importancia
ya que, modificaciones en las diferentes
formas y tamanos de particula, la formacion
de agregados, su cardga superficial y su
concentracion, pueden influir en la actividad
biocida contra diferentes microrganismos,
siendo los productos biocidas mezclas que
contienen una o mas sustancias activas
que sirven para repeler, neutralizar o
destruir organismos nocivos. Del mismo
modo, el empleo de vehiculos viscoso
con caracteristicas bioadhesivas podria
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favorecer tanto la estabilidad de las Nps en
la formulacion como la biodisponibilidad
de los ingredientes activos en el sitio de
aplicacion. Igualmente, es indispensable
realizar evaluaciones microbioldgicas
y estudios clinicos, que demuestren su
eficacia a la hora de administralos a nivel
bucal, con el fin de obtener en un futuro
cercano formulaciones eficaces y seguras,
que permitan prevenir patologias orales.
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Resumen

La dopamina (DA) esta relacionada con los trastornos neurodegenerativos que afectan al sistema nervioso
central (SNC) tales como la enfermedad de Parkinson. Con el propdsito de contribuir en la biisqueda de
nuevos farmacos capaces de restablecer la homeostasis de la transmisién dopaminérgica en la enfermedad
de Parkinson, en estudios previos se realizé la sintesis y evaluacién farmacolégica de los compuestos
clorhidratos de N-[(2,4-diclorofenil)-1-metiletil]-2-aminoindano 2, N-[(3,4-diclorofenil)-1-metil-etil]-2-
aminoindano 3 y N-[(2,6-diclorofenil)-1-metil-etil]-2-aminoindano 4, los cuales mostraron actividad como
agonistas dopaminérgicos centrales al inducir respuestas conductuales estereotipadas propias de los ganglios
basales y del sistema limbico. El compuesto 4 presenté mayor selectividad hacia las respuestas de los ganglios
basales que las limbicas. En el presente trabajo se realiz6 el estudio conformacional y electrénico de los
compuestos 2-4, a través del programa GAUSSIAN-09 (G-09) y la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT),
empleando el funcional hibrido de rango separado wB97XD con el conjunto base 6-31+G**. El compuesto
4 presentd una significativa disminuciéon del momento dipolar, 1o que explicaria su afinidad hacia los
danglios basales, y dejando entredicho que son mas hidrofébicos que las estructuras limbicas. Este estudio
permite incluir al compuesto 4 como potencial agente capaz de contrarrestar la enfermedad de Parkinson.

Palabras clave: Agonista dopaminérgico, profarmaco, enfermedad de Parkinson, calculos (DFT), momento dipolar

Abstract

Dopamine (DA) is related to neurodegenerative disorders that affect the central nervous system (CNS) such
as Parkinson’s disease. To contribute to the search for new drugs capable of restoring the homeostasis
of dopaminergic transmission in Parkinson’s disease, in previous studies we performed the synthesis
and pharmacological evaluation of hydrochloride compounds N-[(2,4-dichlorophenyl)-1-methylethyl]-2-
aminoindane 2, N-[(3,4-dichlorophenyl)-1-methyl-ethyl]-2-aminoindane 3 and N-[(2,6-dichlorophenyl)-1-
methyl-ethyl]- 2-aminoindane 4, which showed central dopaminergic agonistic activity by inducing stereotyped
behavioral responses typical of the basal ganglia and the limbic system. Compound 4 presented greater
selectivity towards basal ganglia responses than limbic responses. In the present work, the conformational
and electronic study of compounds 2-4 was carried out through the GAUSSIAN-09 (G-09) program and
the Density Functional Theory (DFT), using the rank-separated hybrid functional wB97XD with the base set
6-31+G**. Compound 4 presented a significant decrease in the dipole moment, which would explain its affinity
towards the basal ganglia, leaving evidence that they are more hydrophobic than the limbic structures. This
study allows us to include compound 4 as a potential agent capable of counteracting Parkinson’s disease.

Keywords: Dopamine agonist, prodrug, Parkinson’s disease, DFT calculations, dipole moment

“Laboratorio de Sintesis Orgénica, Disefio y Evaluacién Farmacolégica de nuevos productos. Departamento de Quimica, Facultad
Experimental de Ciencias, Universidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela. “Laboratorio de Sintesis Orgénica, Facultad de Farmacia,
Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela.” Laboratorio de Neuropéptidos, Facultad de Farmacia, Universidad Central
de Venezuela, Caracas, Venezuela. “*“Department of Chemistry, University of Florida, Gainesville, Florida, USA. Correspondencia:
jangel63@yahoo.com / jal16ag@gmail.com

e

Orcid: '0000-0001-7327-166X  70000-0002-3515-5315

20000-0002-5014-2280  ©0000-0003-4335-3052 N h'tDtO‘ —%10;34505 RFF}JC_VdZOZZ’h%Z’ lé*f
. N N A .
50000-0003-3324-6202 __°0000-0003-4404-2619 isponible: hitp://saber.ucv.ve/ojs/index.php/rev_if

Recepcién: 04/11/2023
Aprobacion: 13/11/2023

Rev. Fac. Farmacia 86 (3): 138-149. 2023

#0000-0002-2978-8693 '°0000-0003-1812-0759
50000-0001-5894-0706 ! 0000-0002-4326-129X
6.0000-0002-7993-8389 '20000-0002-2423-3285



https://doi.org/10.54305/RFFUCV.2023.86.3.14
Disponible: 
https://orcid.org/0000-0001-7327-166X
https://orcid.org/0000-0002-3515-5315
https://orcid.org/0000-0002-3515-5315
https://orcid.org/0000-0002-5014-2280
https://orcid.org/0000-0003-4335-3052
https://orcid.org/0000-0003-3324-6202
https://orcid.org/0000-0003-4404-2619
https://orcid.org/0000-0002-2978-8693
https://orcid.org/0000-0003-1812-0759
https://orcid.org/0000-0001-5894-0706
https://orcid.org/0000-0002-4326-129X
https://orcid.org/0000-0002-7993-8389
https://orcid.org/0000-0002-2423-3285

VELASQUEZ Y COL.

Introduccion

La enfermedad de Parkinson (EP) es
una enfermedad neurodegenerativa que
aparece en la edad adulta, de curso crénico
y progresivo, con afectacion multisistémica,
tanto a nivel del sistema nervioso central
como periférico, lo que provoca la aparicion
de sintomas motores y no motores. Su
base anatomopatolégica se caracteriza
por la pérdida progresiva de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra
pars compacta (SNpc) del mesencéfalo,
asi como la presencia de inclusiones
intracelulares llamadas cuerpos de Lewy,
que estan formados por agregados
insolubles de proteina alfa-sinucleina
anormalmente plegada. El resultado de
dicha neurodegeneracion es la denervacion
dopaminérgica de las proyecciones de
la SNpc hacia el nucleo estriado, lo que
condiciona una alteracion en la fisiologia
normal de los ganglios basales (GB) que
origina las principales manifestaciones de la
enfermedad. La degeneracion neuronal de la
sustancia negra conlleva a una disminucion
en los niveles de dopamina (DA) 1 (Figura
1) ocasionando un desequilibrio en los
niveles de acetilcolina (Ach) y dopamina
(DA) en la via nigroestriatal, esto debido
a que la deficiencia de la DA en las vias
nigroestriadas del sistema extrapiramidal
conlleva al aumento de la secrecion del
neurotransmisor excitatorio, la acetilcolina.
Este desequilibrio genera una variedad de
sintomas motores (tembilor, rigidez, lentitud
de movimientos) y no motores (Haider y
col., 2023; Ramesh y col., 2023; Brichta y
col., 2013).

La EP se caracteriza clinicamente
por la presencia de la triada motora
acinesia o lentitud de movimientos, temblor
de reposo y rigidez y por ello ha sido
clasicamente considerada y estudiada

OH
HO

NH,

Figura 1. Dopamina (DA) 1

como un trastorno motor. Los desérdenes
neuromotores caracteristicos tales como la
rigidez muscular, la bradicinesia (lentitud
del movimiento) y/o la aquinesia (pobreza
del movimiento), el temblor en reposo, la
inestabilidad postural y la dificultad para
iniciar o detener el movimiento y el temblor
en reposo. Los sintomas comienzan con
la rigidez muscular minima e insidiosa
o temblores casi imperceptibles, que
evolucionan en forma lenta pero inexorable
hacia diversas discapacidades funcionales
que incluyen, la incapacidad de caminar
y de comer, las facies inexpresivas y las
alteraciones en el habla y la escritura
(Brichta y col., 2013; Aono y col., 2014;
Zhang y col., 2021; Krishnan y Pisharady,
2017; Munhoz y col., 2014). En las ultimas
décadas, ha aumentado el reconocimiento
de manifestaciones no motoras de la EP
como la apatia, el deterioro cognitivo o los
sintomas disautonémicos entre otros. La
Enfermedad de Parkinson esta asociada
con numerosos sintomas negativos tales
como, desdrdenes cognitivos, depresion y
ansiedad, problemas de sueno, disfuncion
autondmica y sintomas gastrointestinales
(Krishnan y Pisharady, 2017; Munhoz y col.,
2014).

El tratamiento de primera eleccion para la
EP se centra en la sustitucion farmacologica
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de la dopamina, que mejora los sintomasy la
calidad de vida. La farmacologia que apunta
a restaurar la estimulacion de receptores
para dopamina es la principal terapéutica
utilizada para tratar los sintomas motores.
Estos farmacos incluyen a la levodopa
(L-DOPA), los agonistas dopaminérgicos y
los inhibidores de la monoamino oxidasa
tipo B (MAO-B, que degrada la dopamina en
el espacio sinaptico) (Kalia y Lang, 2015).
Desde que la terapia intenta mejorar la
calidad de vida del paciente, en general
comienza a administrarse una vez que los
sintomas se vuelven debilitantes. Aunque
todos estos farmacos permiten adecuar
la terapia de reemplazo de dopamina
a las necesidades de cada paciente en
etapas tempranas de la enfermedad, en
etapas avanzadas solo la L-DOPA provee
suficiente beneficio sintomatico para
sostener un adecuado desempeno social
(Connolly y Lang, 2014; Giugni y OKkun,
2014; Meissner y col., 2011). La L-DOPA
es un precursor de dopamina (y de todas
las catecolaminas) que se co-administra
por via sistémica junto con inhibidores
de la enzima DOPA-descarboxilasa que
no atraviesa la barrera hematoencefalica,
como la carbidopa o benserazida, para evitar
que la L-DOPA se degrade antes de llegar al
cerebro. Una vez en el cerebro, la L-DOFA es
captada por las neuronas dopaminérgicas
remanentes, lo que les permite aumentar
la liberacion de dopamina en el estriado,
restaurar la estimulacion de los receptores
dopaminérgicos y por consiguiente atenuar
la sintomatologia motora. La administracion
de L-DOPA sigue siendo la terapéutica mas
efectiva y su introduccion en el tratamiento de
la enfermedad incrementé enormemente la
esperanza de vida de los pacientes (Fahny col.,
2004).

Aun cuando el tratamiento con levodopa y
otros farmacos anti-parkinsonianos, permite
que los pacientes presenten mejoria clinica
con beneficios maximos del medicamento,
su eficacia disminuye con el tiempo o bien su
uso prolongado produce efectos indeseables
en el paciente, lo que incide en la suspension
de dichos farmacos. Por otra parte, el
tratamiento quirtargico suele quedar limitado
a pacientes con sintomas no controlables
o disquinesias en etapas tardias, ademas,
en su mayoria aun se encuentran en fase
experimental por ser de alcance limitado
(Zhang y col., 2007).

La accion de la DA esta mediada a través
de la interaccion con sus receptores, los
cuales se han divididos farmacolégicamente
en dos clases, los D, y los D,. A la familia de
los receptores D, pertenecen los subtipos
D, y D,, mientras que la familia de los D,
incluye los subtipos D,, D,y D, (Zhangy col.,
2007; Ross y Margolis, 2005). Los receptores
dopaminérgicos pertenecen a la gran familia
de receptores acoplados a la proteina G. Los
receptores D, se acoplan principalmente a
las proteinas Gas/olf, y estimulan la actividad
de la adenilil ciclasa y la produccion del
segundo mensajero AMPc; mientras que los
receptores D, se asocian con las proteinas
Gai/o que inhiben la produccion del AMPc. En
este sentido, la activacion de los receptores
dopaminérgicos acoplados a proteinas G
permiten el reclutamiento de las proteinas
multifuncionales de soporte llamadas “beta-
arrestina 1"y “beta-arrestina 2" (BArr, y BArr,)
a través de la rapida fosforilacion por parte
de las proteinas quinasas involucradas.
La funcién de estas proteinas consiste en
desensibilizar e internalizar al receptor
acoplado a la proteina G. En el caso de
que los receptores dopaminérgicos D, y D,
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sean reclutados por la “beta-arrestina 2",
se activaria una via de senalizacion celular
independiente de la proteina G, que induce
a un movimiento normal reduciendo asi
las discinesias, al mejorar la locomocion
anormal (Del’'guidice y col., 2011).

Basandose en este hecho, se ha
procurado el desarrollo de los agonistas
parcializados hacia la ruta de la 3-arrestina,
COmMoO una nueva aproximacion terapéutica
para tratar la Enfermedad de Parkinson
sin inducir las discinesias. Para ello se ha
propuesto el desarrollo de los agonistas
dopaminérgicos de accion dual hacia los
receptores D, y D,, a fin lograr una 6ptima
respuesta motora, libre de movimientos
anormales generados por la accién de los
agonistas tradicionales en el tratamiento
de la enfermedad de Parkinson (Parky col.,
2020).

Con relacion a esto, los derivados
del 2-aminoindano-N-aralquilicos han
mostrado tener actividad selectiva sobre el
sistema dopaminérgico central al inducir
respuestas conductuales estereotipadas
propia de los receptores D, y D,, ubicados
en el sistema limbico y los ganglios basales
(Pérezy col., 1997; Angel, 2001; Rodriguez
y col., 2003; Angel y col., 2004; Andujar y
col., 2006; Angel, 2008; Angel y col., 2008;
Angel y col., 2015a,b; Angel y col., 2015;
Angel y col., 2018).

Con el propésito de contribuir en
la busqueda de nuevos farmacos que
permitan restablecer la homeostasis
de la transmision dopaminérgica en la
enfermedad de Parkinson, los compuestos
clorhidratos de N-[(2,4-diclorofenil)-1-
metiletil]-2-aminoindano 2, N-[(3,4-
diclorofenil)-1-metil-etil]-2-aminoindano
3 y N-[(2,6-diclorofenil)-1-metil-etil]-2-
aminoindano 4 (Figura 2), en estudios

R2
N R3
®
NH,
a®
R4
2 RI,R3=Cl
3 R, R3=Cl
4 RL,R4=C

Figura 2. Compuestos 2, 3 y 4

farmacologicos in vivo, con ratas de la
cepa Sprague-Dawley, demostraron que
presentan actividad agonistica mediada
por mecanismos dopaminérgicos centrales
ya que inducen respuestas conductuales
estereotipadas propias de los receptores
D, y D, ubicados en el sistema limbico
(acicalamientos y lamidas) y en los ganglios
basales (roidas y olfateos) (Angel y col.,
2018; Angel y col., 2023).

Los compuestos 2-4 presentan sobre
el anillo aromatico del sistema aralquil
dos atomos de cloro con los patrones de
sustitucion en las posiciones (2,4), (3,4)
y (2,6), respectivamente. El compuesto 4
presenta el patréon (2,6) y mostr6 mayor
selectividad hacia las respuestas de los
ganglios basales que las mostradas por
los compuestos 2 y 3. Al hacer una
comparacion decreciente de acuerdo con
las respuestas conductual estereotipada
de los ganglios basales, se encontré6 que
el compuesto 4 present6é mayor intensidad
sobre la conducta estereotipadas (roidas),
que las obtenidas por los compuestos 3y 2,
respectivamente. En cuanto a las conductas
mediadas por el sistema limbico (lamidas
y acicalamientos), el compuesto 2 mostro
mayor intensidad que el compuesto 3 y
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éste, sobre el compuesto 4 (Angel y col.,
2018; Angel y col., 2023).

Posiblemente, el cambio isostérico en el
patron de sustitucion (2,6) del compuesto
4 favorece las respuestas estereotipadas
de los ganglios basales sobre las del
sistema limbico. Con el fin de explicar esta
selectividad en la accion del compuesto
4, se realizé el presente estudio tedrico
computacional, considerando los enfoques
de la Teoria Funcional de la Densidad
(DFT, por sus siglas en inglés), como una
herramienta util para el estudio de la
estructura electrénica y las propiedades
de la materia a nivel atbmico, que ha
demostrado tener un formidable poder
predictivo (Silva-Junior y col., 2017). Para
tal fin, se empled el funcional hibrido de
rango separado wB97XD con el conjunto
base 6-317"G™ (Becke, 1988; Lee y col.,
1988; Frisch y col., 2016).

Materiales y Métodos

SeccioN MoDELAJE MOLECULAR

Para establecer una aproximacion
quimico-medicinal acerca del diseno
y la evaluacion farmacolégica de los
compuestos 2, 3 y 4, fue necesario
realizar un estudio conformacional y
electrénico a nivel computacional. Se
realizaron los calculos mecanocuanticos
con el programa GAUSSIAN-09 (G-09)
(Frisch y col., 2016) que es un paquete
de quimica computacional con varios
métodos para calcular propiedades de
sistemas moleculares y periédicos, usando
descripciones mecanico-cuanticas estandar
para las funciones de onda o la densidad
electrénica. Para optimizar las estructuras
se combiné la Teoria del Funcional de la
Densidad (DFT) (Silva-Junior y col., 2017),

empleando el funcional hibrido de rango
separado wB97XD con el conjunto base
6-31*G"™. A las estructuras optimizadas se
les calcularon los potenciales electrostaticos
moleculares (PEM) y los momentos dipolares
(w), bajo las formas neutras (N), catidonicas
(N-H*) y pares ionicos con el contra ion
CI(M-H*"Cl); donde N= 2, 3 y 4 son los
nameros asociados a los tres compuestos
en el estudio (North, 1989; Polilzer y Truhlar,
1991; Carrupt y col., 1991; Murray y col.,
1996; Sarai, 1989).

Resultados y Discusion

Con el fin de conocer la aproximacion
quimico-medicinal entre el tipo de
sustitucion de los atomos de cloro sobre
el anillo aromatico del sistema aralquil y
la respuesta de la conducta estereotipada
selectiva (roida) del compuesto 4, sobre
las obtenidas por los compuestos 3 y 2
(Angel y col., 2018; Angel y col., 2023), se
realizaron los calculos mecano-cuanticos
a las estructuras optimizadas (Figura
3). Se les calcularon los potenciales
electrostaticos moleculares (PEM) y los
momentos dipolares (u), bajo las formas
neutras (N), catiénicas (N-H*) y pares i6nicos
con el contra ion CI-(M-H*"Cl’); donde N=
2, 3 y 4 son los numeros asociados a los
tres compuestos en el estudio. A tal efecto
en la Figura 4, se muestran los resultados
obtenidos y al considerar los pares ionicos
de los compuestos 2, 3 y 4 que seran
denotados como 2-H*"Cl, 3H*Cl y
4-H*"Cl (isbmeros de posicion en relacion
con los atomos de cloro presentes en el
anillo bencénico del fragmento aralquil), se
observa que no se encontraron diferencias
energéticas significativas entre ellos. El
isomero 2-H*"Cl resulto ser 4.4 kJ mol'y
2.6 kJ mol-1 mas estable que los isdbmeros
4-H*Cl- y 3H*"Cl-, respectivamente.
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(2) E=-1672.294015 hartree
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}\ E=-1672.292956 hartree
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Figura 3. Superposicion estructural de los conférmeros
més estables: 2 (b), () 3 (0) y 4 (d)

La permeabilidad caracteristica de la
barrera hematoencefalica es sumamente
restringida, de forma que sélo algunos
gases (por ejemplo, O, o CO,), moléculas
lipofilicas de entre 400 y 600 Da y otras
moléculas organicas pueden cruzar la
barrera a través de canales especificos y
regulados. Unicamente el agua atraviesa
sin restriccion alguna. Ahora bien, como los
pares i6nicos son incapaces de atravesar
la barrera hematoencefalica, pero si son
solubles en medios acuosos (polares), son
capaces de sufrir una serie de disociaciones
hasta liberar las especies neutras de los
compuestos 2, 3 y 4, las cuales podrian
asi ser transportadas hacia el interior del
cerebro. Esta aseveracion se apoya con

los datos obtenidos y representados en la
Tabla I, donde se indica que el proceso de
protonacion de la especie neutra a nivel
intracelular es exotérmico y espontaneo. Por
ejemplo, el precursor 4-H*Cl-, en medios
hidrofilicos (plasma), genera la especie
neutra 4, la cual seria capaz de atravesar la
barrera hematoencefalica, y una vez dentro
del cerebro podria generar la especie
protonada 4-H* al tomar un proton del H,O*
proveniente del metabolismo intraneural.

Tabla I.
Funciones termodinamicas para las
reacciones de protonacion de los
compuestos (2), (3) y (4)

Reaccién AHP (kJ mol™) AGP (kJ mol™)
2+ H,0*- 2-H" + H,O 278,04 276,9
3+H,0"~ 3-H +H,0 2670 266,2
4+H,0"- 41 +H,0 2851 2840

El Potencial Electrostatico Molecular
(PEM) se ha convertido en una herramienta
fundamental para elaborar teorias y modelos
quimicos que expliquen la reactividad
de las moléculas. A partir del principio
clasico de que: cargas del mismo signo
se repelen y cargas de signo opuesto se
atraen, se han podido entender y predecir la
reactividad quimica en muchos contextos;
gracias a la comparacion del PEM. Con
la finalidad de conocer las propiedades
estereoelectronicas de los compuestos
2, 3 y 4, se realizaron los calculos del
potencial electrostatico molecular (PEMs),
encontrandose muchas similitudes (Figura
4). Los PEMs son de gran utilidad porque
permiten una visualizacion y descripcion
de la capacidad que tendria una molécula
para interactuar electrostaticamente con
un potencial sitio de union y pueden ser
interpretados como un patron farmacoférico
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Figura 4. Estructuras optimizadas y PEMs para los compuestos: 2, 3 y 4, 2-H*, 3-H* y 4-H", 2-H~Cl-, 3-HCl- y 4-H~Cl.
El tono gris oscuro indica la mayor atraccidn a una carga positiva puntual y el tono gris claro la mayor repulsion.
El potencial representa una medida de la distribucién de carga de toda la molécula

que condensa la informacion sobre las
fuerzas electrostaticas involucradas en la
formacion del complejo ligando-receptor
(North, 1989; Polilzer y Truhlar, 1991;
Carrupt y col., 1991; Murray y col., 1996;
Sarai, 1989). En vista que los compuestos
2, 3 y 4 poseen cambios bioisostéricos con
los patrones de sustitucion de los atomos
de cloro del anillo aromatico del sistema
aralquil, y que dichos cambios generaron
una selectividad significativa sobre las
conductas estereotipadas provenientes
de los ganglios basales con respecto a
las estructuras limbicas; fue necesario
plantearse las siguientes interrogantes
a fin de poder explicar estos resultados
farmacologicos (Angel y col., 2023)..Existe
similitud estereoelectronica entre los
compuestos 2, 3 y 4? En caso afirmativo,
ées posible pensar que estos compuestos
actuarian por un mecanismo molecular

similar? Si bien al s6lo observar y comparar
estos nuicleos base parece que existe una
similitud, esta claro que la manera mas
directa de evaluar esta similitud es calcular
y comparar las propiedades estructurales
y electronicas de cada compuesto. El
reconocimiento molecular, y el concepto
de especificidad, muchas veces puede
ser explicado, en términos mecanisticos
y también reduccionistas, como una
“complementariedad” entre el ligando y
el receptor (Carrupt y col., 1991; Murray
y col., 1996; Sarai, 1989). Con relacion a
esto, la comparacion de las caracteristicas
estereoelectronicas de los compuestos 2, 3
y 4 resultaria de gran ayuda para determinar
un posible patron farmacoférico y de este
modo, entender mejor los resultados
experimentales farmacoldgicos obtenidos.
En la Figura 3 se muestra una zona
predominantemente nucleofilica (tono gris
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oscuro) cercana a los pares de electrones
libres sobre el atomo de nitrogeno en los
compuestos de 2 y 4, siendo el compuesto
4 quien presenta la mayor concentracion de
carga negdativa sobre el atomo de nitrogeno.
Asi, se esperaria que los compuestos 2
y 4 reaccionen fuertemente frente a los
electrofilos o H,O* del metabolismo, debido
a que los valores de AHp para los compuestos
(Tabla I) validan este hecho, y de acuerdo a
esto se ratifica que el compuesto 4 genera
mas facilmente la especie cationica al ser
comparado con los compuestos 2y 3. En
cuanto a los PEMs (Figura 4) de las especies
cationicas 2-H*, 3-H* y 4-H* se observa
una zona predominantemente electrofilica
en torno al H* ubicado sobre el atomo
de nitrégeno en las aminas cuaternarias,
por lo que podria interaccionar facilmente
con el sitio de union en el receptor
dopaminérgico, predominantemente
nucleofilico (Asp 86). La especie 4-H*
presenté PEMs muy parecidos a los demas
compuestos 2-H* y 3-H* sin embargo, la
evidencia farmacolégica demostré que es
mas selectivo hacia las respuestas de los
ganglios basales al ser comparado con los
otros compuestos. Esta selectividad puede
ser explicada por el hecho que ésta especie
4-H* presento los valores mas bajos de su
momento dipolar (v), al ser comparado con
los demas compuestos estudiados. Para ello
es preciso senalar que los valores de baja
polaridad en estos cationes le confieren
al compuesto protonado 4-H* una alta
solubilidad en los ambientes hidréfobos
0 grasos y de acuerdo con los resultados
experimentales farmacolégicos en los
que se demostré que la administracion
intracerebroventricular del compuesto 4
indujo un comportamiento estereotipado
a nivel del sistema extrapiramidal (roidas y
olfateos) y en el sistema limbico. El hecho
que el haloperidol (antagonista no selectivo)

bloqued las conductas estereotipadas
inducidas por el compuesto 4 demostr6
su accion dopaminérgica en ambos sitios,
sin embargo, mostr6 selectividad en las
respuestas conductuales propias de los
ganglios basales sobre las estructuras
limbicas (Angel y col., 2023), lo que
sugiere que los ganglios basales son mas
hidrofébicos que las estructuras limbicas.
Al contrario, las especies 2-H* y 3-H*
mostraron una polaridad significativa mayor
y sus respuestas farmacologicas apuntan
hacia las estructuras limbicas.

Ahora bien, se conoce que el cambio
isostérico de posicion de los atomos de
cloro sobre el sistema aralquil modifica
las propiedades estereoelectronicas y
por ende las respuestas farmacologicas
obtenidas experimentalmente. Tal y como
se observa en la Figura 4, los PEMs
muestran en un tono gris claro la ubicacion
de los atomos de cloro, y representan las
zonas moleculares con cargas ligeramente
positivas, lo cual tiene sentido por el efecto
inductor negativo que ejerce cada atomo
de cloro. Sin embargo, estos fragmentos
del sistema aralquil forman parte de la
zona mas hidrofébica contenida en estas
moléculas.

Por otro lado, lo que parece ser mas
interesante, es la forma global del PEM
mostrado por el compuesto 4 y la diferencia
con los compuestos 2 y 3, por su forma
y tamano. Esta diferencia hace pensar
que, aunque los tres compuestos son
similares por ser isbmeros de posicion, las
diferencias estereoelectronicas mostradas
por el compuesto 4, le facilita atravesar las
membranas y desencadenar en el sistema
nervioso central la respuesta dopaminérgica
selectiva en los ganglios basales. Para
ello el compuesto 4 requeriria la previa
activacion metabdlica (Figura 5) dentro
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Figura 5. Posible bioactivacién metabdlica de los compuestos 2, 3 y 4 (formas inactivas).
Los compuestos 2a-b, 3a-b y 4a-b son las formas activas

del cerebro que le permita interactuar
sobre su receptor dopaminérgico D, y
desencadenar las respuestas conductuales
propias de los ganglios basales. En base
a estos resultados de los calculos DFT
computacionales (modelaje molecular)
y complementados con los resultados
experimentales farmacolégicos, se podria
proponer qué las neuronas de los ganglios
basales son mas hidrofébicas que las
limbicas.

Para finalizar es preciso resaltar el
comportamiento del compuesto 4, el cual
fue disenado como un profarmaco al igual
que sus analogos 2 y 3, ya reportados
(Angel y col., 2018; Angel y col., 2023) y
que al sufrir la bioactivacion metabdlica
(Figura 5) se incorpora el fragmento
farmacoférico “m-hidroxifeniletilamino”
en el nacleo indano, especifico para que
puedan interactuar a nivel postsinaptico

sobre los receptores D,. Cuando se
considera el cambio isostérico del patron
de sustitucion de los atomos de cloro en
las posiciones 2,6 en el anillo bencénico
de fragmento aralquil en el compuesto 4,
se favorecio selectivamente las respuestas
estereotipadas de los ganglios basales sobre
las respuestas de las estructuras limbicas
(Angel y col., 2023). Para poder dar una
posible aproximacioén quimico medicinal y
asi explicar este resultado farmacologico
experimental, es preciso tomar en cuenta
los valores de los momentos dipolares de
w= 8.1321D, u =10.7362 Dy u = 3.2354
que se corresponden a las conformaciones
protonada de los compuestos 2, 3 y
4, respectivamente; y de esta forma se
podria concluir que los ganglios basales
son menos polares que las estructuras
limbicas, debido a la notable disminucién
del momento dipolar del compuesto 4. En
cambio, los compuestos 2 y 3 mostraron

146



VELASQUEZ Y COL.

mayor afinidad hacia las estructuras
limbicas, por poseer momentos dipolares
significativamente mayores.

Conclusiones

El estudio conformacional y electrénico
a nivel computacional de los compuestos
2, 3y 4, a través de los calculos mecano-
cuanticos con el programa GAUSSIAN-09
(G-09) y la Teoria del Funcional de la
Densidad (DFT), empleando el funcional
hibrido de rango separado wB97XD con
el conjunto base 6-31+G", confirma la
aproximacion quimico medicinal entre el
patron de sustitucion de los atomos de
cloro sobre el anillo bencénico del sistema
aralquil con la respuesta farmacoloégica
reportada. La notable disminucién del
momento dipolar en el compuesto 4,
sugiere que los ganglios basales son mas
hidrofébicos que las estructuras limbicas.
Este hecho nos permite incluir al compuesto
4 como un nuevo potencial agente capaz de
contrarrestar la enfermedad de Parkinson.
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El envejecimiento: cPodemos frenarlo?
Telomeros/Telomerasa, Senescencia Celular
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Aging: éCan we stop it?
Telomeres/Telomerase, Cellular Senescence
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Resumen

Todos los seres vivos sufren un declinio fisiolégico sistémico después de la ontogenia, caracterizado
como “envejecimiento”. El proceso del envejecimiento es multifactorial, probablemente ocasionado
por una miriada de factores, que interactiian y con consecuencias a todos los niveles del organismo.
En las udltimas dos décadas, la medicina moderna ha incrementado la esperanza de vida mas de dos
veces en el mundo desarrollado, creando una sociedad envejecida con una mayor predisposicion
a enfermedades degenerativas, con la mitad de las personas de mas de 65 anos padeciendo dos
o mas enfermedades crénicas y tomando una cantidad similar de medicamentos para tratarlas.
Muchos son los procesos que conducen al envejecimiento y tan variados como la exposicién al estrés
celular, la inflamacién crénica, la autofagia y la supervivencia y muerte celular. La aproximacion
clasica de focalizar una sola via o un hecho individual puede fallar en visualizar la complejidad
y la interconectividad del envejecimiento. Por lo tanto, aliviar las consecuencias inmediatas del
envejecimiento: el deterioro fisioldégico, es el objetivo principal de los estudios en este campo.
En esta revision, en sus dos partes (1 y ), se pretende dar una visién sobre los factores principales que influyen
en el envejecimiento y las posibles terapias que las ultimas investigaciones nos proponen, muchas estan
aun en fase experimental, pero en los que los progresos tecnolégicos y cientificos lucen esperanzadores.

Palabras clave: Envejecimiento, teldmeros, telomerasa, senescencia celular, senoliticos

Abstract

All living beings undergo systemic physiological decline following ontogeny, characterized as aging. Aging
is a multifactorial process, probably caused by a myriad of interacting factors and with consequences at all
levels of the organism. Modern medicine has increased life expectancy, more than twofold in the developed
world over the past two centuries, yet this has created an aged society that has more predisposition to
degenerative disorders, with half of people over 65 suffering from two or more chronic diseases and taking
a similar number of medications to treat them. Many are the factors leading to aging, as varied as sustained
exposure to cellular stress, chronic inflammation, autophagy, and cell survival and death. The classical
approach of focusing on single pathways or even individual hallmarks might fail to capture the complexity and
interconnectedness of aging. Therefore, alleviating the immediate consequence of aging, the physiological
deterioration, is the foremost goal of aging-oriented studies in humans. In this review, (parts I and II), the aim
is to give a vision of the main factors that influence aging and the possible therapies that the latest research
suggests. Many are still in the experimental phase, but technological progress and scientists look hopeful.
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Introduccion

Desde el principio de los tiempos, la
Humanidad ha estado obsesionada por la
inmortalidad y la eterna juventud. Muestra
de ello nos la da “La epopeya de Gilgamesh”
(2500-2000 A. C.), narraciéon acadia en verso
que constituye la obra épica mas antigua
conocida, basada en las gestas del rey
Gilgamesh, de la ciudad mesopotamica de
Uruk, centrada en su desesperada buisqueda
de la inmortalidad. Sin ir tan atras en la
historia, la busqueda de la inmortalidad
aun cautiva el imaginario colectivo, asi, la
primera escena de Piratas del Caribe en
Mareas Misteriosas (Rob Marshall), narra
la biisqueda de la fuente de la juventud
que protagonizan los personajes, capitan
Jack Sparrow y capitan Barbosa, basado
en un supuesto libro escrito por el espanol
Juan Ponce de Ledn, primer europeo del
que se tiene constancia en llegar a las
costas de Florida. Se dice que fue alli en
busca de la fuente de la Eterna Juventud.
Y qué decir del éxito de JK Rowling con la
saga “Harry Potter”, cuyo primer tomo esta
centrado precisamente en la busqueda de
la inmortalidad.

Sin embargo, hay organismos en la
naturaleza, con vidas extraordinariamente
largas e incluso algunos estan considerados
como casi inmortales, los cuales presentan
una Senescencia Insignificante, término
acunado por el biogeront6logo Caleb Finch,
para denotar organismos que no exhiben
evidencia de envejecimiento bioldgico
(senescencia), tales como reducciéon
mensurable en su capacidad reproductiva,
declive funcional mensurable o tasas de
mortalidad crecientes con la edad (Finch,
1990, 1994, 2009).

En 2018, las ratas topo desnudas fueron
identificadas como el primer mamifero en

desafiar la ley de mortalidad de Gompertz-
Makeham, que establece que la tasa de
mortalidad humana es la suma de un
componente dependiente de la edad, que
aumenta exponencialmente con la edad y
un componente independiente de la edad, y
alcanzar una senescencia insignificante (Ruby
y col., 2018).

Algunos ejemplos de vida maxima
observada de animales que se cree que
son insignificantemente senescentes son: el
tiburén de Groenlandia (400 anos), la almeja
Quahog oceanica (507 anos), la Tortuga
gigante de Aldabra (255 anos), el pez de
roca de ojos asperos (205 anos), la Hydra,
observada como biolégicamente inmortal y
la medusa inmortal o Turritopsis dohrnii, 1a
cual es capaz de regresar a un estado larvario
y volver a crecer hasta convertirse en adulto.
Diversos estudios han indicado una conexion
entre los fendbmenos relacionados con la
senescencia insignificante y la estabilidad
general del genoma de un organismo durante
su vida (Kogan y col., 2015; Guerin, 2004).

Los humanos no tenemos tanta suerte,
como especie, ahora vivimos mas que
nunca, pero no mucho mejor, asi que
cuando pensamos en vivir hasta los 100
anos la mayoria piensa: “no lo quiera Dios”,
respiradores, cocteles de medicamentos,
quimioterapia y radiacion, cirugias y igastos
médicos!

La mitad de las personas de 65 anos
tiene dos o mas enfermedades cronicas, la
persona promedio de 80 anos padece unas 5
enfermedades distintas y toma una cantidad
similar de medicamentos para tratarlas. El
sistema inmunitario se debilita con la vejez y
pierde su fuerza para combatir las infecciones,
ademas de otros cambios embarazosos
e inoportunos como incontinencia o
impotencia.
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Estamos acostumbrados a considerar
cada elemento como una alteraciéon
independiente de las demas, el enfoque de
la medicina es igualmente particular, con
medicamentos y operaciones para cada
una de las enfermedades, ignorando por
completo el origen, que es el proceso de
envejecimiento en si.
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La teoria de la evolucion de Darwin esta
basada en el concepto que la variacion, al
azar y hereditable, de rasgos biologicos
entre individuos, causada por mutaciones,
conducira a la selecciéon natural por
reproduccion preferente de aquellos
individuos que encajen particularmente
en un ambiente dado. Por otro lado, el
proceso de envejecimiento incrementa
la vulnerabilidad y conduce al final a la
muerte de los organismos. Las teorias
evolucionistas del envejecimiento, por
lo tanto, tratan de explicar la evolucion
biolégica y la evolucion del envejecimiento
mediante la interrelacion entre los procesos
de mutacion y de selecciéon (Ljubuncic y
Reznic, 2009).

Los gerontdlogos definen el
envejecimiento como un conjunto de
cambios deteriorantes postmaduracionales,
con pérdida progresiva de las funciones
corporales y una disminucion en la fertilidad.
Estos procesos degenerativos, de comienzo
temprano y progresion lenta, implican una

disminucion en la habilidad del organismo
para sobrevivir.

Un concepto actual del envejecimiento
lo describe como: “una coleccion de danos
acumulativos en la estructura molecular
y celular del organismo adulto, resultado
de los procesos metabdlicos esenciales,
que una vez que progresan demasiado,
incrementan la desorganizacion del
metabolismo, llevando a la patologiay a la
muerte” (De Grey, 2003a,b).

TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

Se han postulado varias teorias que
explican el proceso del envejecimiento
desde el punto de vista evolutivo (Kirkwood,
1977; Kirkwood y Austad, 2003). La primera
de ellas es La teoria de la mortalidad
extrinseca, que postula que la muerte
natural no es producto de la vejez, sino de
condiciones extrinsecas del ambiente. En
las especies silvestres, el envejecimiento
no es un proceso frecuente, dado que la
predacion, los accidentes naturales, las
condiciones ambientales drasticas y las
infecciones acaban con los individuos en
edades tempranas. Cuando la longevidad
de las especies escapa del control de la
naturaleza, tal y como ocurre con una
poblaciéon protegida como la humana o
los animales domésticos, la muerte se
convierte en un proceso intrinseco que se
relaciona con la vejez.

De los argumentos anteriores, nacen
otras tres teorias del envejecimiento. (1) la
teoria de la acumulaciéon de mutaciones, (2)
la hipé6tesis de antagonismo pleiotropico y
(3) la teoria del soma desechable.

La teoria de la acumulacion de
mutaciones se fundamenta en la observacion
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de que la fuerza de la seleccién natural
declina con la edad. Se origina de las
ideas de Peter Medawar (Medawar, 1952)
y postula que son pocos los individuos
que superan la etapa de la juventud en
las poblaciones silvestres. La naturaleza
invierte poco esfuerzo en mantener estos
sobrevivientes, de modo que hay una
disminucion progresiva en la fuerza de la
seleccion conforme aumenta la edad de un
individuo. Desde que todos los organismos
mueren eventualmente por diferentes
causas, los genes beneficiosos en etapas
tempranas de la vida, son favorecidos por
la seleccion natural, consecuentemente,
la mayor contribucion para crear una
nueva generacion viene de los organismos
jovenes y no de los viejos, al envejecer,
declina el poder de la seleccion natural, se
acumulan gran cantidad de mutaciones en
las lineas somaticas que van a tener efectos
deletéreos que se manifiestan en las edades
seniles (Charlesworth y col., 2000; Medawar,
2000; Kirkwood y Austad, 2003).

La teoria de la pleiotropia de George
Williams (Williams, 1957), propone que
hay genes que son seleccionados por la
naturaleza por sus efectos positivos en la
vida joven, pero que van a resultar deletéreos
en etapas posteriores de la vida. Los genes
con efectos opuestos segun la edad son
llamados genes pleiotropicos. Tales genes
se mantendran en la poblacién debido a
sus efectos positivos en la reproduccion a
edades tempranas, a pesar de sus efectos
nedativos en edades post-reproductivas, con
efectos negativos que se corresponden a los
procesos de envejecimiento.

Un ejemplo de pleiotropia antagonica
lo tenemos en la senescencia celular
replicativa, la cual suprime la tumorogénesis
deteniendo el crecimiento celular en etapas
tempranas de la vida, pero que puede

promover el cancer en etapas tardias ya que
las células senescentes estimulan a otras
células premalignas a proliferar y formar
tumores (Krtolica y col., 2001; Cutler y
Semsei, 1989).

La teoria del soma desechable se
basa en el reparto 6ptimo de las funciones
metabolicas entre el mantenimiento somatico
y la reproduccion. El organismo invierte su
energia en un adecuado mantenimiento
somatico hasta que el individuo se reproduce,
por lo que, a partir de este momento, los
mecanismos de reparacion y metabolismo
celular se vuelven limitados, el organismo se
considera desechable y comienza el proceso
de envejecimiento. Luego de la etapa
reproductiva, no hay ventaja selectiva en
mantener las células somaticas en perfecto
estado. La longevidad dependeria, entonces,
de la capacidad de mantener la calidad de
las células somaticas intacta (Hasty y Vijg,
2002).

El envejecimiento afecta a todos los
aspectos de la biologia, desde las moléculas,
pasando por las células, los tejidos y los
organos. A medida que envejecemos,
el cuerpo acumula cambios, desde los
superficiales -canas y arrugas- hasta otros mas
serios como debilidad, pérdida de memoria
y riesgo de enfermedades mortales como
cancer, cardiopatias, derrames cerebrales etc.

Desde hace dos o tres décadas, sin
embargo, el paradigma de las enfermedades
y el envejecimiento viene cambiando de
un modo radical, no envejecemos porque
empezamos a sufrir multiples achaques, sino
que enfermamos porque envejecemos. Hoy
en dia se considera al ENVEJECIMIENTO,
como el factor de riesgo principal para
el desarrollo de multiples enfermedades
cronicas (Tchkonia y col., 2013; Tchkonia y
Kirkland, 2018).
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La Hipotesis de la GEROCIENCIA, postula
que los mecanismos fundamentales del
envejecimiento son la "RAIZ” de procesos
interligados tales como: inflamacion de bajo
grado que conduce a fibrosis, disfunciones
macromoleculares, disfuncion de células
inmunes y progenitoras y la senescencia
celular (Kirkland yTchkonia, 2020).

Mientras que, en la primera mitad del
siglo XX, el aumento de la esperanza de
vida fue impulsado principalmente por
la reduccion de la mortalidad infantil y
de adultos jovenes, mas recientemente,
los mayores avances se han hecho en la
lucha contra las enfermedades posteriores
de la vida. Como consecuencia, los
problemas de salud crénicos asociados
al envejecimiento, como la sarcopenia, la
osteoporosis y la enfermedad de Alzheimer,
que antes eran raros, se han vuelto ahora
comunes. A medida que la poblacién
mundial siga envejeciendo durante los
proximos decenios, las enfermedades del
envejecimiento amenazan con abrumar a
nuestra infraestructura de salud, perturbar
nuestra economia y, potencialmente,
envenenar la relacién entre generaciones
(Steele, 2022).

No es de extranar por lo tanto, que
inversores de todo el mundo, entre ellos
Google, hayan fundado en 2013, CALICO
(California Life Company), compania de
biotecnologia de investigacion y desarrollo
con el objetivo de combatir el envejecimiento
y las enfermedades asociadas. En la Carta
de Fundadores de 2013 de Google, se
describe a CALICO como una compania
enfocada en “salud, bienestar y longevidad”.

Del mismo modo, la familia real SAUDI,
ha lanzado una ONG llamada Fundacion
Hevolution que proyecta gastar hasta
US$ 1.000 millones al ano de su riqueza

petrolera para sostener investigacion basica
en la biologia del envejecimiento y buscar
maneras de extender los anos de vida con
buena salud, un concepto conocido como
“el alcance de la salud”. Esa inversion
convertiria a los sauditas en los mas
grandes patrocinadores de la investigacion
que busca entender las causas basicas del
envejecimiento, y cobmo demorarlo con
drogas.

Altos Labs: Creada a principios de
2021, esta reuniendo a un auténtico
“Dream Team’ que incluye un equipo de
cientificos de primer nivel, especializados
en esta area y donde se les ha ofrecido
sueldos de mas de 1 millon de dodlares
para que acepten trabajar, para conseguir
un proposito de lo mas ambicioso: revertir
el envejecimiento celular. Ha pasado poco
tiempo desde su puesta en marcha, pero
ya hay una enorme ronda de financiacion
de 3.000 millones de dodlares para intentar
revolucionar la biotecnologia y lograr la
reprogramacion celular. El sueno de la vida
eterna todavia queda lejos, pero Altos Labs
es uno de los intentos mas serios hasta
la fecha para acercarnos a ello. La pagina
Web de Altos Labs, la define como “una
nueva compania biotecnolégica, enfocada
en la programacion del rejuvenecimiento
celular con el fin de restaurar la salud y la
resiliencia celular, con el objetivo de revertir
la enfermedad y transformar la medicina”.

Curar el envejecimiento no significa
vivir para siempre, pero supondria una
reducciéon del sufrimiento. Asi, el lector
interesado puede disfrutar hoy en dia de
una copiosa literatura al respecto, podemos
citar como ejemplos: Morir Joven a los 140
anos. La muerte de la muerte. Eternos.
Alarga tu esperanza de vida. La solucion
de los teldbmeros, Autofagia, entre muchos
otros.
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Pero, écuanto podemos vivir?

La comunidad judia felicita los
cumpleanos con la frase: “ads mea veesrim’
(hasta los 120 anos). Esto esta basado en
la supuesta longevidad de Moisés, quien
llegé a Egipto a los 80 anos para liberar
al pueblo judio y quien después de vagar
por el desierto durante 40 anos, no entro
en la tierra prometida, pues “se le habia
terminado su tiempo”. Curiosamente,
esto coincide con nuestro tiempo
estimado de vida.

Juan Vicente Pérez Mora es un agricultor
y campesino venezolano, que en 2022 se
convirtié en el hombre mas anciano del
mundo, reconocido por Latin American
Supercentenarians (LAS) y por el Libro
Guinness de los récords. A sus 114 anos,
Juan Vicente Pérez ha visto de todo. Este
venezolano es en la actualidad el hombre
mas longevo del mundo, con 11 hijos,
12 tataranietos, 18 bisnietos y 41 nietos,
asegura su médico, goza de una excelente
salud. Su secreto: una copa de aguardiente
al dia.

Sin embargo, Juan Vicente ostenta este
récord entre los hombres, ya que entre las
mujeres hay cuatro que alcanzan los 116
anos, como la espanola Maria Branyas
Morera y eso porque el 19 de abril del 2022
falleci6 la nipona Kane Tanaka, que era
considerada la persona mas longeva del

mundo hasta ese momento, con 119 anos
y 108 dias. Y tampoco ostenta ninguno el
récord de longevidad, que hasta ahora esta
en poder de la francesa Jeanne Calment,
quien vivo 122 anos y 164 dias.

¢Que determina nuestro tiempo
estimado de vida?

Cada cromosoma humano esta formado
por una cadena lineal de miles o0 millones
de nucleétidos. En cada extremo de esta
cadena aparece una secuencia repetitiva
de nucleodtidos que son las conocidas
como telébmeros.

1. TELOMEROS Y TELOMERASA

Los telbmeros fueron descritos por
primera vez en 1930 por Hermann Muller
y Barbara McClintock quienes observaron
en la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) y en maiz (Zea mays),
respectivamente, que los extremos del
cromosoma natural tenian propiedades y
estructuras especiales que desempenaban
una funcién esencial en su proteccion. Miiller,
acuno en el ano 1938 el término telémero
para referirse a la parte terminal, que, a
manera de casquete protector ubicado en
los extremos de los cromosomas, impedia
que estos sufrieran dano al ser irradiados
con rayos X, en experimentos realizados
en células de la mosca de la fruta. Miiller
recibiria el Premio Nobel de Fisiologia o
Medicina en 1946 (Miiller, 1938).
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Mas tarde, Barbara McClintock,
investigadora de la Universidad de Misuri,
trabajo en los veranos de 1931y 1932, con
el genetista Lewis Stadler, que le aporto
el uso de rayos X como agente mutageno
(Stadler y Roman, 1948). Empleando asi,
lineas de maiz mutagenizadas, identifico
los cromosomas en anillo, que son
estructuras de acido desoxirribonucleico
(ADN) circulares generadas por la fusion
de los extremos de un unico cromosoma
irradiado (McClintock, 1941, 1950; Chuaire,
2006).

Analizando este resultado, McClintock
hipotetizé que debia existir una estructura
en los extremos de los cromosomas que
los estabilizaran y demostré que, a pesar
del dano al cromosoma, los extremos se
podian restaurar gracias a la adquisicion
de nuevo telbmero, concluyendo que estos
jugaban un papel crucial en la integridad
de los cromosomas. Muchos anos después,
McClintock recibiria el premio Nobel de
Fisiologia o Medicina en 1983 (Perea y
Buzzi, 2018; Lama, 2020).

No fue sino hasta 30 anos después,
cuando comenzaron a ser desvelados los
mecanismos subyacentes a la replicacion
del ADN, donde el trabajo de James Watson,
el mismo que describié la estructura
doble helicoidal del ADN, revistié una
singular importancia. Watson identifico el
«problema de la replicacion terminal»,
consistente en la incapacidad de las células
para copiar por completo los extremos del
ADN lineal. Propuso ademas la existencia de
un mecanismo de proteccion para prevenir
el acortamiento cromosémico (Watson,
1972; Blackburn y Epel, 2017).

En la misma época, Alexsei Olovnikov,
un cientifico ruso de la era soviética decidio
comprobar si en las células humanas

los cromosomas se acortaban con el
paso del tiempo, comprobando que la
mayoria de las células somaticas normales
que examinO perdia segmentos de sus
telomeros a medida que se dividian en
el cultivo. Paralelamente se encontr6
que los telbmeros de algunos tejidos
humanos normales se acortaban conforme
la gente envejecia (Olovnikov, 1971; Epel y
Blackburn, 2017).

La palabra telémero proviene del griego
TENOG [telos] (final), y uépog [meros] (parte).
Son complejos especializados de ADN-
proteina que se encuentran en los extremos
de los cromosomas lineales y los protegen
de la degradaciéon y pérdida de genes
esenciales. Los teldbmeros son tipicos de
células eucariotas, que tienen cromosomas
lineales, pero la mayoria de las procariotas,
como las bacterias, tienen cromosomas
circulares y no tienen telobmeros.

Los teldbmeros consisten en repeticiones
de nucleétidos en numero variable,
unidas a un complejo multi-proteico
denominado shelterina/telosoma. Los
teldbmeros terminales son secuencias de
ADN no codificante, que en el ser humano
y el resto de los vertebrados consisten
mayoritariamente en la repeticion de
una secuencia muy simple, la secuencia
TTAGGQG, suelen terminar en hebras
sencillas de ADN enrolladas en los llamados
bucles T, que estabilizan y cierran el
telobmero. Los telémeros funcionales
previenen que la maquinaria de reparacion
del ADN reconozca la parte terminal del
cromosoma como una ruptura de la
doble hélice de ADN, a la cual las células
responden rapidamente e intentan reparar
(Steele, 2022; Cascales y Alvarez, 2010).

La replicacion de los teldomeros presenta
un dilema especial denominado «problema
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de la replicacion terminal». En el proceso
de la division celular, los telobmeros de las
células somaticas normales no pueden
replicarse en su totalidad por el complejo
convencional ADN polimerasa y esto se
debe a la diferencia en la replicacion de las
dos cadenas del ADN (Cascales y Alvarez,
2010). Cada vez que una célula se divide,
se pierde una pequena cantidad de ADN
del final del cromosoma. Cuando se pierde
algo de los telbmeros al duplicarse el ADN
durante la division celular no sucede nada
terrible, pero a medida que las células se
dividen repetidamente y que la longitud de
los teldbmeros disminuye, nos acercamos
peligrosamente al ADN codificante (Steele,
2022).

¢Podria el encogimiento de los telomeros
y la merma de capacidad proliferativa
a lo largo del tiempo ser una causa del
envejecimiento humano? Probablemente
si. Para Olovnikov (1971), el problema de
la replicacién terminal era la causa del
acortamiento progresivo de los teldmeros
que, a su vez, actuaba como un reloj interno
para determinar el numero de divisiones
que la célula podia experimentar a lo largo
de su existencia y, por ende, para controlar
el proceso de envejecimiento.

El modelo propuesto demostro6 tener una
impresionante exactitud; en la actualidad
se acepta no s6lo que el acortamiento
telomérico es la principal causa de la
senescencia celular, sino que en realidad el
reloj molecular cuenta el nimero de ciclos
que la célula puede soportar.

Los teldémeros cortos han sido
asociados a enfermedades como diabetes,
enfermedades cardiacas, algunos tipos de
cancer, alteracion de la funcién inmunitaria
y problemas pulmonares. Sin ir mas lejos,
el acortamiento de los telébmeros es el

causante de nuestras canas. Las células
madre de los foliculos pilosos se diferencian
en melanocitos, que liberan melanina,
responsable del color. Con telébmeros cortos
en las células madre no se produce mas
diferenciacion en melanocitos, por lo que
no hay mas melanina y el cabello recupera
su color natural que es el blanco puro
(Steele, 2022).

En la mayoria de las células somaticas
derivadas de tejidos normales, la pérdida
de la capacidad replicativa, que conlleva
la senescencia celular, se debe a este
acortamiento de los telémeros asociado
con la ausencia de actividad telomerasa. Los
telomerosy la telomerasa presentan un gran
interés a la hora de encontrar explicacion,
no solo a los cambios relacionados con el
envejecimiento, sino también a los relativos
a la tumorigénesis (Lansdorp, 2022).

Para solucionar este problema la
mayoria de las células eucariotas utilizan
la telomerasa, que actua alargando los
extremos de los cromosomas con una
secuencia telomérica especifica. La
actividad de la telomerasa fue descubierta
en el ciliado Tetrahymena, por Greider y
Blackburn (1985), quienes denominaron su
actividad como “transferasa de los telomeros
terminales” debido a su capacidad para
alargar los “primers” teloméricos en
ausencia de un molde de ADN. Pronto
se demostré6 que la telomerasa es una
ribonucleoproteina que cataliza la sintesis
de novo de ADN telomérico repetitivo
después de la division celular y mantiene
la estabilidad cromosémica, lo que lleva a
la inmortalizacion celular. La telomerasa
utiliza un componente de acido ribonucleico
(ARN) como molde, y por lo tanto posee
actividad de transcriptasa reversa (Greider
y Blackburn, 1985, 1987, 1989; Cascales y
Alvarez, 2010; Chuaire, 2006).
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La telomerasa es el principal regulador
de la longitud de los teldmeros en las
células de mamiferos. La mayoria de las
células somaticas no poseen suficiente
telomerasa y ocurre un desgaste de los
teldbmeros, acoplado a la division celular
(Harley y col., 1990). En modelos de
ratones con déficit de telomerasa, se han
observado finales de cromosomas carentes
de terminales TTAGGG, fusiones de finales
de cromosomas y pérdida de la viabilidad
celular. La reintroduccion de la telomerasa
previene el acortamiento de los telomeros
tanto en cultivos celulares como en el raton
deficiente de telomerasa (Blasco y col.,
1995, 1996, 1997, 2002).

Entonces, ées factible rejuvenecer,
o al menos ralentizar el envejecimiento
reintroduciendo la telomerasa en nuestros
tejidos? Como se ha mencionado, la
reintroduccion de telomerasa puede re-
alargar los telomeros cortos en el raton
deficiente en telomerasa, asi como prevenir
el fenotipo prematuro del envejecimiento
(Sampery col., 2001), abriendo la posibilidad
de una terapia génica para sindromes de
envejecimiento prematuro, caracterizados
por la rapida pérdida de telébmeros, como
la Dyskeratosis congénita (Collins y Mitchell,
2002). De manera similar, se encontré que
la induccion de la subunidad catalitica de
la telomerasa hTERT (Human Telomerase
Reverse Transcriptase, hTERT), era capaz
de revertir el deterioro funcional del
envejecimiento en la tercera generacion
de un ratébn mutante y que la utilizacion
de hTERT como terapia génica en un
raton viejo retrasaba el envejecimiento y
prolongaba el tiempo de vida (Bernardes
de Jestis y col., 2011; Bernardes de Jesus
y Blasco, 2013).

Aunque el cancer y el envejecimiento
han sido estudiados como enfermedades

independientes, evidencia creciente sugiere
que el cancer es una enfermedad asociada
a la edad y que ambas entidades comparten
muchas vias moleculares. En particular,
los estudios antes mencionados validan
la activacion de la telomerasa como un
blanco terapéutico potencial para las
enfermedades relacionadas con la edad, y
al mismo tiempo, una expresion anormal
de la telomerasa, asi como mutaciones en
la misma, han sido asociadas con diferentes
tipos de tumores en humanos (Bernardes
de Jesus y Blasco, 2013).

Asi, la telomerasa puede actuar como una
especie de Dr. Jekyll y Mr. Hyde. Sabemos
que el acortamiento de los teldbmeros
es un proceso clave en el desarrollo del
envejecimiento, pero también actiia como
una barrera en la progresion de tumores
(Bernardes de Jesusy col., 2012; Bernardes
de Jesus y Blasco, 2013).

La disfuncion de los telébmeros y la
activacion de la telomerasa han sido
implicados en la progresion del cancer
humano. Se detecta un alto nivel de actividad
telomerasa (AT) en aproximadamente el 90%
de las muestras de cancer humano, mientras
que la mayoria de las células somaticas no
muestran AT o la expresan solo en niveles
muy bajos de una manera dependiente
del ciclo celular. La sobreexpresion de
telomerasa puede estabilizar los telomeros
en células humanas normales y extender
su vida replicativa al menos 20 veces.
Por el contrario, la inhibicion de AT en
las células cancerosas conduce a una
reduccion de la longitud de los teldmeros y
a la muerte de las células tumorales. Estos
hallazgos establecen un papel importante
del mantenimiento de los teléomeros
mediado por la telomerasa en células
humanas y sugieren que la regulacion
positiva de la telomerasa puede contribuir
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activamente a la inmortalizacion celular y la
carcinogénesis (Zhang y col., 2012)

Las células embrionarias y las células
madre pluripotenciales son “inmortales”
a efectos practicos, ya que la pérdida
de las repeticiones teloméricas esta
completamente compensada. En estas
células, la expresion de telomerasa
mantiene la longitud de los telébmeros a
fin de permitir su proliferacion ilimitada.
Sin embargo, los niveles de telomerasa
en células somaticas estan regulados
hacia abajo tras la diferenciaciéon por
mecanismos que incluyen el silenciamiento
transcripcional y el splicing alternativo
del gen de la transcriptasa reversa, el
hTERT. Al limitar los niveles de telomerasa,
la mayoria de las células somaticas
muestran un acortamiento progresivo de
los telémeros, esto proporciona una ventaja
selectiva que permite un alargamiento del
tiempo de vida, disminuyendo el riesgo
de transformaciones malignas. Esto tiene
efectos pleiotropicos deletéreos, ya que la
limitacion de la renovacion celular, impuesta
por la pérdida progresiva de telomeros,
provoca respuestas inmunes deficientes, y
la acumulacioén de células senescentes que
contribuyen al envejecimiento.

Una excepcién son las células
cancerigenas, en las que si esta activa la
telomerasa, y esa es de hecho una de las
razones de que estas células se dividan sin
parar: sus telébmeros no se acortan nunca
lo bastante como para frenar la division, y
como resultado las células de cancer son
virtualmente inmortales (Lansdorp, 2022).

Ahora bien, los datos que poseemos
provienen de modelos animales
manipulados genéticamente, pero équé
pasa con los humanos? ées posible
“administrar” telomerasa? La respuesta

es NO, esta estrategia no es aplicable a
humanos, porque implicaria modificar
el genoma desde la fase embrionaria.
Lo que si es potencialmente aplicable a
humanos es la terapia génica que activa la
telomerasa alli donde se desea, tras una
Unica inyeccion local.

El potencial uso médico de la telomerasa
siempre se ha enfrentado al miedo a un
posible aumento del riesgo de cancer.
Grupos de trabajo como los Investigadores
del Centro Nacional de Investigaciones
Oncoloégicas (CNIO), del Laboratorio
Telbmeros y Telomerasa, liderados por Maria
Blasco, disenaron en el 2012 una estrategia
del todo innovadora: una terapia génica que
reactiva el gen de la telomerasa solo durante
unas pocas divisiones celulares usando los
llamados vectores adeno-asociados (AAV).
La enzima ejerce asi su funcion reparadora
Unicamente durante un tiempo limitado
y. de este modo, los riesgos asociados,
la activacion de la telomerasa en todo el
organismo, se minimizan (Munoz-Lorente
y col., 2018). Los virus adenoasociados
(AAV) son virus de ADN monocatenarios
sin envoltura que se reproducen solo en
presencia de un virus auxiliar (ya sea un
adenovirus o un herpesvirus) (Daya y Berns,
2008).

Posteriormente se aplico esta terapia
dgénica sobre un animal modelo, un ratén,
que reproduce el cancer de pulmén humano
y que, por tanto, tiene un riesgo ya de por
si mayor de desarrollar esta enfermedad.
Los resultados fueron negativos: “La
activacion de la telomerasa mediante
esta terapia génica no aumenta el riesgo
de padecer cancer” ni siquiera en estos
ratones. Este grupo, ha mostrado también
resultados prometedores en ratones con
fibrosis pulmonar debido a la edad (Pineiro-
Hermida y col., 2020).
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La mujer de la imagen es Elizabeth
Parrish (Liz Parrish), quien tiene 52 anos y
dice tener una edad biolégica de la mitad. Es
el resultado de haberse sometido a la terapia
dénica basada en la telomerasa, enzima de
las células que las ayuda a mantenerse
vivas. El tratamiento lo ha desarrollado la
misma compania biotecnolégica que dirige
y fundo Parrish, BioViva Science, de la que
puede decirse que es juez y parte después
de haberse proclamado “paciente cero” de
un tratamiento con el que la comunidad
cientifica no acaba de comulgar. Y esa es la
aventura a la que ha dedicado, literalmente,
su vida puesto que ella es, en sus propias
palabras, “congjillo de indias” de un nuevo
tratamiento genético que no esta aprobado
en Estados Unidos aun, por lo que se tiene
que desplazar a Colombia para llevarlo a
cabo.

A la espera de que este tipo de terapia
génica se apruebe y extienda, la posible
activacion de la telomerasa para retrasar
enfermedades asociadas al envejecimiento
ha extendido el interés de muchas empresas
comerciales. En este contexto, el TA-65
(compuesto aislado de la raiz de Astragalus
membranaceus), un débil potenciador de
la actividad de la telomerasa ha probado
llevar a un leve incremento de la longitud
de los teldbmeros en ratones, pinzones

cebra y humanos, asi como mejorar
algunos parametros relacionados con el
envejecimiento, aunque no se ha reportado
un incremento de la longevidad en estudios
realizados en ratones (Bernardes de Jests
y col., 2011),

Aparte del TA-65, otros activadores
de la telomerasa propuestos han sido el
cicloastragenol (CAG) (Yu y col., 2018),
una saponina triterpenoide obtenida
de la hidrélisis del Astragaldsido 1V, el
componente principal del Astragalus
membranaceus y una formulaciéon de
extracto de Centella asiatica (0BAGTLF),
todos ensayados en célula mononucleares
periféricas humanas (Tsoukalas y col.,
2019).

Es posible que una terapia segura
basada en la activacion de la telomerasa se
pueda llevar proximamente a la clinica tanto
para el tratamiento de enfermedades que
actualmente no tienen curacion, como para
combatir los signos del envejecimiento.

2. SENESCENCIA CELULAR

La division celular es el proceso que
hace que una célula dé lugar a dos hijas
idénticas. Esta es la base de la proliferacion
celular. La senescencia consiste en la
incapacidad de llevar a cabo este ciclo.

Durante muchos anos, uno de los
paradigmas de la biologia celular fue que
las células cultivadas in vitro podian vivir y
duplicarse de manera ilimitada, siempre y
cuando se suplementaran con los medios
y nutrientes adecuados, esto cambi6é en
la década de 1960, cuando Hayflick y
Moorhead (1961) demostraron que las
células en cultivo primario sélo tenian un
numero limitado de duplicaciones y no
podian proliferar indefinidamente.
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Cuando un cultivo primario cesa su
proliferacion celular (senescencia replicativa
[SR]), se dice que ha alcanzado el limite
de Hayflick (Hayflick y Moorhead, 1961;
Hayflick, 1965), es un fendmeno que
ocurre principalmente in vitro y es una
consecuencia del acortamiento de los
teldbmeros después de repetidas divisiones
celulares (Gonzalez-Puertos y col., 2015a,b;
Maciel-Bar6n y col., 2017, 2018). Cada
vez que una célula se divide, se pierden
alrededor de 100 bases de ADN, por
ejemplo, un glébulo blanco joven en un
recién nacido puede tener teldmeros de
10.000 bases de longitud (unos 1700
TTAGQG). A los 35 anos se reducira a 7500
bases y a los 70, el telomero promedio
podria tener menos de 5.000 bases (Steele,
2022).

La senescencia replicativa no es
sinébnimo de muerte celular. Las células
senescentes no mueren inmediatamente,
la mayoria de ellas permanece viable y
metabodlicamente activas durante largos
periodos en cultivo (Campisi,1996).

Sin embargo, la senescencia celular
no es un proceso exclusivo de las células
en cultivo, el grupo de Judith Campisi en
1995, demostr6 la presencia de células
senescentes in vivo, asi, la senescencia
no solo sucede durante el envejecimiento,
sino que ocurre de manera natural y
durante toda la vida de los organismos
(Campisi, 1996; Dimri y col., 1995; Rodier
y Campisi, 2011)

Cuando los telébmeros empiezan a ser
demasiado cortos, la célula ha llegado al
maximo de su capacidad proliferativa y
envia senales de alerta que impiden que
se siga dividiendo, deteniéndose de modo
irreversible en la fase GO/G1 del ciclo celular
(Blackburn, 2001).

En palabras del divulgador cientifico
Andrew Steele, el final mas hermoso de la
vida de una célula es el proceso de apoptosis
o muerte celular programada. Un conjunto
de controles y equilibrios moleculares
esta siempre atento a coOmo se comporta
una célula y si algo va mal, inicia una
sucesion de fendmenos autodestructivos
minuciosamente orquestados. De hecho,
casi todas las células fragiles se sacrifican
por el cuerpo y mueren en el momento
justo, pero hay otras células que no: se
quedan, ya no se dividen y son células
zombis envejecidas que se niegan a cometer
el suicidio que deberian convirtiéndose en
células senescentes (Steele, 2022).
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Capacidad de divisid
i E ada Nutheo
h
Mitocondria
. -
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oxidative
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Alter, cromatina Telomeros disfuncionales

Estrés epigenético

Célula senescente

Ciclo celular detenido

@
s A®
/ A

Estrés cxidative

Tomado de: https://www.doctorfuster.com/reduciendo-
las-celulas-senescentes-en-humanos/

Las células senescentes muestran,
tanto in vivo como in vitro, alteraciones
morfoldégicas, como un aumento del
tamano con aspecto aplanado y una gran
cantidad de vacuolas, la presencia de dano
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O “cicatrices” en el ADN, y presencia de
cambios en la heterocromatina (Rodier y
Campisi, 2011). A nivel fisiologico, se ha
demostrado que son metabdlicamente
activas, pero presentan una expresion
génica perturbada, lo cual conlleva una
alteracion en la expresion de proteinas,
asociada a los cambios morfologicos
antes descritos, junto con la carencia de
respuesta a estimulos mitogénicos y/o
apoptoticos (Muller, 2009).

La senescencia celular es un fenémeno
que tradicionalmente se ha caracterizado
por la detencion de la proliferacion de
células postmitéticas como respuesta a
algun tipo de dano (Gonzalez-Puertos
y col., 2015 a,b; Maciel-Bar6én y col.,
2017), el acortamiento de los telbmeros
es el principal de ellos, no obstante,
estudios posteriores demostraron otras
vias iniciadas por estimulos o estresores
por las cuales las células pueden entrar
en senescencia y dejar de proliferar,
independientemente del numero de
duplicaciones. En conjunto, a este tipo de
senescencia se le conoce como senescencia
prematura inducida por estrés (SIPS por sus
siglas en inglés: stress-induced premature
senescence) (Toussaint y col., 2000); entre
los estresores mas estudiados que inducen
senescencia prematura se encuentran el
estrés oxidativo, exposicion a radiacion
UV, deterioro de la autofagia, inhibicion
del proteosoma, danos al ADN, disfuncion
mitocondrial, y senales nutricionales, entre
otros (Torres y col., 2006; Maciel-Baron
y col., 2017; Gonzalez-Puertos y col.,
2015 a,b). Ademas, la sobreexpresion de
algunos oncogenes puede inducir también
senescencia prematura, conocida como
senescencia inducida por activacién de
oncogenes (Serrano, 2017; Serrano y col.,
1997; Maciel-Bar6n y col., 2017).

Asi, en presencia de estos danos,
especialmente danos al ADN y mutaciones
acumulativas que ponen a la célula en riesgo
de volverse cancerosa, la senescencia pone
freno, por lo tanto, la senescencia celular
existe como mecanismo anticancerigeno,
dado que el cancer esta causado por células
que se dividen sin control, convertir a una
célula pre-cancerigena en senescente, que
ya no se divide, es una forma segura de evitar
que se convierta en tumor (Steele, 2022).

Una caracteristica peculiar de las células
senescentes es que aumentan la expresion
de la enzima B-galactosidasa, y, aunque
aun no se sabe a ciencia cierta la razén
por la cual ocurre este evento, la actividad
de dicha enzima se utiliza como marcador
del estado senescente y, muy importante,
de la secrecion de un complejo patron de
citocinas y otras moléculas, conocido como
SASP (Senescence-Associated Secretory
Phenotype) (Funayama e Ishikawa, 2007;
Maciel-Baron y col., 2017).

El SASP se caracteriza por un incremento
en la secrecion de numerosos factores
involucrados en diferentes vias de
senalizacion intracelular (Gonzalez-Puertos
y col., 2015 a,b). El SASP incluye familias de
factores solubles e insolubles que modulan
las células circundantes, ya que activan
receptores de superficie de membrana y
su correspondiente via de transduccion
de senales, y pueden conducir a multiples
enfermedades. Los factores pueden dividirse
en dos categorias principales: factores de
senalizacion solubles o proteinicos, como
las interleucinas, quimiocinas, factores de
crecimiento y proteasas, y componentes
insolubles o no proteinicos como las
especies reactivas de oxigeno (ERO) (Coppé
y col., 2010; Gonzalez-Puertos y col., 2015
a,b).
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Las células senescentes son
metabodlicamente activas, aunque no
cumplen la funcién de una célula nueva y
funcional, por lo que deben pedir ayuda,
esas moléculas inflamatorias alertan al
sistema inmune de su presencia a fin de
ser eliminadas, pero, si la célula sobrevive
y sigue segregando SASF, puede acelerar el
envejecimiento en todo el cuerpo (Steele,
2022).

La inflamacién y el envejecimiento
prematuro del sistema inmunolégico
son dos fendmenos relacionados y
peligrosos para la salud. Esta conexion se
ha condensado en el término inflammaging
o envejecimiento inflamatorio, término
acunado en la década de 2000 por el
inmunodlogo Dr. Claudio Franceschi, de
la Universidad de Bolonia, para describir
una condicion del organismo, afectado
por una inflamacion leve, persistente, que
no presenta sintomas visibles (latentes),
pero que es capaz de producir efectos
sistémicos. Esta “inflamacion cronica de
bajo grado” es un factor predominante,
recurrente, crénico y silencioso que no se
activa como consecuencia de una agresion
externa para defender al organismo, sino
que se autoalimenta debido al agotamiento
del sistema inmunolégico que provoca la
produccién crénica de moléculas como las
citocinas proinflamatorias. que se relaciona
con el proceso del envejecimiento. Estos
efectos sistémicos tienen consecuencias
en la salud y afectan a todas las partes del
cuerpo, desde el sistema inmunolégico
hasta la piel, hasta el punto de ser
considerados por muchos investigadores
como responsables de una amplia gama de
enfermedades cronico-degenerativas. De
hecho, la inflamacién crénica de bajo grado
se considera un precursor de enfermedades
cardiovasculares, aterosclerosis, neoplasias,

enfermedades cerebrales, enfermedades
hepaticas, la disminucion progresiva de
la masa y fuerza muscular conocida como
sarcopenia, entre otros, correlacionando
el papel que juega la inflamacion en el
deterioro y las enfermedades asociadas
a la vejez, con el sindrome de fragilidad
(Franceschi y col., 2000; Chung y col.,
2009).

De manera interesante, entre los principales
marcadores de inflamacion asociados con
enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, la depresion, la aterosclerosis, el
cancer, la diabetes, la artritis, la osteoporosis
y la insuficiencia renal, entre otras, se
encuentran varios de los componentes del
SASP, entre los que destacan los niveles
elevados de IL- 6 y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), asi como otras
quimiocinas y citocinas.

Andrew Steele destaca, que las células
vigilan sus telbmeros por razones distintas
a la disminucion en longitud, los telomeros
son muy susceptibles al dano del ADN y
cada vez hay mas indicios de que actuan
como el canario de las minas de carbon.
Si hay dano en los teldbmeros, podria
haber dano en el resto del ADN. Esto es
importante en células que no se dividen o
se dividen poco en 6rganos como el cerebro
y el corazén por lo que sus teldbmeros no
se acortan por division celular, pero si el
dano se acumula gradualmente puede
tener efectos similares, ya no cumplen las
funciones de una célula nueva y funcional y
deben pedir ayuda segregando moléculas
inflamatorias que alerten al sistema inmune
de su presencia pidiendo ser eliminadas.

A pesar de los efectos daninos del
SASP que contribuyen a las enfermedades
durante el envejecimiento, nuevos hallazgos
sugieren que el envejecimiento es un factor
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de riesgo modificable, y que es viable
retrasar las enfermedades relacionadas
con la edad mediante la modulaciéon
de los mecanismos fundamentales
de este proceso. Hasta ahora se han
generado modelos de ratones modificados
genéticamente que permiten diseccionar la
relacion causal entre la senescencia celular,
el SASP y las enfermedades relacionadas
con la edad, como las cardiovasculares y
la diabetes (Gonzalez-Puertos y col., 2015
a,b). Por ejemplo, en estudios realizados
con ratones modificados genéticamente
se disend una estrategia para eliminar
especificamente las células senescentes
positivas a p16INK4a, y se encontr6 que, al
eliminar las células senescentes del tejido
adiposo, musculoesquelético y del ojo se
retrasaba el fenotipo de las enfermedades
relacionadas con la edad (Baker y col.,
2011).

Asi, en mamiferos, la senescencia
juedga un papel de gran importancia en el
mantenimiento de la funcionalidad de los
tejidos, especialmente como supresora
de tumores, ya que limita la proliferacion
de células danadas que tienen un riesgo
potencial de transformacioén neoplasica
(Campisi y col., 2007; Campisi, 2013;
Funayama e Ishikawa, 2007) aunque también
puede contribuir al fenotipo envejecido. Esta
aparente contradiccion puede ser explicada
mediante el antagonismo pleiotropico, ya
mencionado, que establece que ciertos
procesos que se han seleccionado por sus
efectos benéficos en edades tempranas
presentan efectos daninos en edades
avanzadas. Resulta claro entonces el papel
multifuncional y pleiotropico del SASP, que
en gran medida dependera del tipo celular
que lo reciba y del estado en el que se
encuentre, de modo que, dependiendo
del contexto biolégico, el SASP puede

ser benéfico, al participar en procesos de
reparacion y regeneracion, o perjudicial,
por promover enfermedades degenerativas
e hiperplasicas (Gonzalez-Puertos y col.,
2015 a,b).
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Transformacién del SASP a través del tiempo. En una
primera etapa las células danadas o sometidas a ciertos
tipos de estrés presentan una detencién del ciclo celular
que se refleja como un evento supresor de tumores, ya que
impide la proliferacién de las células danadas. No obstante,
las células senescentes secretan diversas moléculas,
como citocinas, quimiocinas, metaloproteinasas, etc., que
juntas se conocen como SASP. EI SASP, ademés de ser un
evento autocrino de perpetuacién del fenotipo senescente,
también atrae a células inmunitarias que destruyen las
células senescentes. Sin embargo, si no se remueven dichas
élulas, algunos componentes del SASP pueden promover
la proliferacion celular, ya sea para la reparacion de tejidos
o para el desarrollo de céncer. Una manifestacion tardia del
SASP es la expresion de proteinas asociadas a la respuesta
inflamatoria crénica, por lo que la acumulacién de las
células senescentes con niveles crénicos del SASP podria
influir en la salud de los organismos generando un fenotipo
de envejecimiento y fomentando diversas enfermedades.

Tomado de Gonzélez-Puertos y col., 2015 a,b

Esto se advierte pocas veces en
poblaciones silvestres debido al bajo indice
de individuos que llegan a edad avanzada,
pero es comun observarlo en los humanos
(Kirkwood y Austad, 2000).

Se considera que la senescencia celular
es mas importante que otras formas de
muerte celular en la supresion de tumores
en mamiferos. Por ejemplo, ratones
con una apoptosis defectuosa no estan
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marcadamente predispuestos a neoplasias,
mientras que perturbaciones, incluso sutiles
en la maquinaria senescente, influencia
dramaticamente la susceptibilidad al cancer
(Lecot y col., 2016).

Muchos estudios han demostrado que
las células senescentes se acumulan en
diversas patologias humanas escapando
de los mecanismos de muerte programada
y danando los tejidos. Se han relacionado
con la fibrosis pulmonar, renal y hepatica,
la arterioesclerosis y enfermedades
neurodegenerativas. Sin embargo, hasta
hace poco no existian terapias para reducir
la acumulacién de estas células nocivas
que se produce con la edad y provocan
enfermedades créonicas. En modelos
animales de ratones, se ha observado que,
eliminando estas células senescentes se
prolonga la vida y mejora la salud a pesar de
la edad cronoldgica. Es decir, se consigue
aumentar la vida en ausencia de
enfermedad. Para eliminar estas células se
pueden usar diferentes estrategias, como
modificar genes suicidas celulares, pero
son procesos complejos solo utilizables en
modelos experimentales.

Recientemente se han obtenido farmacos
que pueden realizar la misma funcion, lo
que abre un campo muy prometedor
y que podria tener un gran impacto
especialmente en la calidad de vida de las
personas de edad avanzada, retrasando la
aparicion de enfermedades cronicas. Asi, la
“senoterapéutica” toma gran relevancia
para atacar las enfermedades asociadas a
la edad. La senoterapéutica incluye drogas
que eliminan de modo selectivo las células
senescentes, denominados “senoliticos”;
drogas que eliminan el SASP conocidas
como “senomorficos” y terapias no
farmacologicas (Huang y col., 2022; Guo y
col., 2022).

Los senoliticos son compuestos que
favorecen la apoptosis, es decir, la muerte
celular programada, y convencen a las
células zombi de que descansen en paz,
pero sin afectar a las células sanas. Lo
sorprendente es que, aunque la ciencia
de las células senescentes es reciente,
hay compuestos senoliticos con una larga
historia: en su mayoria, son poderosos
antioxidantes derivados de las plantas, tales
como el resveratrol, el cual ha mostrado
actividad anti SASP (Menicacciy col., 2017).

Un estudio realizado en 2011 con
ratones modificados genéticamente fue
el primer paso para demostrar que, la
eliminacion de células senescentes en un
animal alivia la carga de las enfermedades
y de las disfunciones asociadas a la edad
(Kirkland y Tchkonia, 2020). Los autores
hipotetizaron que las células senescentes
dependen de vias antiapoptoéticas, y
pro-supervivencia a fin de evitar la auto
destruccion. El analisis de bases de datos
de protedmicay transcriptémica, revelaron
que habia una regulacion hacia arriba de
una o mas vias antiapoptéticas para las
células senescentes e identificaron 46
compuestos con blancos en estas vias, con
potencial capacidad senolitica (Zhu y col.,
2015; Chaib y col., 2022). Los criterios
de seleccion posteriores se basaron en
tres lineamientos: 1) que atacaran varias
vias apoptoéticas, 2) que pudiesen ser
administrados oralmente y 3) que fuesen
productos naturales, sin efectos adversos o
ya aprobados por la FDA (US Food and Drug
Administration). Estos compuestos fueron:
el inhibidor de tirosina Kinasa, Dasatinib
(D), el cual eliminaria células senescentes
de progenitores de células adiposas y esta
aprobado y ha sido extensivamente usado
desde 2006, y los flavonoides naturales,
la quercetina que parece afectar células
senescentes endoteliales y fisetina, ambas
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presentes en frutas y alimentos (Zhuy col.,
2015; Chaib y col., 2022).

De los compuestos arriba mencionados,
el Dasatinib, utilizado en quimioterapiay con
un buen perfil de seguridad, y la Quercetina,
un flavoniode natural, probaron ser mas
eficaces juntos pues eliminaban las células
senescentes en multiples tejidos del cuerpo
y dejaban ilesas a las células normales. En
un estudio realizado en 2015 se administro
esta combinacion a ratones de 24 meses
(unos 70 anos en humanos) y se demostro
que tenian una mejor funcién cardiaca y
mayor elasticidad en vasos sanguineos (Zhu
y col., 2015). Estudios posteriores avalan
los resultados del Dasatinib+Quercetina
en diversas enfermedades y en parametros
relacionados con la edad, incrementando la
longevidad en ratones sin presentar signos
de enfermedad geriatrica (Steele, 2022).

El primer ensayo clinico en humanos se
publicé a principios del 2019, un pequeno
estudio de seguridad farmacolodgica
con solo 14 voluntarios, que utilizé el
D+Q en pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica. Los resultados fueron positivos,
los medicamentos parecian seguros e
incluso hubo una pequena mejoria en el
rendimiento fisico de los pacientes (Justice
y col., 2019; Steele, 2022). Este primer
ensayo en humanos de senoliticos, verifico
la viabilidad del reclutamiento de pacientes,
evaluaciones y métodos e indico su
potencial para ensayos clinicos indicando
que las intervenciones disenadas para
combatir a las células senescentes pueden
aliviar las consecuencias funcionales del
envejecimiento (Justice y col., 2019; Steele,
2022).

Asimismo, Hickson y col. (2019),
publicaron un reporte preliminar en
pacientes con enfermedad renal con

resultados positivos. Aunque promisorio,
el campo de esta combinacion es aun muy
nuevo. Teniendo que explorar los posibles
efectos adversos, dosis e intervalos de
administracion de los mismos (Hickson y
col., 2019).

Otra de las vias exploradas en el
combate a las células senescentes es la
inhibicién de la familia de proteinas pro-
supervivencia y antiapoptéticas, Bcl-2, dada
la necesidad de las células senescentes
de suprimir la apoptosis para sobrevivir
(Chang y col., 2016). El navitoclax, un
farmaco experimental contra el cancer es
un potente inhibidor de estas proteinas,
induce la apoptosis y posee potentes
efectos senoliticos en modelos animales
(Huang y col., 2022). Lamentablemente,
el uso del navitoclax en humanos ha sido
limitado, debido a efectos adversos como
la trombocitopenia (He y Sharpless, 2017).

Otros potenciales senoliticos son la
fisetina y la procianidina C1, flavonoides
encontrados en semillas de uvas, pero
también en fresas y cebollas. La fisetina
actua reduciendo los marcadores que hacen
que envejezcan las células de los tejidos,
previniendo el contagio entre las células
zombi y las sanas, especialmente en el
tejido adiposo. Al igual que la combinacion
D+Q, la fisetina mejora la disfuncion fisica
en modelos de raton progeroides asi como
en ratones viejos y puede formar parte de
esta generacion de senoliticos (Justice y
col., 2019).

El ginsendsido, un extracto del ginseng,
previene la senescencia de células de la
médula 6sea. El cardo mariano (Silybum
marianum) es una planta cuyas semillas
se han utilizado desde hace mas de 2.000
anos como hierba medicinal, principalmente
para el tratamiento de enfermedades del
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higado. El principio activo de la hierba es la
silimarina, el extracto de las semillas y las
flores del cardo mariano evitan la aparicion
de células senescentes en el higado y otros
organos como la piel (Huangy col., 2022).

Aunque algunos de estos compuestos son
medicamentos muy especificos, en concreto
los que se utilizan como terapia contra el
cancer, hay otros que podemos encontrar
en el herbolario. Las investigaciones estan
ahora orientadas a descubrir cual es la dosis
adecuada para que estas sustancias sean
efectivas.

Antes de ir a comprar en internet todos
estos compuestos y tomarlos por las
mananas, se debe saber que la administracion
cronica de estos compuestos no funciona tan
bien como cabria pensar. Curiosamente,
se ha comprobado que estos compuestos
senoliticos tienen mejores efectos cuando
se toman en dosis altas y poco frecuentes
(una vez al mes, por ejemplo), en lugar de
tomarlos todos los dias. Al parecer, estas
dosis elevadas inducen al organismo a hacer
“limpieza” y liberarse de las células zombi,
pero después es necesario un periodo de
descanso y adaptacion de dias o semanas
antes de volver a tomarlos.

Entre las drogas “senomorficas” (eliminan
el SASP), una de las mejores estudiadas es la
metformina, la cual reduce la incidencia de
enfermedades relacionadas con la edad y
expande el tiempo de vida en modelos como
el gusano Caenorhabditis elegans, ratones
y pacientes con diabetes tipo 2 (Soukas
y col., 2019). La metformina incrementa
la eficacia anticancer de inhibidores de
quinasas dependientes de ciclina (CDKs),
las cuales son enzimas que regulan
el correcto desarrollo del ciclo celular
mediante modulacién del SASP (Moiseeva y
col., 2013); asimismo inhibe la senescencia

endotelial inducida por glucosa, y dispara
la eliminacion de células senescentes
mediada por el sistema inmune (Menéndez
y col., 2011). Igualmente, se ha postulado
a la metformina como un posible agente
inductor de la autofagia.

Algunas hormonas también poseen
efectos senomorficos, por ejemplo, la
melatonina suprime la expresion de genes
de SASP, mejora la actividad de células
T senescentes, asi como la disfuncién
mitocondrial en un modelo de ratén con
senescencia acelerada (Yu y col., 2017).

Asi, la senolisis proporciona una
alternativa, aparte de cambios en el estilo
de vida o intervenciones farmacologicas, en
la terapia antiedad, para enlentecer el inicio
de la decrepitud inducida por la edad. Sin
embargo, muchos de estos compuestos no
han superado aun problemas tales como
estudios a largo plazo de intolerancia o
toxicidad, pero ofrece esperanzas para
revertir los efectos toxicos que resultan de
la acumulacion de la carga abrumadora
de células senescentes, durante nuestro
tiempo de vida.

Esta demostrado que la vejez esta
asociada a un declino fisiolégico que
finalmente conduce a la incapacitacion
del individuo y a un incremento en la
predisposicion a enfermedades. Gracias
a las inversiones millonarias que a nivel
mundial se estan realizando en este campo,
estamos cada vez mas cerca de conocer
los mecanismos celulares y fisiolégicos
que inciden sobre el envejecimiento y
las enfermedades asociadas, asi como
las posibilidades terapéuticas en cada
campo. En esta primera parte hemos
abordado el problema del acortamiento
de los telébmeros y la importancia de un
abordaje génico para combatirlo, asi como
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los mecanismos de senescencia celular,
sus efectos y consecuencias y nos hemos
introducido en los posibles farmacos para
combatirla.

En la segunda parte de esta revision nos
enfrentaremos a los problemas relacionados
con la autofagia y nos asomaremos a la,
cada vez mas desafiante posibilidad de
reprogramacion celular.
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El envejecimiento: ¢cPodemos frenarlo?
Autofagia/Nutricion. Reprogramacion Celular
Segunda Parte
Aging: éCan we stop it?
Autophagy/Nutrition. Cellular reprogramming
Second Part

MaRria DEL Rosario GARRIDO

Resumen

Como individuos, estamos sujetos a danos permanentes en las células y los tejidos. Muchos factores
contribuyen a esto, entre ellos, el deterioro propio de la madurez y el envejecimiento. La autofagia es un
proceso de reciclaje presente en todas las células que permite la degradacién dentro de los lisosomas
de componentes celulares danados o prescindibles. Ocurre naturalmente preservando a las células de la
acumulacion de toxinas, moléculas y organelos danados y ademas permite los procesos de desarrollo y
diferenciacion de los tejidos. Los sustratos reciclados generan ATP, lo que constituye una fuente alternativa de
energdia en situaciones de estrés. Alteraciones en el funcionamiento de la autofagia pueden desarrollar diversas
patologias, tales como el dano hepatico, el cancer y las enfermedades neurodegenerativas. A medida que
envejecemos experimentamos un incremento de las enfermedades. Se ha demostrado el papel relevante de la
dgenética gracias a la caracterizacion de muchos “loci” que influyen en los rasgos de envejecimiento, surgiendo
varias estrategias para atenuar los efectos fisioldgicos del mismo. En este contexto, la reprogramacion celular
mediada por el uso de factores de pluripotenciales ha demostrado ser capaz de revertir el fenotipo celular
envejecido. Mas aun, los protocolos de rejuvenecimiento por reprogramacion parcial han logrado revertir
la edad biolégica, medible por biomarcadores de gran precisién conocidos como relojes epigenéticos.

Palabras clave: Autofagia, reciclaje, mTOR, supervivencia celular, reprogramacién celular, epigenética,
envejecimiento, factores de Yamanaka

Abstract

As individuals, we are subject to permanent damage to cells and tissues. Many factors contribute to this,
including the deterioration of maturity and aging. Autophagy is a recycling process present in all cells
that allows the degradation of damaged or dispensable cellular components within lysosomes. It occurs
naturally, preserving cells from the accumulation of toxins, molecules, and damaged organelles, and allows
the development and differentiation processes of tissues. Recycled substrates generate ATP, which is an
alternative energy source in stressful situations. Alterations in the functioning of autophagy can develop
various pathologies, such as liver damage, cancer, and neurodegenerative diseases. As we age, we experience
an increase in diseases. The relevant role of genetics has been demonstrated thanks to the characterization
of many “loci” that influence aging traits, emerging several strategies to attenuate the physiological effects
of aging. In this context, cellular reprogramming mediated using pluripotency factors is capable of reversing
the aged cellular phenotype. Furthermore, rejuvenation protocols through partial reprogramming have
managed to reverse biological age, measurable by highly precise biomarkers known as epigenetic clocks.
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AUTOFAGIA/NUTRICION

El tema de la autofagia es tan relevante,
que nos ha dado dos premios Nobel. En
las imagenes tenemos al Dr. Christian de
Duve, quien recibi6 en 1974 el Premio
Nobel de Fisiologia o Medicina por descubrir
el lisosoma y el Dr. Yoshinori Ohsumi,
Premio Nobel de Fisiologia o Medicina del
ano 2016, otorgado por su trabajo de toda
una vida sobre la autofagia (Ohsumi, 2014;
Galluzzi y col., 2017).

2016 NOBEL PELAE IN
PHYSIOLOGY OFE MEDICINE

Yoshinori Ohsumi

A este respecto, nos viene a la memoria
las clases impartidas a los alumnos sobre
el sistema lisosomal, con la clasica imagen
de los lisosomas englobando y “comiendo”
organelos danados, restos vesiculares, etc.

Estas imagenes enlazan con el hoy,
tan de moda, “ayuno intermitente”, que
estamos usando para, como no, adelgazar,
sin saber muchas veces que estamos
usando el mismo concepto, ya que, al
prolongar el ayuno, forzamos a nuestro
cuerpo a usar las reservas que tiene, y eso
incluye “destruir” las cosas vigjas, para usar
los “ladrillos” en una nueva construccion.

El Dr. Christian de Duve acunoé el término
“autofagia” o “comerse a si mismo”. La
definicion cientifica original de autofagia
es la entrega de carga citoplasmatica al
lisosoma para su degradacion (Galluzzi y
col., 2017; Levine y Kroemer, 2019). La
autofagia se activa por el ayuno —o falta de
nutrientes- pero también por numerosas
situaciones de estrés celular (Maruzsy col.,
2019).

El individuo debe enfrentar
permanentemente danos a sus células
y tejidos. Cada una de las subunidades
celulares, subcelulares y supracelulares que
componen el organismo, sufre modificaciones
resultantes de dano enddégeno, como
modificaciones oxidativas de proteinas,
lipidos o acidos nucleicos, desnaturalizacion y
degradacion de macromoléculas con pérdida
de sus configuraciones nativas, o por un estrés
exogeno. El organismo posee mecanismos
para protegerse de las células danadas, ya sea
deshaciéndose de ellas o bien impidiendo
que se propaguen, de modo de evitar una
descendencia de células portadoras de
errores y mutaciones que podrian derivar
en estados patologicos (Costas y Rubio,
2017). Asi, para evitar la degeneracion, la
mayoria de los componentes celulares y de
los tipos celulares, debe ser continuamente
reciclada, o sea, deben sufrir destruccion
seguida de reemplazo sin errores (Daolin
y col., 2019).

Entre los mecanismos que suprimen la
existencia de células danadas, perjudiciales
para la salud o innecesarias para el
correcto funcionamiento de los aparatos
y sistemas, se encuentran la “apoptosis”,
y la “senescencia celular”. La autofagia es
un proceso alternativo de supervivencia
celular, el cual destruye partes de la célula
0 moléculas danadas para preservar su
vida (Costas y Rubio, 2017). Para ello,
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las células moribundas deben emitir
senales de “encuéntrame” que atraen a los
fagocitos; senales (unidas a membrana), de
“cdmeme”, que facilitan su reconocimiento
y englobamiento por fagocitos, asi como
senales antiinflamatorias que evitan una
reaccion exagerada y no deseada (Medina
y col., 2020). Un aclaramiento defectuoso
conduce a la acumulacion de células
muertas, vertido de su contenido en el tejido,
inflamacién y reacciones autoinmunes
(L6pez-Otin y Kroemer, 2021).

La autofagia puede ser concebida como
el mecanismo de reciclaje citoplasmatico
mas importante, y su estimulacion directa, ya
sea por manipulacion genética, restriccion
caldrica, ciclos de ayuno, dietas cetogénicas,
inhibicion de la senalizacion de insulina o
manipulacion farmacoldgica de sensores
de nutrientes, extiende la esperanza de vida
y el lapso de vida saludable en modelos
animales (Madeo y Bauer, 2019; Eisenberg
y col., 2009, 2016).

Miralos como crecen y
sus autofagosomas no

Mis autofagosomas ya
no estan para tanta

Ignacio Ramirez Pardo ® Pardo IR. 2017
Disponible: https://cuentamedeciencia.blogspot.com/2017/04/
que-es-la-autofagia

Adicionalmente, el incremento de la
autofagia, inducida farmacolégicamente,
puede retardar la manifestacion
de enfermedades que incluyen las
enfermedades mitocondriales hereditarias,

el sindrome metabdlico, la arterioesclerosis
y las enfermedades neurodegenerativas,
entre otras. De hecho, la autofagia protege
a las células de muerte prematura, reduce
la inflamacién y mejora la inmuno-
supervivencia ante el cancer (Lopez-Otin y
Kroemer, 2021).

La citoproteccion se obtiene por la
autofagia de las mitocondrias danadas, la
remocion de los agregados, potencialmente
toxicos, de proteinas mal plegadas y la
destruccion de proteinas pro-necroptoticas.
La inflamaciéon se reduce debido a que la
autofagia previene la liberacion de ADN de
micronucleos secuestrados en mitocondrias
permeables y reduce la abundancia de
componentes del inflamasoma (Lopez-Otin
y Kroemer, 2021). Se mencionan dos o tres
tipos de autofagia, segun el modelo de
entrega de la carga al lisosoma: la autofagia
mediada por proteinas chaperonas, la
macroautofagia y la microautofagia.

La macroautofagia es el principal
mecanismo catabodlico utilizado por las
células eucariotas para mantener la
homeostasis de los nutrientes y el control
de calidad de los organelos, esta mediada
por un grupo de genes evolutivamente
conservados, los genes relacionados con
la autofagia-ATG (Klionsky y col., 2003),
alrededor de 40 genes/proteinas ATGs
juegan papeles clave en la dinamica de
membranas autofagicas y sus procesos
(Galluzziy col., 2017; Dikic y Elazar, 2018).

La mitofagia, una forma de
macroautofagia que resulta fundamental
en la eliminaciéon de mitocondrias
disfuncionales y el mantenimiento del
namero adecuado de las mismas segun el
tipo de tejido y su funcién. La mitofagia es
un proceso importante en el desarrollo de
tumores (Jin y White, 2007) y enfermedades
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neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer y en el Parkinson donde se
acumulan mitocondrias disfuncionales por
fallas en dicho proceso (Kerr y col., 2017).
Mas aun, la activacion de la mitofagia por
precursores de la nicotinamida dinucle6tido
(NAD+), ha mostrado una mejoria en
modelos de envejecimiento vascular y
miopatias en roedores (Das y col., 2018)
y reduce el incremento de citocinas
inflamatorias relacionadas con los procesos
de envejecimiento en pacientes (Galluzzi y
col., 2017; Elhassan y col., 2019).

La microautofagia a su vez, desempena
un papel importante en la detoxificacion
de los tejidos. Varias enfermedades
neurodegenerativas asociadas a la edad,
como el Alzheimer, Parkinson o Huntington,
esclerosis lateral amiotrofica y demencia
frontotemporal son “proteinopatias”
caracterizadas por la acumulacién de
proteinas mal plegadas procesadas
incorrectamente o con pérdida de
funciones debido a modificaciones post-
traslacionales. Otras enfermedades como
la fibrosis quistica involucran acimulos de
moléculas no degradadas por la disfuncion
de la autofagia denominados agregosomas
(Luciani y col., 2010; Galluzzi y col.,
2017; Boland y col., 2018). Asimismo,
el deterioro de todos esos mecanismos
ha sido involucrado en la patogénesis
de enfermedades asociadas a la edad,
mientras que su restauracion esta siendo
explorada como posibles estrategias de
tratamiento (Boland y col., 2018).

Cuando se produce la autofagia, ademas
de eliminarse partes de la célula que no
sirven o que resultan perjudiciales para
Su sana supervivencia, los desechos
se aprovechan como metabolitos para
producir energia. En condiciones de estrés
por falta de nutrientes u oxigeno, algunas

células disparan el proceso de autofagia
sacrificando parte de si mismas para
producir energia y sobrevivir en condiciones
adversas (Costas y Rubio, 2017).

Mas alla de la supervivencia celular
especifica, la autofagia es necesaria para
la supervivencia de los mamiferos (Daolin
y col., 2019). Se ha demostrado que si se
eliminaba el gen Atg7 (Autophagy related
gene), en ratones en condiciones de ayuno,
los animales se morian poco tiempo
después de nacer. En animales adultos, la
supresion del mismo gen también resulta
letal. Tanto la degradacion de glucégeno
para producir glucosa, como el catabolismo
lipidico para la produccién de glicerol y
acidos grasos son ineficientes. Las reservas
se agotan rapidamente en un catabolismo
acelerado y, al no poder mantener los
niveles circulantes de glucosa, los animales
mueren rapidamente por hipoglucemia,
dano hepatico y neurodegeneracion (Guo
y White, 2016). Por lo tanto, la autofagia,
ademas de una respuesta al estrés,
es un proceso requerido normalmente
para mantener la homeostasis en el
metabolismo.

Hay varias estrategias terapéuticas para
incrementar y mejorar el reciclaje celular. La
primera, que mencionaremos ampliamente
en el punto siguiente, es reprogramar
células somaticas diferenciadas mediante
la expresion ciclica y transitoria de los
factores de transmisién de Yamanaka (Oct4,
Sox2, KIf4, and c-Myc) (Steele, 2022;
Lopez-Otin y Kroemer 2021). Esto reduce
la manifestacion de fenotipos asociados a
la edad, al favorecer, presumiblemente, el
reemplazo de células danadas o muertas
(Ocampo y col., 2016). En segundo lugar,
la muerte celular apoptoética inducida
preferencialmente en células senescentes,
las cuales se acumulan en tejidos envejecidos
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y necesitan ser reemplazados por células
funcionales, no senescentes, provenientes
de una proliferacion compensatoria (He y
Sharpless, 2017). Esta terapia “senolitica”
puede lograrse mediante la induccién
de “genes suicidas” bajo el control de
promotores inducibles (Baker y col.,
2011), o bien mediante el uso de “drogas
senoliticas” como el navitoclax (antagonista
de Bcl-2) y el Desatinib mas la Quercetina,
que “superan” la resistencia intrinseca de
las células senescentes (Aguayo-Mazzucato
y col., 2019; Hickson y col., 2019; Khosla
y col., 2020).

La tercera de estas terapias es la
induccion de la autofagia, ya que una
reduccion en la autofagia probablemente
es fundamental para el proceso del
envejecimiento. Mas aun, la obesidad, que
implica un exceso de nutrientes y hormonas
troficas, puede acelerar el envejecimientoy
la manifestacion precoz de enfermedades
relacionadas con la edad, en parte debido
a una inhibicion de la autofagia (Lopez-Otin
y col., 2013, 2016).

Dado que la restriccion caldrica
aumenta los niveles de autofagia, comer
sustancialmente menos podria ser una
estrategia para activar este proceso y
ralentizar el propio envejecimiento. Pero
seria aun mejor si encontramos una
forma de imitar los efectos de la dieta,
evitando la abstinencia. Los miméticos de
la restriccion calérica son farmacos que
activan mecanismos de la autofagia, sin
necesidad de comer menos (Steele, 2022).

La historia de los miméticos de la
restriccion caldrica se inicia en 1964, en la
isla chilena de Pascua o Rapa Nui en lengua
nativa. Una excursion canadiense llevé a
cabo una meticulosa toma de muestras
de suelo, una de las cuales fue enviada a

Canada y 4 anos después fue entregada
a un grupo de investigacion interesado
en encontrar nuevos medicamentos
producidos por bacterias. Una de las cepas
investigadas, Streptomyces hygroscopicus,
mostro eficacia contra Candida. Se aislo
la sustancia quimica responsable y la
denominaron “‘rapamicina”, en honor a
Rapa Nui (Lamming y col., 2013; Steele,
2022).

La rapamicina o sir6limus es un
macrolido que resulté ser mucho mas
que un antifingico, ya que investigaciones
posteriores demostraron que era un
poderoso supresor inmunitario y que
impedia que las células se multiplicaran.
Estas propiedades la hacian prometedora
en trasplantes y como posible tratamiento
contra el cancer. Sin embargo, anos de
investigacion no consiguieron formular un
farmaco prometedor y se cerr6 el programa
de investigacion en 1982. El cientifico
Suren Sehgal, cinco anos después volvio a
investigar la rapamicina y aunque hoy en dia
esta autorizada para esos usos, su mayor
contribucion a la salud humana podria ser
en la medicina contra el envejecimiento
(Lamming y col., 2013, Steele, 2022).

La rapamicina, interactaa con una
proteina a la que llamaron diana de la
rapamicina o mTOR, por sus siglas en
inglés (mammalian Target of Rapamycin).
La familia de proteinas TOR tiene funciones
pleiotropicas y participa en la regulacion
del inicio de la transcripcion del ARNm
y la traduccién a proteina en respuesta
a concentraciones intracelulares de
aminoacidos y otros nutrientes esenciales
(Rodriguez Pérez, 2011; Lamming y col.,
2013). mTOR detecta las concentraciones
de azucares, aminoacidos, oxigeno e
insulina y a partir de lo que encuentren dan
instrucciones a otras proteinas en la célula
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la polaridad celular y el
citoesqueleto (Rodriguez
Pérez, 2011).

La rapamicina bloquea la
forma mTORC1, de modo
que no puede indicar al
resto de la célula cuando
hay abundancia de
nutrientes enganando a
la célula, ralentizando el

crecimiento y promoviendo

laautofagia, con efectos muy

. similares a la restriccion
Organizacién

P caldrica. Harrison y col.,

4

La red de senalizacion mTOR consta de dos ramas principales, cada una mediada
por un mTORC. La via rapamicina sensible mTORC1 controla varios caminos que
colectivamente determinan la masa o tamano de la célula. mTORC1 y mTORC2
responden a factores de crecimiento (insulina / IGF), al estado energético de las
células, nutrientes (aminodcidos) y a estrés. RAPTOR (requlatory-associated protein of
mTOR), RICTOR (rapamycin-insensitive companion of mammalian target

of rapamycin) (Tomado de Costas y Rubio 2017)

(Costas y Rubio 2017; Steele, 2022).

Existen dos complejos que contienen
mTOR: el complejo sensible a rapamicina
(mTORCI1), que se define por su interaccion
con la proteina raptor (regulatory-associated
protein of mMTOR), y un complejo insensible
a rapamicina (MTORC2), que se define
por su interaccion con rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR). La
evidencia apoya la hip6tesis que mTOR es
la llave del catabolismo y anabolismo celular
que determina si las células, y en particular
las células cancerigenas, deben crecer y
proliferar. Ademas, mTOR tiene efectos en la
regulacion de la apoptosis (Costas y Rubio,
2017). La ruta raptor-mTOR (-mTORC1)
regula el crecimiento celular (acumulacion
de masa celular) y la proliferacion, responde
a nutrientes y a factores de crecimiento. El
complejo rictor-mTOR (mTORC2) controla

en 2009, demostraron que
la rapamicina funciona,
incluso en ratones vigjos,
con un incremento en lavida
promedio del 10%, pero su
efecto inmunosupresor,
incrementa el riesgo de
infecciones. Asimismo,
predispone a la diabetes, a problemas
de fertilidad y otros. Hay que aclarar, que
estos efectos secundarios se observan
con dosis de rapamicina mucho mayores
que las necesarias como medicacion
antienvejecimiento, contrariamente a lo que
cabria esperar, dosis bajas del compuesto
parecen mejorar el funcionamiento del
sistema inmune (Ehninger y col., 2014;
Steele, 2022).

Por otro lado, la capacidad de las células
para detectar nutrientes depende de una
cascada de senales bioquimicas que activa
la proteina mTOR. Es una via molecular
esencial, porque controla el crecimiento
de las células -y de todo el organismo-;
ademas, tiene un papel central en el
envejecimiento: si la via mTOR se bloquea,
el envejecimiento se frena. Pero esto solo se
ha demostrado en ratones jovenes y sanos.
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Enel Grupode Telomerosy Telomerasaque
dirige la espanola Maria Blasco en el Centro
Nacional de Investigaciones Oncologicas
(CNIO) (Madrid, Espana), descubrieron
de modo inesperado, que bloquear la
deteccion de nutrientes mediante el
tratamiento con rapamicina, efectivamente
retrasa el envejecimiento de los ratones
sanos, pero curiosamente, empeora las
enfermedades y la vejez prematura que
sufren los ratones con telémeros cortos.
Esto tiene implicaciones importantes en
el tratamiento de enfermedades asociadas
a telbmeros cortos, asi como en el caso
de enfermedades del envejecimiento que
también estan asociadas a teldmeros cortos
(Ferrara-Romeo y col., 2020).

Al evaluar si la rapamicina pudiera
alargar también la vida de los ratones
con telbmeros cortos, se observd que
ocurre lo contrario: envejecen hasta un
50% mas rapido. Este hallazgo basico ha
permitido establecer que, efectivamente
mMTOR es importante para la supervivencia
de ratones con teldbmeros cortos y que por
lo tanto su bloqueo es negativo (Ferrara-
Romeo y col., 2020). Pero ademas ello tiene
implicaciones clinicas. Los telébmeros cortos
se asocian o son la causa de los llamados
sindromes teloméricos, enfermedades como
la disqueratosis congénita, la anemia aplasica,
las fibrosis pulmonar y hepatica y otras
enfermedades degenerativas que hoy dia
apenas tienen tratamiento. El bloqueo de la
via mTOR con rapamicina se consideraba
una posible estrategia terapéutica contra
estas enfermedades, pero los resultados
del trabajo apuntan a que no funcionaria e
incluso podria ser pernicioso (Ferrara-Romeo
y col., 2020).

Otro hallazgo inesperado fue que en los
ratones con telébmeros cortos la via mTOR
esta sobreactivada, es decir, sus células son
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Activacion mTOR

La rapamicina inhibe la actividad de mTOR en muestras de
higado de ratones con telémeros largos, pero no en ratones
con telémeros cortos/CNIO. Tomado de: https://www.cnio.
es/noticias/publicaciones/la-rapamicina-tiene-efectos-
perjudiciales-cuando-los-telomeros-son-cortos/

mas sensibles de lo habitual a la presencia
de alimento. Esto ha sido interpretado como
que es precisamente la mayor capacidad
de deteccidon de nutrientes lo que permite
sobrevivir a estos ratones. De hecho, se
sabe que mTOR también esta sobreactivada
en algunos 6rganos de ratones de edad
avanzada, lo que podria indicar que este
es un fendmeno asociado no solo al
envejecimiento anormalmente acelerado,
sino al envejecimiento fisiologico natural
(Ferrara-Romeo y col., 2020).

En vista de lo anterior, se han buscado
activamente analogos de la rapamicina,
denominados rapalogs o rapalogues. Se
han desarrollado varios derivados de la
rapamicina con mejor farmacocinética,
entre ellos temsirolimus, everolimus,
ridaforolimus, 32-deoxo-rapamicina, y
zotarolimus. A pesar de los resultados
prometedores en modelos animales, los
rapalogs han decepcionado en los ensayos
en humanos (Lamming y col., 2013).
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El tratamiento crénico con rapamicina inhibe la
ruta de mTORy conlleva a una reduccion de cancer
y envejecimiento y un aumento de la longevidad.
Los ratones con teldbmeros cortos presentan una
hiperactivacion de la ruta mTOR como respuesta
endogena de supervivencia. La inhibicion de la
ruta mTOR en estos ratones es perjudicial para
ellos e induce un envejecimiento acelerado y
una reduccion de la longevidad/CNIT. Tomado
de: https://www.cnio.es/noticias/publicaciones/
la-rapamicina-tiene-efectos-perjudiciales-cuando-
los-telomeros-son-cortos/

Afortunadamente, existe un cierto
namero de compuestos, aprobados por la
Food and Drug Administration (FDA), que
reducen la actividad de mTORCI1. El mas
usado sin duda es la aspirina (Lamming
y col., 2013). Asi, se ha senalado que la
aspirina influencia la longevidad en ratones,
extendiendo el promedio de vida, aunque
no la longevidad maxima en ratones
macho (Strong y col., 2008); ademas, se
ha demostrado que disminuye tanto la
mortalidad por cancer como en general,
toda la mortalidad en humanos (Rothwell y
col., 2011). La cafeina es un débil inhibidor
de mTOR. En levaduras expuestas a cafeina,
la inhibicion de mTOR media una extension
de la vida media y es posible que la dosis
presente en el café pueda ser suficiente
para ejercer efectos en el ser humano
(Wanke y col., 2008; Lamming y col., 2013).

Recientemente se ha demostrado que
la metformina también regula a mTORC1
(Kalender y col., 2010; Lamming y col.,

2013). Esta droga, es la primera linea
del tratamiento para la diabetes tipo 2,
disminuye los niveles de glucosa en sangre,
inhibe la lipdlisis y disminuye los niveles
de acidos grasos libres, con pocos efectos
adversos. De modo interesante, un estudio
a largo plazo en humanos encontr6 que el
tratamiento con metformina en pacientes
con diabetes disminuyo la mortalidad por
todas las causas, incluyendo diabetes,
cancer e infarto al miocardio. Sin embargo,
un efecto de prolongacion de la vida en
humanos tiene aun que ser demostrado
(Lamming y col., 2013).

La espermidina pertenece a la familia
de las poliaminas, que son moléculas de
naturaleza policatiénica que interactuan
con moléculas cargadas negativamente
incluyendo el ADN, el ARN y los lipidos,
estando involucradas en procesos tales como
estabilidad del ADN, crecimiento celular,
proliferacion y muerte. Diversos estudios
han reportado efectos cardioprotectores,
neuroprotectores y promotores de la
longevidad de esta poliamida (Hofer y col.,
2021).

Se ha identificado como el principal
mecanismo de accion de la espermidina en
el aumento de la longevidad, a su posible
capacidad de inducir un incremento de la
autofagia (Eisenbergy col., 2009, 2016). La
espermidina afecta la acetilacion de muchas
proteinas, entre las cuales se encuentra una
gran proporcion en la red de proteinas de la
autofagia en humanos, asi como favorece la
desacetilacion en el citosol y la acetilacion
en el nucleo (Minois, 2014).

Ademas de su papel en la autofagia, se
encontré6 que esta poliamina suprime la
sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno y los niveles de muerte necrética
celular, disminuyendo el dano por estrés
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oxidativo en ratones viejos (Eisenbergy col.,
2009, 2016; Minois y col., 2011; Minois,
2014).

Es reconocido que los niveles de
poliamidas disminuyen con la edad
(Minois y col., 2011). Sin embargo, solo
recientemente se ha investigado el efecto
de las poliamidas, especialmente la
espermidina, sobre la edad. Pucciarelli y
col. (2012) observaron que la media de los
niveles de espermidina en humanos entre
60y 80 anos de edad estaba por debajo de
los humanos menores de 50, sin embargo,
en humanos con mas de 90 anos, los
niveles de espermidina eran similares a
la poblaciéon menor de los 50, sugiriendo
que mantener los niveles de espermidina
puede contribuir a la longevidad.

Los niveles de poliaminas pueden
incrementarse tanto en modelos animales
como en humanos mediante suplementos
alimenticios, ejemplos de alimentos ricos en
poliamidas son: salvado de arroz, pimiento
verde, brocoli, soja, champinones, naranjas
y té verde (Minois, 2011).

Asi, la evidencia creciente revela que
ciertos fitoquimicos poseen propiedades
potenciales de antienvejecimiento. Los
productos naturales en medicina y salud
han sido usados por cientos de anos y
productos naturales con propiedades
farmacolégicas han contribuido al
descubrimiento y desarrollo de nuevas
drogas (Mathur y Hoskins, 2017). Entre estos
productos provenientes de fuentes vegetales,
encontramos polifenoles, saponinas,
alcaloides y polisacaridos, reconocidos como
moléculas antiedad que pueden promover la
salud y extender el promedio de vida a través
de multiples mecanismos (Cheny col., 2022).
Las principales vias celulares que median
los efectos de los productos naturales que

prolongan la longevidad implican vias de
deteccion de nutrientes. Entre estas, las
vias SIRT/NAD+, AMPK, mTOR, p53 e IIS
(Gao y col., 2023).

Los polifenoles poseen propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas (Arora y col., 2020). Entre
los polifenoles, las clases principales son:
acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos
y lignanos. Los acidos fendlicos estan
presentes en frutas, vegetales, granos, café
y té.

Los flavonoides estan divididos en
varias clases segun su estructura, siendo
el mas conocido, la quercetina, un
potencial compuesto senolitico y que posee
ademas importantes propiedades como
antioxidante, ya que regula los niveles de
glutation e induce la expresion de enzimas
antioxidantes como la glutation peroxidasa,
la catalasa y la superdxido dismutasa
(Gao y col., 2023). Adicionalmente, se ha
demostrado que la quercetina promueve la
maduracion de los oocitos y el desarrollo
embrionario en modelos celulares in vitro
de humanos y ratones viejos, mediante
eliminacion de especies reactivas de
oxigeno mitocondriales, reduciendo la
apoptosis y mejorando la autofagia (Cao y
col., 2020).

La quercetina ha sido considerada
como un compuesto antienvejecimiento
por sus propiedades antiinflamatorias a
largo plazo, disminuyendo los niveles de
citocinas proinflamatorias en modelos de
cultivo celular (Kang y col., 2011, 2022; Cai
y col., 2021). Asimismo, la administracion
de quercetina a ratas diabéticas disminuy6
efectivamente los niveles de proteina C
reactiva sérica, el factor de necrosis tumoral
alfa, la glucosa sanguinea y las citocinas
inflamatorias (Hosseini y col., 2021).
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Otra flavona natural es la luteolina,
encontrada en las hojas de muchas
plantas medicinales y comestibles como
perejil, apio, brocoli, romero, cardamomo,
anis y diente de ledn (Jia y col., 2015).
Aunque la luteolina es un componente
minoritario en la alimentacion diaria posee
potentes propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes. Muy importante, la luteolina
puede prevenir o reducir la degradacion de
elastinay colageno inducidos por la radiacion
UV, y responsable del envejecimiento y
arrugas de la piel al reducir la liberacion
de citocinas como la IL-6, TNF-q, e IL-20 de
los queratinocitos y fibroblastos (Gaoy col.,
2023). Las principales fuentes naturales
de flavonoides son el té verde, las frutas
rojas y moradas, los vegetales, los granos
y el chocolate.

El resveratrol es un polifenol
ampliamente encontrado en alimentos y
bebidas consumidas diariamente como
uvas, mani, granadas, arandanos, cacao
y vino rojo. Diversos estudios muestran
que el resveratrol exhibe propiedades
farmacologicas tales como actividades
antiinflamatorias, antioxidantes,
antimicrobianos, inmunomoduladoras y
neuroprotectoras; mas aun, es capaz de
combatir enfermedades degenerativas
asociadas a la edad (Diepvens y col., 2007;
Perroney col., 2017; Santhiravel y col., 2022).
Se ha demostrado que un suplemento de
resveratrol extiende la vida media en el
Nothobranchius guentheri (Notho de cola
roja) un pequeno pez, que se ha constituido
en un nuevo modelo para estudios de
longevidad. El resveratrol incrementa las
actividades cognitivas y motoras y retrasa
la activacion de marcadores asociados
a senescencia, cuando son comparados
con el grupo control, sin afectar el tamano
corporal (Yuy Li, 2012). Considerando esas

multiples propiedades, es natural que se
difunden cada vez mas estudios sobre las
posibles aplicaciones del resveratrol como
un suplemento nutricional.

Las moléculas antienvejecimiento
presentes en productos naturales y el
sinergismo entre ellas, no estan completamente
dilucidados. Nos encontramos que todavia
hacen falta estudios epidemiolégicos bien
controlados y ensayos clinicos rigurosos
sobre los efectos antienvejecimiento de los
productos y suplementos alimenticios para
determinar las dosis, eficacia, seguridad y
tolerancia de estos productos (Gao y col.,
2023).

REPROGRAMACION CELULAR/EPIGENETICA

El envejecimiento puede ser definido
como un proceso complejo, dependiente
del tiempo y que afecta a multiples tejidos
y organos llevando a una reduccién
progresiva en la integridad fisiologica de
tejidos y 6rganos. Entender las causas de
la edad, ha sido un area de interés a través
de la historia humana.

La longevidad ha sido utilizada como
el criterio primario en muchos modelos
biolégicos de envejecimiento, sin embargo,
se deberia considerar este incremento
cuantitativo menos prioritario que un
incremento cualitativo. Por lo tanto,
aliviar las consecuencias inmediatas del
envejecimiento, el deterioro fisico, es el
objetivo mas destacado de los estudios
sobre el envejecimiento en humanos, asi la
expectativa de una vida sana o “lapso de
salud”, puede ser definido como el tiempo
en que un individuo es fisiolégicamente
competente y capaz de mantener la
homeostasis en respuesta a estresores
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externos, lo cual no necesariamente
es igual a “tiempo de vida” (Hansen y
Kennedy, 2016; Crimmins, 2015; Beyret y
col., 2018).

Durante los ultimos 30 anos la
investigacion sobre el envejecimiento
ha avanzado de modo importante y uno
de los puntos de interés reciente es la
llamada medicina regenerativa, la cual
cubre diversos aspectos de la regeneracion
celular. Entre ellos la terapia con células
madre, pero ¢{Que son las células
madre?

La mayoria de las células del cuerpo
humano son células diferenciadas,
especificas para cada tejido, poseen una
identidad y funcion especifica, que no
puede ser cambiada. Ellas seran células
musculares, neuronas, c€lulas de la piel etc.

A diferencia de las anteriores, las
células madre no estan diferenciadas,
lo que significa que no poseen una
identidad y funcion fija. Las células madre
se encuentran en todos los organismos
pluricelulares y tienen la capacidad
de dividirse a través de la mitosis y
diferenciarse en diversos tipos de células
especializadas, ademas de autorrenovarse
para producir mas células madre.

La tnica célula madre totipotencial,
O sea con capacidad de crecer y formar
un organismo completo, tanto los
componentes embrionarios como los
extraembrionarios (la placenta), o sea,
puede formar todos los tipos celulares,
es el cigoto. El desarrollo procede de un
estado de totipotencialidad caracteristico
del cigoto y blastobmeros durante los
primeros clivajes del embrion, hasta
células con un potencial restringido para el

desarrollo (Mitalipov y Wolf, 2009; Hanna y
col., 2010).

Las células madre embrionarias son
aquellas que forman parte de la masa celular
interna de un embrién de 4-5 dias de edad.
Estas son pluripotentes o pluripotenciales,
lo cual significa que pueden dar origen
a las tres capas germinales: ectodermo,
mesodermoy endodermo. Las células madre
multipotenciales son aquellas que solo
pueden generar células de su misma capa
o linaje de origen embrionario, un ejemplo:
las células madre hematopoyéticas, células
madre de la sangre que puede diferenciarse
en los multiples tipos celulares de la sangre
(Mitalipov y Wolf, 2009).

Algunas células madre tienen la
capacidad de dividirse asimétricamente en
un mecanismo que iguala la autorenovacion
y la diferenciacion mediante la produccion de
una célula madre y una c€lula diferenciada,
lo que permite el mantenimiento de
la poblacion de células madre (Inaba y
Yamashita, 2012). Consecuentemente,
el declino cualitativo y cuantitativo de la
funcion de las células madre durante la
vida, conocido como agotamiento de las
células madre, ha sido propuesto como
uno de los impulsores del envejecimiento
(Lopez-Otin y col., 2013).

Las células madre constituyen piezas
centrales de la medicina regenerativa,
que involucra el crecimiento de nuevas
células, tejidos y 6rganos para reemplazar
o reparar lo que esta deteriorado por
danos, enfermedad o edad, ya que ellas son
regenerativas y maleables. Asi, los fenotipos
asociados a la edad pueden ser restaurados
por la induccion del rejuvenecimiento de
las células madre in vivo (Rando y Chang,
2012).
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Aun asi, un cierto bombo publicitario
rodea a la terapia con células madre, lo que
hace que a menudo se malinterpreten sus
posibilidades. El término “células madre”
lo suelen utilizar charlatanes para atraer
pacientes a clinicas rimbombantes, donde
les aplican misteriosas soluciones para
“curar” todo tipo de dolencias (Steele,
2022).

Para entender el enorme y genuino
potencial de estas terapias es necesario
comprender que es esencial llevar las
células precisas, al lugar correcto y en el
momento adecuado. El proceso de pasar
de una célula madre a un tipo especifico
de célula se conoce como diferenciacion
(Steele, 2022).

Todos empezamos siendo un o6vulo
fecundado, la gran matriarca capaz de
formar todas las células de un bebé en
desarrollo. El cigoto es transcripcionalmente
inactivo y el desarrollo embrionario inicial
depende unicamente de factores maternos
como ARN y proteinas, proporcionadas
por el citoplasma del 6vulo que inicia
la primera division celular. El cigoto
se transforma en morula y después en
blastocisto mediante divisiones mitoticas,
antes de la implantacion. La masa celular
interna del blastocisto madura y da origen
a las tres capas germinales: el endodermo,
mesodermo y ectodermo, lo que quiere
decir que las células de la masa celular
interna se pueden diferenciar en todos
los tipos celulares del cuerpo humano
(Mitalipov y Wolf, 2009; Robinton y Daley,
2012; Wu e Izpistia Belmonte, 2016;
Zakrzewski y col., 2019). Esta capacidad,
altamente especializada, se conoce como
pluripotencialidad.

Pero esta pluripotencialidad es fugaz,
no pasa mucho tiempo antes de que todas

las células del embridén sean simplemente
multipotenciales. Con el tiempo, la mayoria
de las células llegan al final del camino,
el punado de células descendientes por
diferenciacion terminal son “células madre
adultas” (Mitalipov y Wolf 2009; Steele,
2022).

La primera categoria de terapia con
células madre es el trasplante de células
madre adultas de un individuo a otro o de
un individuo a si mismo. El mas comun
es el trasplante de médula 6sea. Las
células madre hematopoyéticas pueden ser
encontradas en la médula 6sea en el adulto,
asi como en la sangre del cordén umbilical
y son utilizadas para repoblar la médula
Osea y los globulos blancos en pacientes
con leucemia.

El problema es que estas células
solo pueden funcionar donde existe una
poblacion adecuada de células madre, lo
cual no sucede por ejemplo en cerebro o
corazon. El sequndo problema es el rechazo
inmunitario que puede incluso conducir a
la muerte (Yamanaka, 2020; Steele, 2022).

Una segunda opcién en este tipo
de terapias es el uso de células madre
embriénarias (CsME), estas células han
sido utilizadas en terapias celulares para
dolencias como la degeneracién macular
asociada a la edad (DMAE) o diabetes
tipo 1 (Yamanaka, 2020). Sin embargo,
respecto a su uso en clinica, se debe
considerar aspectos éticos, ya que estas
células provienen de embriones humanos
e igualmente el rechazo tras el trasplante
(Yamanaka, 2020).

Asi, muchos grupos han intentado
generar CSME humanas provenientes de
células somaticas del propio paciente
mediante transferencia nuclear. El origen
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de esta técnica viene de 1960, cuando
John Gurdon tom¢ el nacleo de una célula
de rana, que contiene el ADN, y lo coloco
en un 6vulo de rana al que previamente se
habia privado del nucleo. Los nucleos de
embriones jovenes transferidos a un 6vulo
podian convertirse en ranas adultas, pero
los nuicleos de ranas adultas fallaron en este
cometido (Steele, 2022; Karagiannis y col.,
2018, 2019; Yamanaka, 2020). Esta técnica
perfeccionada fue popularizada en 1996
para concebir a la que probablemente haya
sido la oveja mas famosa del mundo: Dolly,
el primer mamifero clonado (Campbell
y col., 1996). Sin embargo, y aunque
estudios cientificos reportan haber tenido
éxito en la produccion de CsME (Tachibana
y col., 2013), la generacion de estas c€lulas
es técnicamente desafiante (Karagiannis y
col., 2018, 2019).

Durante mucho tiempo se pens6 que el
proceso de desarrollo y diferenciacion era
unidireccional, desde el 6vulo fertilizado
hasta las distintas células del cuerpo. En
palabras del cientifico y divulgador Andrew
Steele, en retrospectiva, deberia haber sido
obvio que no es asi. Después de todo, el
milagro del embarazo requiere que dos
células adultas hiper-especializadas (un
ovulo y un espermatozoide) se fusionen y
al hacerlo den marcha atras al reloj para
ser de nuevo, un Ovulo fertilizado con
capacidad recuperada para convertirse
en cualquier célula del cuerpo humano
(Steele, 2022).

De las ranas de Gurdon, a la oveja de
Wilmut y Campbell, los investigadores
habian sospechado por largo tiempo, de
la existencia de factores misteriosos en las
células del 6vulo que pueden reprogramar
el nucleo de una célula adulta hasta llevarla
a un estado embrionario. Pero estos
factores permanecieron elusivos, hasta

que el cientifico japonés Shinya Yamanaka
inici6 su busqueda a final de los 1990 (Nair,
2012).

Yamanaka hipotetizdé que la
pluripotencialidad podria ser inducida en
células somaticas por factores definidos,
existentes en las células madre embrionarias
y comenz6 en su laboratorio la busqueda
de estos factores. De 24 factores iniciales, la
busqueda se redujo finalmente a 4: Oct3/4,
Sox2, KIf4 y cMyc, conocidos hoy en dia
como factores de Yamanaka, que fueron
capaces de inducir la pluripotencialidad
en fibroblastos fetales y adultos de ratéon
(Takahashi y Yamanaka, 2006; Takahashi
2014; Yamanaka, 2020).

Se designo a este nuevo tipo de célula
pluripotencial, como células pluripotenciales
inducidas o iPSCs (por sus siglas en
inglés: induced pluripotent stem cells). Las
células pluripotenciales inducidas humanas
(hiPSCs) fueron generadas en 2007 (Yu y
col., 2007; Tanabe y col., 2014; Takahashi,
2014; Yamanaka, 2020).

La induccion de células madre
pluripotenciles (iPSCs), inicié una era de
oro para la medicina regenerativa debido a
su capacidad de generar cualquier tipo de
célula del cuerpo (Takahashi y Yamanaka,
2006). Este descubrimiento cimenté el
concepto que la identidad celular es apenas
un estado y que puede ser modificado por
factores inductivos que sostienen el estado
de la célula deseada. La subsecuente
identificacion de una variedad de tales
factores permite la conversion directa de
células a estados diferenciados sin alcanzar
la pluripotencialidad. Aunque el uso de
esta tecnologia fue dirigido en un principio
a la generacion in vitro de células para
trasplantes, su aplicacion directa in vivo ha
sido recientemente explorada y algunos ya
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estan en ensayos clinicos (Robbins y col.,
2010; Gourroncy Klingelhutz, 2012; Beyret
y col., 2018).

La expectacion por la promesa de las
células inducidas es maxima, sin embargo,
hay muchos desafios que necesitan ser
cubiertos a fin de ofertar esta tecnologia
al mayor namero de pacientes. Los tres
grandes problemas por estudiar son la
tumorigenicidad, la inmunogenicidad y la
heterogeneidad (Yamanaka, 2020).

Una ventaja importante de la PSCs,
es su potencial de proliferacion infinita,
sin embargo, esta propiedad es una
espada de doble filo, ya que, si células no
diferenciadas o inmaduras son retenidas,
estas células continuan proliferando
después del trasplante, pudiendo resultar
en teratomas o tumores. Lo mismo podria
ocurrir si los factores de reprogramacion
permanecen activos en las células PS.
Asimismo, la tumorigenicidad puede ser
causada por mutaciones genéticas que
ocurran durante el cultivo de las células PSCs
(Yamanaka, 2020).

Por otro lado, el rechazo inmunitario
ha sido objetado en esta terapia celular;
las células procedentes del mismo
paciente proporcionan una oportunidad
sin precedentes para realizar trasplantes
autologos, sin embargo, se deben realizar
mas estudios en este campo. Por ultimo,
tenemos que considerar que cada linea
de PSC es diferente a otra en cuanto a
morfologia, curva de crecimiento, expresion
dgénica y propension a diferenciarse en
varios linajes, esta heterogeneidad constituye
un obstaculo, si las lineas de iPSC presentan
defectos en su diferenciacion. En palabras del
propio Yamanaka “Esta tecnologia es atin muy
joven, dentro de 10 anos, esperamos haber
creado un tratamiento efectivo, utilizando

células iPS paciente-especificas. Esperamos
también que esta tecnologia conduzca a
ensayos clinicos para enfermedades como
el Parkinson y la degeneracion macular”
(Yamanaka, 2020).

Pero la ciencia no se detiene, y el
descubrimiento de los factores de
Yamanaka ha abierto las vias a otros
modos de reprogramacion. A fin de evitar
los problemas mencionados anteriormente,
los cientificos han comprobado que la
reprogramacion parcial, mediante cortos
ciclos de expresion de los factores Oct4,
Sox2, KiIf4 y c-Myc (OSKM), mejoran las
“huellas” de la edad, tanto a nivel celular
como fisiolégico en modelos animales
(Ocampo y col., 2016).

Debemos considerar que las
aberraciones asociadas a la edad son
fundamentalmente el efecto de la entropia
que afecta universalmente a toda la materia.
Sujetos a la entropia toda la materia tiende
al desorden, sin embargo, los seres
vivos poseen una cualidad especial, la
habilidad de mantener activamente un
estado organizado. Desafortunadamente,
en esta lucha, los seres vivos terminan
perdiendo la batalla contra la entropia, el
orden biologico se deteriora gradualmente
manifestado como envejecimiento, y
finalmente colapsa produciéndose la
muerte (Beyret y col., 2018).

Ademas de los diversos factores que
afectan este proceso del envejecimiento,
incluidos los genéticos (mutaciones,
acortamiento de los telémeros) y los
metabdlicos (autofagia, senolisis),
recientemente la epigenética se ha
convertido en un tema central en el
proceso de envejecimiento mediante la
demostracion de que el perfil epigenético
cambia durante el mismo.
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Los primeros estudios en este campo
se remontan a la década de los 40, cuando
antes incluso de que se denominase como
tal, Conrad Waddington y Ernst Hadorn
comenzaron una amplia investigacion
centrada en la combinacion de la genética
con la biologia del desarrollo. A raiz de
este estudio Waddington, en 1942, fue
la primera persona en acunar el término
epigenética el cual deriva de la palabra
driega “epigénesis”, que originariamente
describia la influencia de los procesos
genéticos en el desarrollo (Waddington,
2012). Originalmente, el término
epigenética fue acunado para describir
los cambios hereditables, que no eran
mendelianos, pero, hoy en dia el término
ha evolucionado para referirse a toda la
informacion no genémica almacenada
en las células, incluida redes de genes,
estructura de la cromatina y modificaciones
post-translacionales de histonas (Kane y
Sinclair, 2019).

Segun el National Human Genome
Research Institute, la epigenética es un
campo de estudio centrado en los cambios
del ADN que no implican alteraciones de la
secuencia subyacente. Los nucle6tidos del
ADN y las proteinas que interactian con el
ADN pueden tener modificaciones quimicas
que cambian el nivel en el que los genes se
activan y desactivan. Ciertas modificaciones
epigenéticas se pueden transmitir de la
célula progenitora a la célula hija durante
la division celular o de una generacion a la
siguiente. El conjunto de todos los cambios
epigenéticos en un genoma se llama
epigenoma.

Parte de la informacion epigenética de
las células se pierde como consecuencia de
la reparacion de roturas en la doble cadena
del ADN, durante esa reparacion, diferentes
proteinas modificadoras de la cromatina

cambian de localizaciéon, desplazandose
donde el ADN esta danado y alterando con
ello la accesibilidad de la maquinaria de
expresion genética en las regiones afectadas
(Kane y Sinclair, 2019; Yang y col., 2023).

La organizaciéon gendmica esta
determinada por la compleja estructura de
la cromatina. Hay dos tipos de cromatina, la
eucromatina, que esta desenrollada y es
accesible y transcripcionalmente activa y la
heterocromatina, fuertemente enrollada
y transcripcionalmente silente (Wallrath,
1998; Grewal y Moazed, 2003). La unidad
basica es el nucleosoma, compuesto de
147 pares de bases enrolladas alrededor
de un octamero de proteinas denominadas
histonas (dos copias de H2A, H2B, H3 y
H4) (Lugery col., 1997a, b; Hansen, 2002).
Tanto las histonas como el ADN estan
sujetos a modificaciones quimicas que
afectan a la estructura de la cromatina y
finalmente a la expresion de los genes.

La informacion epigenética original
proviene de nuestros padres, pero puede
verse alterada en funcién de nuestros
habitos de vida, nuestra alimentacion,
nuestros sentimientos y pensamientos.
Todas estas interacciones van modificando
esta expresion génica, haciendo que se
“enciendan y apaguen” ciertos genes.
Muchos de ellos solo modifican sutilmente
nuestro organismo, pero otros pueden
llegar a tener una gran influencia en
nuestra salud y nuestra vida. Por ejemplo,
algunos cambios epigenéticos pueden
llegar a producir diferentes tipos de
cancer, enfermedades cardiovasculares,
neurologicas, reproductivas e inmunes
(Lehmanny col., 2019; Pany col., 2023; Yang
y col., 2023). Regulando la red epigenética,
hay factores que modifican a la cromatina,
incluyendo tanto al ADN, como enzimas
que modifican a las histonas, factores de
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transcripcion y los mas recientemente
identificados ARNs no codificantes (ARNNc).

La heterocromatina, transcripcionalmente
inactiva, esta caracterizada por la presencia
de la proteina de la heterocromatina 1 (HP1),
e histonas como la H1, la disminucién de la
acetilacion en las histonas y un incremento
en el marcador de histonas H3K9me3
(histona 3, tri-metilada en la lisina 9)
(Oberdoerffer y Sinclair, 2007; Tsurumi y
Li, 2012).

Conforme envejecemos y las células
se dirigen o entran en senescencia, estos
cambios incluyen una reduccion global de
la heterocromatina, con areas especificas
de la misma, conocidas como focos de
heterocromatina asociada a la senescencia
(senescent-associated heterochromatin
foci, SAHF), los cuales estan caracterizados
por un incremento de HP1, marcas de
H3K9me3, macroH2A entre otros (Narita y
col., 2006). Asimismo, se producen cambios
en el posicionamiento de los nucleosomas,
reduccion del corazén de histonas que
constituye el nucleosoma y reemplazo de
las histonas tradicionales por variantes
de las mismas, tales como H3.3 (Kane y
Sinclair, 2019). Marcas alteradas de las
histonas como la disminucién en las marcas
represivas de histonas y un incremento
en las marcas activas de histonas, la
hipometilacion global del ADN, cambios en
la abundancia de ARNnc y relocalizacion de
factores modificantes de la cromatina (Kane
y Sinclair, 2019).

Los estudios de Douet y col. (2017)
acerca de la pérdida de funcion genética en
el desarrollo, el cancer y la reprogramacion
de células somaticas han sugerido que el
grupo de variantes de histonas macroH2A
tienen una funcién importante en el
mantenimiento de la organizacion nuclear

y la arquitectura de la heterocromatina.
La pérdida de macroH2A conduce a
defectos importantes en la organizacion
nuclear, incluida una circularidad nuclear
reducida, alteraciéon de los nucléolos y
una pérdida global de heterocromatina
densa. Los dominios formados por
secuencias repetidas cuando se agota el
macroH2A se desorganizan, se expanden,
se fragmentan y se re-expresan levemente.
Adicionalmente, se requiere macroH2A
para la interaccion de secuencias repetidas
con la proteina nucleoestructural Lamin B1,
por lo que una funcion importante de las
variantes de histonas macroH2A es vincular
la composicion de los nucleosomas con
la arquitectura de la cromatina de orden
superior (Douet y col., 2017).

Mas aun, la elucidaciéon de los cambios
en el patron de la metilacion del ADN
relacionado con la edad ha acunado el
término “reloj de metilacion del ADN”
como un predictor preciso de la edad a
nivel molecular (Petkovich y col., 2017),
cambios en la estructura de la cromatina
estan correlacionados con los fenotipos
relacionados con la edad en especies que
van desde levaduras a humanos (Booth
y Brunet, 2016). Las consecuencias de
esos cambios epigenéticos incluyen un
incremento en la inestabilidad genémica
y distintos cambios en la expresion génica
con la edad (Sinclair y col., 1995,1998; Hu
y col., 2014).

El término epigenética hace referencia
al conjunto de elementos que regulan la
expresion de los genes sin modificar la
secuencia del ADN.

Siy como, los cambios en la metilacion
del ADN contribuyen al envejecimiento, es
objeto de una intensa investigacion, pero
poco se sabe al respecto (Pal y Tyler 2016).
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El National Human Genome Research Institute
(cuyas siglas son NHGRI, en espanol Instituto Nacional de
Investigacion del Genoma Humano) lanzé el programa
Genomics of Gene Regulation (GGR) a fin de descifrar
el lequaje de cdmo y cuando se encienden y apagan los genes.
Los investigadores buscan estudiar lared de genes y sus vias en
diferentes sistemas del cuerpo humano. Corazén de histonas
en torno a los cuales se enrolla el ADN. Se destacan en amarillo
las “marcas” de histonas. Imagen: Darryl Leja, National
Human Genome Research Institute (Www.genome.qov).

Por ejemplo, la pérdida de metilacion en los
promotores de la integrina alpha L (ITGAL)
y de la interleucina (IL)-17RC, conduce a
una respuesta autoinmune y contribuye a
la degeneracion macular (Wei y col., 2012;
Zhang y col., 2002), implicando que, al
menos en sitios especificos, existen efectos
patologicos de la reduccion de la metilacion
del ADN.

Un sitio CpG, es decir, una secuencia de nucleétidos " 5'-C-
fosfato—G—3"", indicado en una hebra de ADN (en amarillo).
En la hebra de ADN inversa (en azul), se muestra el sitio
5'-CpG-3' complementario. Se indica también (a la derecha)
un apareamiento de bases C-G entre las dos hebras de ADN,
que no se deben confundir con un sitio CpG (Tomado de
Wikipedia).

Mecanismos Epigenéticos

Cambios de la expresién de nuestro ADN sin que se modifique la secuencia genética

E pigenetics

[ onametnytaton |

P56

ot b okt

DNAMethylation

Transformando tu cuerpo y tu cerebro

www.banpro.es www.humaning.es

En humanos, la metilacién del ADN ocurre en residuos de
citosina, para formar la 5-metilcitosina. Las Islas CpG son
regiones donde existe una gran concentracién de pares de
citosina y guanina enlazados por fosfatos, la citosina en las
islas Cp@ estdn desmetilados si los genes estdn expresandose.
La presencia de muiltiples sitios metilados en las islas CpG
de promotores, causa el silenciamiento estable de genes.
Asimismo, los cambios en la metilacién son criticos para el
reclutamiento de enzimas modificadoras de histonas en sitios
especificos, esto es particularmente importante durante el
desarrollo, silenciando genes en tejidos donde su expresion
no es necesaria (Pal y Tyler, 2016).
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Con la edad, hay una reduccion global
en la heterocromatina, en particular,
en las regiones que son normalmente
heterocromaticas como los telomeros y
los pericentrémeros, los cuales se vuelven
mas eucromaticos en todos los organismos,
desde levaduras a los mamiferos (Sinclair y
col., 1995, 1998).

Durante el envejecimiento, las histonas
son modificadas post-transcripcionalmente
por una variedad de enzimas, promoviendo
o inhibiendo el reclutamiento de estos
complejos se efectiia el control de la expresion
de los genes (Lauberth y col., 2013; Pal y
Tyler, 2016). También facilitan la reparacion
del ADN, su replicacion y la condensacion de
la cromatina (Pal y Tyler, 2016). Las marcas
de histonas que estan asociadas con el
silenciamiento transcripcional y la formacion
de heterocromatina incluyen H3K9me3,
H3K27me3, H4K20me2 and H3K56ac. Por
el contrario, algunas marcas asociadas
a una transcripcion activa son H3K4me3
y H4K16ac. Conforme los organismos
envejecen, hay claros cambios tanto en los
patrones globales como especificos en las
marcas de histonas (Kane y Sinclair, 2019).

La funcion de cada tipo celular en el
cuerpo esta epigenéticamente programada
durante su ontogenia. La reprogramacion
celular consiste en restablecer las
llamadas marcas epigenéticas del
cuerpo. La reprogramacion epigenética
puede ser el “elixir de la vida” que
logre prolongar significativamente la
esperanza de vida humana y revertir el
envejecimiento. El investigador de Altos
Lab, el Dr. Izpisua Belmonte, advierte que
los ajustes epigenéticos no “haran que
vivamos para siempre”, pero podrian
retrasar nuestra fecha de caducidad. En su
opinién, no hay razén para pensar que no
podemos prolongar la vida humana entre

otros 30 y 50 anos, como minimo. De hecho,
el cientifico afirma: “Creo que el primer
nino que vivira hasta los 130 anos ya
esta entre nosotros. Estoy convencido
de que ya ha nacido” (Hayasaki, 2019).

Dado el poder de los 4 factores de
Yamanaka, épodemos usarlos para
resetear el viejo epigenoma?. De hecho,
la reprogramacion de células somaticas a
iPSCs, no solo revierte el reloj biologico, sino
también el reloj cronolégico, ya que remueve
las huellas de la edad. Esas observaciones
muestran que la identidad celular y la edad
no son puntos finales irreversibles sino
estados celulares dictados por el cédigo
epigenético en un momento dado, y que
este codigo puede ser reprogramado
(Kane y Sinclair, 2019; Beyret y col., 2018;
Chiavellini y col., 2021).

Dado que, se sabe que la reprogramacion
y subsecuente re-diferenciacion de las iPSCs,
requiere de multiples divisiones celulares y
conversion de identidad celular a través de
multiples estados de potencial neoplasico
tales como la formacion de teratomas, por
lo que esta tecnologia no puede ser aplicada
in vivotodavia. Este obstaculo parece poder
resolverse mediante el desarrollo de ciclos
parciales de reprogramacion. Una estrategia
basada en uso de ciclos multiples de
reprogramacion interrumpida en los cuales
la transcripcion de los genes OSKM se
enciende y se apaga brevemente mediante
promotores regulables. En cada ciclo, el
proceso parece borrar algunas marcas
epigenéticas de la edad, manteniendo, sin
embargo, las marcas epigenéticas de la
identidad celular (Lehmann y col., 2019;
Chiavellini y col., 2021).

Hasta el momento hay pocos estudios
documentados sobre la implementacion de
estos ciclos parciales de reprogramacion
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in vivo. El grupo de Izpisua Belmonte
demostré que la induccion ciclica de
OSKM en un modelo animal de ratones
transgénicos con el sindrome de progeria
de Hutchinson-Gilford, incrementoé la vida
media, revirti6 de modo significativo el
fenotipo asociado a la edad, con mejoras
significativas en la apariencia externa y
rejuvenecié parcialmente algunos tejidos,
aunque no rejuvenecio a los ratones en si
mismos (Ocampo y col., 2016).

En otro estudio, la reprogramacion
ciclica parcial en el hipocampo de ratones
de mediana edad revirtié parcialmente la
reduccion, dependiente de la edad, de la
trimetilacion en la histona H3K9 (H3K9me3).
El tratamiento increment6 los niveles de
células migratorias en el giro dentado,
pudiendo resultar en la supervivencia
neuronal de las neuronas durante su
maduracion y en mayor plasticidad en las
neuronas maduras. Asimismo, esos cambios
celulares fueron acompanados por una
mejoria en las pruebas de reconocimientos
de objetos (Rodriguez-Matellan y col., 2020).

En un tercer estudio, Lu y col. (2020),
utilizaron el ojo como modelo de tejido del
Sistema Nervioso Central y mostraron que,
la expresion de los genes Oct4, Sox2y Kif4
(OSK) (sin c-Myc), por cinco dias, en células
ganglionares retinales de raton rejuvenecio
los patrones de metilacion del ADN, restaur6
los patrones de metilacion del ADN, restauro
la densidad de los axones a nivel control,
promovio la regeneracion axonal tras injuria
y revertio la pérdida de vision tanto en un
modelo de glaucoma en ratones como en
ratones vigjos de 12 meses de edad (Lu y
col., 2020; Reddy y col., 2021).

La edad fue considerada por mucho
tiempo inmutable. En la década del 2000,
comenzaron a emerger las primeras

intervenciones para combatirla, primero en
organismos inferiores y después en ratones.
La restriccion calorica, pequenas moléculas
y la sobre-expresion de reguladores
epigenéticos como SIRT1, se han mostrado
efectivos para enlentecer e incluso revertir
los cambios epigenéticos y el declino
fisico durante la edad (Oberdoerffer y
Sinclair, 2007; Field y Adams, 2017). Una
nueva aproximacion, la reprogramacion
genética in vivo, es una nueva y promisoria
avenida que transitar, una vez soslayadas
las dificultades tecnologicas (Beyret y col.,
2018; Reddy y col., 2021).

‘Refrasando el reloj del envejecimiento

mediante la reprogramacion celular’ m
A

Entrevista a Juan Carlos Izpistia Belmonte. Disponible: https://
tecnologia.elbierzodigital.com/alargan-la-vida-ratones-gracias-
la-reprogramacion-celular/

Conclusiones

La esperanza de vida humana ha
incrementado mas de dos veces en el mundo
desarrollado en los dos siglos pasados,
resultando en un aumento dramatico en
la poblacién anciana. La edad avanzada
esta asociada a un declino fisiolégico que
finalmente conduce a la incapacitacion
del individuo y a un incremento en
la predisposicion a enfermedades. El
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envejecimiento es el factor de riesgo
mas importante para la mayoria de las
enfermedades croénicas. El hecho que
nuestra salud no esta siendo equiparable
con el incremento en la expectativa de
vida, resulta en mas tiempo de deficiencia
fisiologica en las sociedades que estan
envejeciendo, por lo que la investigacion
en este campo esta en expansion atrayendo
la atencion de la industria y grandes
inversores. Por lo tanto, es légico pensar en
que hay un gran interés socio economico,
médico y cientifico en encontrar estrategias
que conduzcan a una fisiologia 6ptima,
extendiendo “la vida saludable”

En este punto, se ha logrado un gran
progreso, sin embargo, no existe una
teoria unificada que pueda explicar el
proceso de envejecimiento y muchas
dudas permanecen abiertas, tanto a
nivel celular como de organismos. La
cuestion de, si es posible atacar el proceso
del envejecimiento en su nucleo, o, si
son necesarias una combinacion de
aproximaciones, permanece para ser
resuelta en un futuro, que esperamos
proximo.
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Dermatoscopia ungueal y la biopsia excisional
en la caracterizacion de la Melanoniquia:
un analisis morfométrico

Nail dermoscopy and excisional biopsy in the characterization of
Melanonychia: a morphometric analysis
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Resumen

La pigmentacién de la lamina ungueal ha sido descrita con el término melanoniquia que, en la mayoria
de los casos, se manifiesta como un conjunto de bandas longitudinales hiperpigmentadas con caracter de
variabilidad morfolégica; una variabilidad hasta ahora poco analizada. En el presente trabajo se caracterizé
la melanoniquia de lesién asintomatica pigmentada subungueal en hallux izquierdo, de 10 anos de evolucion.
Se hizo uso de la dermatoscopia ungueal y de la biopsia excisional pre e intraoperatoria. Los datos fueron
analizados por densitometria de las bandas longitudinales y la morfometria de la histopatologia ungueal,
acompanado de su respectivo tratamiento estadistico. Los resultados muestran un patrén longitudinal
atipico de 9 bandas pigmentadas, con un gradiente de valores medios de densidad colorimétrica, en
unidades de pixeles/mm?, equivalentes a 136 * 5,6 de grises oscuros, 157 * 4,5 de negros y 130 *
5,6 de grises claros. El borde libre presenté pigmentacién tnicamente de las capas inferiores. El tejido
ungueal presenté una aglutinacién asimétrica de la melanina cuyo indice de circularidad estimado fue
de 72,50 = 11.97 %. Se concluye que con el uso de la dermatoscopia ungueal y de la biopsia excisional,
acompanadas de técnicas de andlisis de imagenes digitales por morfometria, se podrian generar parametros
tales como, el indice de densidad colorimetria de las bandas longitudinales, asi como el indice de
aglutinacién de la melanina ungueal que, pudieran a su vez ser interpretados como indices predictivos en
la evolucién de un posible proceso tumoral en una melanoniquia de alto grado de sospecha de malignidad.

Palabras clave: Melanoniquia, dermatoscopia, biopsia excisional, densitometria, morfometria, analisis de imagen

Abstract

The pigmentation of the nail plate has been described with the term melanonychia, which, in most cases,
manifests itself as a set of hyperpigmented longitudinal bands with a character of morphological variability, a
variability little analyzed until now. In the present work, melanonychia was characterized as an asymptomatic
subungual pigmented lesion in the left hallux with a history of 10 years. Nail dermoscopy and pre and
intraoperative excisional biopsy were used. The data were analyzed by densitometry of longitudinal bands
and morphometry of nail histopathology, accompanied by their respective statistical treatment. The results
show an atypical longitudinal pattern of 9 pigmented bands, with a gradient of average colorimetric density
values in units of pixels/mm?, equivalent to 136 + 5.6 dark grays, 157 + 4.5 blacks, and 130 = 5.6 light
grays. The free edge showed pigmentation only in the lower layers. The nail tissue presented an asymmetric
agglutination of melanin, whose estimated circularity index was 72.50 = 11.97%. It is concluded that with
the use of nail dermoscopy and excisional biopsy, accompanied by digital image analysis techniques
by morphometry, parameters such as the colorimetric density index of the longitudinal bands and the
aggdlutination index of nails could be generated nail melanin, that could be interpreted as predictive indices in
the evolution of a possible tumor process in a melanonychia with a high degree of suspicion of malignancy.

Keywords: Melanonychia, dermoscopy, excisional biopsy, densitometry, morphometry, image analysis
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DERMATOSCOPIA UNGUEAL Y LA BIOPSIA EXCISIONAL EN LA CARACTERIZACION DE LA MELANONIQUIA

Introduccion

La pigmentacion de la lamina ungueal ha
sido descrita con el término melanoniquia
que, en la mayoria de los casos, se manifiesta
como un conjunto de bandas longitudinales
hiperpigmentadas de tonalidades negra,
marrén y dgris, secundarias al depdsito
de melanina en la lamina ungueal y que
le confiere el caracter de variabilidad
morfoloégica; una variabilidad hasta el
presente poco analizada. El pigmento
puede proceder de fuentes exdgenas
o enddgenas y abarcar toda la lamina
ungueal, o con mayor frecuencia aparecer
como bandas longitudinales. La variabilidad
morfologica se expresa a través del numero
de bandas, de su color e intensidad, asi
como por las caracteristicas del borde;
dgeneralmente asociadas con alteraciones
de la lamina ungueal (Singal y Bisherwal,
2020). Dicha variabilidad ha preocupado a
los dermatoélogos y patélogos ya que, ha
de ser considerada al definir un adecuado
protocolo clinico de intervencion que
aminore el riesgo de generar una distrofia
residual, de lo cual dependera la obtencion
de un diagnéstico no erréneo (Alessandrin
y col., 2021). La presentacion clinica mas
comun de la melanoniquia es la estriacion
longitudinal, con una heterogeneidad
que, hasta donde se conoce, ha sido poco
analizada, ya que su etiologia ha sido
dificil de precisar debido a la variabilidad
anatomica de la hiperpigmentacion. Es
por ello que, particularmente en adultos,
cuando la pigmentacion se localiza en un
solo hallux, el examen histopatologico y la
biopsia, siguen representando el estandar
de oro para un diagndstico definitivo
(Baran,1993). La melanoniquia puede ser
un signo temprano de melanoma ungueal,
por lo cual el abordaje adecuado es de gran

relevancia. Auxiliares diagnosticos como la
dermatoscopia y el estudio histopatologico
son utiles para precisar la etiologia y
definir el tratamiento. En tal sentido, la
dermatoscopia ungueal se ha destacado
como una técnica de utilidad en el estudio
de las melanoniquia longitudinales ya
que facilita la identificacion de los signos
clinicos que pueden ser orientadores sobre
el grado de compromiso que, para la salud
presenta una determinada melanoniquia
(Starace y col., 2019). La dermatoscopia
ungueal intraoperatoria, realizada una
vez que se retira la placa ungueal, puede,
ademas, mejorar la precision para localizar
el origen de la hiperpigmentacion que, en
la mayoria de los casos ha sido tipificado
como precursor de melanoma (Flores-Terry
y col., 2018). Por ello, para un adecuado
abordaje clinico de esta patologia, que
incluya un protocolo de caracterizacion de
la melanoniquia y que permita inferir, a nivel
celular, sobre la posible activacion o no de
la poblacion de melanocitos de la placa
ungueal, resulta relevante. Esto pudiera
contribuir a establecer, en el sujeto de
estudio, la diferencia entre la pigmentacion
melanocitica de la no melanocitica. Por
otra parte, resulta prioritario también una
apropiada técnica para la obtencion de
la biopsia, pensada en funcién del alto
grado de sospecha, siempre presente en el
médico tratante, de una patogenia tumoral
(Tan y col., 2007; Goktay y col., 2015;
Perrin y col., 1997). En el presente trabajo
se caracterizé la melanoniquia de lesion
asintomatica pigmentada subungueal en
hallux izquierdo de 10 anos de evolucion,
haciendo uso de la dermatoscopia ungueal
y de biopsia excisional pre e intraoperatoria,
acompanado de un analisis densitométrico
y morfometria de la histopatologia ungueal,
con su respectivo tratamiento estadistico.
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Materiales y Métodos
MUESTRA

La muestra consistié en una lesion
ungueal pigmentada asintomatica ubicada
en hallux izquierdo, proveniente de
paciente masculino de 34 anos, de 10
anos de evolucion, con signo de Hutchinson
negativo que se infiere por la ausencia de
extension del pigmento melanico hacia
la piel adyacente a la lamina ungueal. No
se conocieron antecedentes patologicos,
ni sospecha debatida entre un nevus
displasico subungueal vs. un melanoma
maligno.

DERMATOSCOPIA DE LA LAMINA UNGUEAL

La dermatoscopia fue realizada sobre
el area pigmentada de la lamina ungueal,
colocando el dermatoscopio sobre toda la
porcion visible de la unidad ungueal. Se
utilizo la tecnologia de luz polarizada, con
inmersion en gel como una condicion pre
e intraoperatoria. El gel es fundamental
ya que aumenta la visibilidad a través
de la placa ungueal. Bajo la condicion
preoperatoria, se hizo énfasis en la
observacion del tipo de borde y de las
caracteristicas de la matriz ungueal. Bajo
la condicién intraoperatoria, se hizo énfasis
en las observaciones de la asimetria y
las tonalidades de la pigmentacion. Se
realizaron las observaciones respectivas
sobre la intensidad de tonalidades de las
bandas de color marrén oscuro, negro y
marron claro. Todas las imagenes obtenidas
fueron sometidas al respectivo analisis cuali
y cuantitativo.

BIOPSIA EXCISIONAL

La biopsia excisional de la lesion ungueal
fue realizada en dos tiempos operatorios.
En un primer tiempo intraoperatoria,

fue realizada considerando margenes
minimos de escision, exponiendo la
matriz ungueal y poniendo en evidencia el
patron de pigmentacion. En un segundo
tiempo operatorio, se ampliaron margenes
oncologicos, de 5 mm fuera del aparato
ungueal, realizando la diseccion hasta la
estructura 60sea, sin incluirla y preservando
la funcionalidad estructural. Las biopsias
de margenes minimo junto con la lamina
ungueal fueron procesadas para el
respectivo estudio histopatologico.

ANALISIS CUANTITATIVO

Para el analisis morfométrico de las
imagenes obtenidas de la dermatoscopia,
se hizo uso del programa ImagedJ Fiji de
analisis de imagen. ImagedJ es un programa
informatico de tratamiento digital de
imagen, orientado principalmente hacia
el ambito de las ciencias de la salud. Se
trata de un software de dominio publico
y de codigo abierto desarrollado en
lenguaje Java en las instituciones del
National Institutes of Health de Estados
Unidos. Incluye potentes herramientas
para editar, procesar y analizar imagenes
de casi cualquier tipo y formato. En esta
oportunidad se hizo uso del “plugin” Gel.
Se realizoé una seleccion de las bandas
ubicadas dentro de un area de trabajo de
100 mm? acompanado por el programa de
analisis estadistico y graficacion GraphPad
Prims. 8.0.2 (263).

Resultados

Se muestra la lesion pigmentada en
hallux izquierdo, adquirida a través de
la dermatoscopia de la lamina ungueal
preoperatoria con su caracteristica de
bandas longitudinales y de colorimétrica
variable (Figura 1A). A un mayor aumento
(Figura 1B), se destaca la coloracion de
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A B)

Figura 1. (A) Lesién pigmentada subungueal en hallux izquierdo resultado del examen
fisico. (B) A mayor aumento, se destaca el atipico patrén longitudinal de bandas pigmentadas,
de densidad variable, algunas bandas con bordes difusos de color marrén oscuro, negro
azulado y marrén claro, con disrupcién del paralelismo. En el borde libre presenta

pigmentacion tinicamente de las capas inferiores)

las bandas longitudinales ubicadas por
debajo de la queratina o en la plataforma
subungueal y con un gradiente de
tonalidades marrones claros, oscuros y
grises azulado, con bordes difusos y de
variable espaciamientos entre ellas.

El proceso de segmentacion y aplicacion
de filtros, sobre la imagen a mayor aumento
de la melanoniquia (Figura 2A), para la
obtencién de una imagen binaria a partir de
la transformacion de la imagen original en
una imagen en escalas de grises (Figura 2B),
permitioé registrar un patréon longitudinal
atipico de 9 bandas, con bandas de grises
variable, correspondiente a cada uno de
las tonalidades originales que, arrojo un
gradiente de valores medios, maximos
y minimos, respectivamente (Figura 2C),
que se tradujo en densidades media de
grises oscuros, 136 * 5,6, negros 157 *=
4,5y grises claros 130 * 5,6, pixeles/mm?,
respectivamente (Figura 2D).

Por su parte, el analisis histopatolégico
reporté una distribuciéon asimétrica
del pigmento melanico intraepitelial,
probablemente provenientes de abundantes
melanocitos dendriticos intraepidérmicos,

asi como melanocitos
basales atipicos,
algunos presentes en el
1/3 medioy superior del
epitelio, no definidos
por la coloraciéon de
H&E (Figura 3A). La
morfometria, con la
intervencién de la
imagen digital, con filtro
morfoldogico (Figura
3B), permitio diferenciar
los conglomerados de
pigmentos de melanina
como particulas en
donde la relacién area/
perimetro (Figura 3C), permitié definir un
indice de circularidad de 0,7250 * 0,1197
(Figura 3D).

Discusion

Los resultados obtenidos fortalecen la
premisa de que, para la caracterizacion de
las melanoniquias, sobre todo en aquellos
casos con una alta sospecha de posible
lesion melanémica, se deben aplicar dos
procedimientos prioritarios. El primero de
ellos, la dermatoscopia continta, siendo
esta, una herramienta de rutina en la
evaluacion de las mismas y el sequndo,
la biopsia del tejido ungueal usada para
el analisis histopatolégico de dicho tejido
(Fernandez-Horcajuelo y col., 2021; Cohen
y col., 2008. En cuanto a la dermatoscopia
ungueal cabe destacar que la misma, es
atil en el estudio de las melanoniquias
longitudinales y facilita la identificacion de
los signos clinicos de alarma. Cuando se
realiza intraoperatoria, una vez retirada la
placa ungueal, puede ademas mejorar la
precision en la localizacion del origen de
la pigmentacioén (Perrin y col., 2018; Braun
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Figura 2. Andlisis densitométrico de la melanoniquia en la ldmina ungueal. A) Dermatoscopia. Imagen
original. B) Transformacién blanco y negro de la imagen original y delimitacién de bandas en un total
de 9 bandas longitudinales atipicas en un drea de superficie equivalente a cantidad de pixeles/mm?. Cy
D) cuantificacién del histograma de densidad. Se destacan los valores medios de grises oscuros G (0s),

negros (N) y grises claros G (cla)

y col., 2006). En el presente estudio fue
ejecutada bajo una dinamica de distintos
tiempos operatorios. En cuanto a la biopsia
del tejido ungueal, vale decir que resulta
relevante ya que permite descartar si la
lesion de la lamina ungueal corresponde
a un melanoma subungueal (Jelli-nek,
2007; Martin, 2013). Al respecto, hay
que considerar que la gran mayoria de
las lesiones melanociticas se asientan en
la matriz ungueal, por lo que es preciso
incluir la biopsia en casi todos los casos.
Sin embargo, puesto que la mayoria de
las lesiones aparecen en la matriz distal,
podria no ser necesario considerarla
asegurando asi la disminucion del riesgo
de distrofia (Jellinek, 2007; Martin, 2013).
Existen muchas otras técnicas que podrian
también ser utilizadas, sin embargo, su

adecuada seleccion debe tomar en cuenta,
tanto la necesidad de obtener una muestra
rentable para su estudio, asi como el grado
de su dificultad técnica, salvaguardando
asi la reduccion del riesgo de distrofia
ungueal residual (Jellinek, 2007; Martin,
2013). En la presente investigacion,
ambos procedimientos se mostraron
fortalecidos por el acompanamiento de
estrategias analiticas trasversales, como la
densitometria de las imagenes obtenidas
de la dermatoscopia, asi como de la
morfometria histolégica obtenida de la
biopsia; lo cual, luego de un protocolo de
segmentacion de las areas de interés sobre
las imagenes y la aplicacion de filtros, se
pudo realizar la cuanti-ficacion de variables
como la densidad de la coloracion de
las respectivas bandas longitudinales de
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Figura 3. Cortes histolégicos H&H. Zonas de proliferacién melanocitica (A). Pigmentos
meldnicos intraepiteliales de mayor tamarno en imagen transformada (B). Cuantificacién de
los pardmetros morfométricos (C). indice de Circularidad (IC). Relacién Area/Perimetro de los

agregados de melanina. C=4wA/P

la melanoniquia, asi como el indice de
circularidad (IC) de los conglomerados de
melanina. Cabe destacar que los melanocitos
ungueales basales y supra basales, son
escasamente visibles bajo el contraste de
la tincion H&H (Levit y col., 2000; Phan y
col., 2006); sin embargo, estimar la formay
densidad de los precipitados del colorante,
como los registrados en los cortes de la
biopsia analizada, podria ser considerado
como una estrategia metodologica para
generar descriptores de la forma y del
crecimiento de los conglomerados de
melanina, considerados finalmente
como posibles factores morfolégicos
predictivo de la proliferacion melanocitica;
a mayor concentracibn mayor presencia
de melanina. Una herramienta morfolégica
alternativa, ante la ausencia de marcadores
mas especifico para la visualizacién de
la variabilidad del dano tisular en la
melanoniquia. De lo expuesto, resulta
obvio que de los resultados se infiere

una expresion diferencial de melanina
que define las distintas tonalidades de las
bandas longitudinalidad de plataforma
ungueal; muy probablemente vinculada con
una activacion diferencial en la produccion
de melanina, como ha sido expresado por
otros autores (Piraccin y col., 2015). Dicho
planteamiento, concuerda con lo que en
los dltimos anos se ha expresado sobre
un patréon anatémico de distribucion de la
poblacion de melanocitos de la plataforma
ungueal, en donde los ubicados en la
matriz ungueal proximal presentan una
alta afinidad por la tirosinasa y los ubicados
en la matriz distal, presentan una alta
afinidad por sus antagonistas (Escutiy col.,
2013; Zhangy col., 2021). Si bien nuestros
resultados no aportan datos concernientes
al tipo de proceso bioquimico vinculado
con la activacion o no del proceso de la
sintesis de la melanina, resulta evidente
que hay regiones ungueales con una
alta actividad de melatonina, asi como
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compartimentos con una baja, mediana
o0 nula presencia de melatonina, lo que
nos estaria dando pautas sobre la posible
etiologia de la melanoniquia, hasta el
momento poco entendida. De manera que
resulta prioritario ampliar el uso de técnicas
de mayor resolucion para identificar las
caracteristicas celulares y moleculares
del gradiente definido con el analisis
digital de dermatoscopia. Finalmente, la
presente investigacion estuvo guiada por
una seria de pasos coherente como los
establecidos por otros investigadores que
claman por la necesidad de algoritmos
que permitan caminar con pasos firmes
en el abordaje de las patologias tumorales
como los melanomas. Dentro de los
posibles algoritmos a ser construidos para
la caracterizacion de la melanoniquia,
se recomendaria incluir, ademas de los
procedimientos convencionales como la
dermatoscopia y la biopsia excisional,
el uso de la herramienta del analisis de
imagenes digitales que, permitiria generar
parametros morfométricos con caracter
de factores predictivos de la evolucion
de un posible proceso tumoral en una
melanoniquia de alto grado de sospecha
de malignidad.
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Comparative study of the enzymatic activities of Bothrops colombiensis
snake venom from three geographical regions in Venezuela
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Resumen

Bothrops colombiensis es una especie de serpiente venenosa de importancia médica en Venezuela. El
envenenamiento por esta especie implica el desarrollo de coagulopatias, miotoxicidad y hemorragias,
consecuencia de la presencia en sus venenos de una mezcla de enzimas hidroliticas como fosfolipasas A,, serino
y metaloproteasas. Sin embargo, estudios previos han demostrado una importante variabilidad bioquimica, inter e
intraespecie entre los venenos de serpiente, factor asociado a las caracteristicas ontogenéticasy a la localizacion
geografica de los ejemplares, siendo necesaria su caracterizacion. Este estudio evalué comparativamente
los venenos de especimenes de B. colombiensis, colectados en Barlovento, Maracay y Paracotos, mediante
el andlisis de sus perfiles electroforéticos y sus actividades: procoagulante, hemolitica indirecta y proteolitica
sobre fibrindgeno, BAEE (N-benzoil-L-arginina etil éster) y gelatina, ademas del reconocimiento antigénico
por el antiveneno comercial venezolano empleando el método de Ouchterlony. Los resultados evidenciaron
una importante variabilidad intraespecie, la cual se relacion6 a los constituyentes mas relevantes del género
Bothrops (proteasas y fosfolipasas A,) y fue mas marcada entre los venenos de las regiones mas cercanas. El
ensayo de Ouchterlony mostré en todos los casos reactividad inmunolégica cruzada, aunque con variaciones
en los perfiles de reconocimiento. Los datos obtenidos permitirdn ampliar la informacién disponible en la
literatura sobre la variabilidad geografica de los venenos de la especie B. colombiensis, aspecto de relevancia
para la comprension y el manejo de sus envenenamientos e incluso la produccién de antivenenos, al contribuir
con la seleccién controlada de los venenos que constituiran los in6culos de produccién y venenos de referencia.

Palabras clave: Bothrops colombiensis, variabilidad intraespecie, actividades enzimaticas, antiveneno

Abstract

Bothrops colombiensis is a species of venomous snake of medical importance in Venezuela. Envenomation by this
species involves the development of coagulopathies, myotoxicity and hemorrhages, a consequence of the presence
in its venoms of a mixture of hydrolytic enzymes such as phospholipases A,, serine and metalloproteases.
However, previous studies have demonstrated an important biochemical inter and intraspecies variability
among snake venoms, a factor associated with the ontogenetic characteristics and the geographical location of
the specimens, making their characterization necessary. This study comparatively evaluated the venoms of B.
colombiensis specimens, collected in Barlovento, Maracay and Paracotos, analyzing their electrophoretic profiles
and their activities: procoagulant, indirect hemolytic and proteolytic on fibrinogen, BAEE (N-benzoyl-L-arginine
ethyl ester) and gelatin, in addition to the antigenic recognition by the Venezuelan commercial antivenom using
the Ouchterlony assay. The results showed an important intraspecies variability related to the most relevant
constituents of the genus Bothrops (proteases and phospholipases A,) and were more marked among the venoms
from the closest regions. The Ouchterlony assay showed immunological cross-reactivity in all cases, although
with variations in the recognition profiles. The data obtained will allow expanding the information available in the
literature on the geographical variability of the venoms of the B. colombiensis species, an aspect of relevance
for the knowledge and management of its envenomation and even the production of antivenoms, by contributing
to the controlled selection of the venoms that will constitute the production inoculums and reference venoms.

Keywords: Bothrops colombiensis, intraspecies variability, enzymatic activities, antivenom
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL VENENO DE BOTHROPS COLOMBIENSIS EN TRES REGIONES DE VENEZUELA

Introduccion

El envenenamiento por mordedura
de serpiente es considerado un riesgo
de salud ocupacional, asi como una
enfermedad tropical desatendida, que
afecta principalmente trabajadores agricolas
de areas rurales en paises en desarrollo
(Rengifo y col., 2019). En Venezuela, se
reconoce una incidencia anual de 5700
casos (De Sousay col., 2013) y se considera
que el 90% de estos son originados por
serpientes del género Bothrops. Dentro de
este género B. colombiensis, distribuida
al norte del rio Orinoco, es una de las
principales responsables (Rengifo y col.,
2019).

El envenenamiento por las serpientes
de este género implica el desarrollo de un
cuadro clinico que incluye dolor, edema,
coagulopatias, hemorragias, mionecrosis
y/o falla renal aguda (Rengifo y col., 2019;
Rodriguez-Acostay col., 2000), eventos que
son la consecuencia de la presencia en los
venenos de una mezcla de constituyentes
que incluyen metaloproteasas, fosfolipasas
A,, L-aminoacido oxidasas, serinoproteasas
y desintegrinas, entre otros (Calvete y
col., 2009). Sin embargo, la expresion de
dichos constituyentes en estos venenos
puede variar, a nivel inter e intraespecie,
dependiendo de la edad, sexo, dieta,
filogenia e incluso la localizacion geografica
de los ejemplares, lo cual puede influir
en la expresion del cuadro clinico tras el
envenenamiento (Girony col., 2008; Sousa
y col., 2013) y en la capacidad neutralizante
de los antivenenos. Esto implica la
necesidad de caracterizar los venenos de
importancia médica, de manera de disponer
de datos experimentales que permitan la
preparacion de in6culos de produccion
de antivenenos y colecciones de venenos
de referencia que cubran efectivamente

la variabilidad intraespecie (WHO, 2017).
Este estudio evalu6 comparativamente
las actividades enzimaticas del veneno de
la serpiente Bothrops colombiensis, de
tres regiones geograficas de Venezuela
y su reconocimiento antigénico por
un antiveneno comercial venezolano.
Adicionalmente los resultados se discutieron
con reportes previos para otros venenos
botrépicos, para estimar la toxicidad
potencial de los venenos evaluados.

Materiales y métodos
VENENO

Los venenos se obtuvieron por el
ordeno manual de especimenes adultos
de B. colombiensis procedentes de
Barlovento, estado Miranda (3 individuos);
Maracay, estado Aragua (2 individuos) y
Paracotos, estado Miranda (5 individuos),
mantenidos en el serpentario de la Unidad
de Biotecnologia, Facultad de Farmacia,
Universidad Central de Venezuela. Los
venenos se cristalizaron por evaporacion y
se almacenaron, hasta su evaluacion, a 4 °C
en un desecador al vacio con CaCl, como
agente desecante.

ANTIVENENO

Se empled el antiveneno polivalente
producido en la Facultad de Farmacia de la
Universidad Central de Venezuela (Lote 171).
Su presentacion es liquida y esta constituido
por fragmentos F(ab’), de inmunoglobulinas
equinas, obtenidas con venenos de los
aéneros Bothrops, Porthidium y Crotalus.
El inserto del producto refiere que cada
mililitro neutraliza al menos 2 mg de
veneno de B. colombiensis 'y 1,5 mg de
veneno de C. durissus cumanensis.
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PERFIL ELECTROFORETICO

Las proteinas presentes en 30 ug
de los venenos se disolvieron en una
mezcla comercial de inhibidores de
proteasas (4:1) (Sigma® Cat. P-2714) y se
evaluaron empleando electroforesis en
geles de poliacrilamida (12,5%) con SDS
(duodecilsulfato sédico) (SDS-PAGE), segiin

el método de Laemmli (1970).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA
INDIRECTA

Se evalud por la estimacion cuantitativa
a 540 nm, de la hemoglobina liberada
tras la incubacion de dosis seriadas de los
venenos (1-20 ug/0,1 mL de PBS pH7,2) con
un sustrato constituido por: 10% eritrocitos
humanos lavados, 6,4% yema de huevo
y 1 mM CaCl,, durante 2 horas a 37°C.
Los resultados se expresaron como dosis
hemolitica indirecta media (DHI, ), definida
como la cantidad de veneno (ug) que induce
un 50% de hemolisis (Condreay col., 1964).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE

Alicuotas de 0,2 mL de plasma humano
citratado (9:1), se distribuyeron en tubos de
ensayo de plastico y se incubaron en bano
Maria a 37°C durante 3 min. Post incubacion
se adicion6 al plasma, a razén de 4 tubos
por dosis, 0,1 mL de soluciones con dosis
seriadas de los venenos en el rango de
0,6-12 ung en NaCl 0,85% y empleando
un cronémetro se determiné el tiempo
de coagulacion del plasma. Los controles
incluyeron soluciones de trombina 5 U/mL
y NaCl 0,85%. Los resultados se expresaron
como dosis coagulante minima (DCM),
definida como la menor cantidad de veneno
que induce la coagulaciéon del plasma en 1
min. (WHO, 2017).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
FIBRINOGENOLITICA

Dosis seriadas de los venenos entre los
0,03-1 ng en buffer Tris-HCI 0,02M pH 7,5
se incubaron con 100 ug de fibrinbgeno
(Sigma®) en bano Maria a 37°C durante 30
min. La reaccion se detuvo por la adiccion
a cada mezcla de 100 uL de una soluciéon
de B-mercapto-etanol 3,2% y la incubacion
en bano de agua hirviendo durante 5 min.
La degradacion del sustrato fue expuesta
por analisis electroforético (SDS-PAGE
12,5%) con tincion de los geles con Azul de
Coomassie R 250 (Gay y col., 2005).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

Alicuotas de 2,9 mL de una solucién
del sustrato BAEE (N-benzoil-L-arginina
etil éster) (Sigma®), 0,25 mM en buffer
fosfato 0,0667 M pH 7, se incubaron con
0,1 mL de soluciones con dosis seriadas de
los venenos en el rango de 25-200 pg en
HCI 0,001 N y se registraron los cambios
en la absorbancia de las mezclas a 253
nm cada 6 min. durante un lapso de 0,5
horas. Los resultados se expresaron como
actividad especifica (U/mg), definida como
los micromoles de sustrato hidrolizados en
un minuto/mg de veneno (Tu y col., 1965).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA
SOBRE GELATINA

Las proteinas presentes en 8 ug de
los venenos se disolvieron en buffer
de muestra con SDS y se corrieron en
geles de poliacrilamida-SDS al 12,5% co-
polimerizados con 1% de gelatina (Merck®).
Posteriormente los geles se incubaron
con una solucion de triton X-100 al 2,5%
durante 1 hora, se lavaron con agua
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destilada durante 10 min con cambios
consecutivos del solvente y se incubaron
con buffer de zimografia (20 mM Tris-HCI
pH 7,4, 0,15 M NaCl, 5 mM CaCl,) durante
24 horas. Las zonas de degradacion en los
geles fueron expuestas por la tincion con
Azul de Coomassie R 250 (Terray col., 2009).

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE LOS VENENOS
DE BOTHROPS COLOMBIENSIS POR UN ANTIVENENO
COMERCIAL VENEZOLANO

Se empledé el método de doble
inmunodifusion o de Ouchterlony
(Hornbeck, 2017). En placas de Petri de
plastico (6 cm diametro) se adicionaron
5 mL de una solucion al 1% agarosa en
PBS pH 7,2. Solidificado el gel se abrieron
pozos de 4-5 mm de diametro, formando
un patron hexagonal con un pozo central.
En el pozo central se incorporaron 20
wL del antiveneno y en su periferia 20
uL de soluciones con dosis seriadas del
veneno en el rango de 5-80 ug en PBS pH
7,2; las placas se incubaron en camara
himeda a temperatura ambiente durante
24 horas y finalmente se lavaron con
cambios consecutivos de PBS diluido (1:4),
empleando agitacion leve durante 24 horas.
La formacion de los inmunocomplejos se
evidencio por la tincion de los geles con
Azul de Coomassie R 250.

Analisis estadistico

Los resultados de las actividades:
coagulante, hemolitica indirecta y
esterasica se expresaron como la media =
la desviacion estandar de tres evaluaciones
independientes. La comparacion de
promedios se realiz6 por analisis de
varianza de una via. Todos los analisis
estadisticos se realizaron a un intervalo

de confianza del 95%. Para el analisis de
los geles de electroforesis se empleo el
programa Image Lab 5.2.1 (BioRad. USA).

Resultados
PERFIL ELECTROFORETICO

Los perfiles electroforéticos mostraron
una distribucioén de bandas proteicas en los
rangos de 6,5-145,9; 7,1-162,9y 6,8-159,3
KDa para los venenos de Barlovento, Maracay
y Paracotos, respectivamente (Figura 1). Al
comparar los perfiles entre si en el veneno
de Paracotos se observaron diferencias
marcadas, destacando la presencia de un
mayor namero de bandas (~19 vs ~11
en los venenos de Barlovento y Maracay),
ademas de una elevada intensidad para las
bandas con masas de 6,8; 12,4; 23,8y entre
los 47,7-59,1 kDa (Figura 1). En el caso
de los venenos de Barlovento y Maracay
se observé una composicion de bandas
proteicas con importantes similitudes,
esencialmente para los grupos de baja
(6,5-8,5 kDa) y media (23-50 kDa) masa
molecular, asi como ligeras diferencias en el
rango de 63-83,7 kDa, donde se apreciaron
2 bandas tenues en el veneno de Maracay
y solo 1 en su homologo de Barlovento,
asi como entre los 132,7-146 kDa donde
se observo una mayor densidad de bandas
proteicas para este ultimo veneno (Figura
1).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA
INDIRECTA

Todos los venenos indujeron actividad
hemolitica indirecta con diferencias
significativas entre sus DHI_, (p<0,05). El
veneno de B. colombiensis de Paracotos
presenté la menor DHI_, exhibiendo
la mayor actividad, mientras que sus
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Figura 1. Perfiles electroforéticos de los venenos de Bothrops colombiensis. 30 pg de cada veneno
disueltos en inhibidores de proteasas (4:1) (Sigma® Cat. P-2714), se corrieron en geles de poliacrilamida
(12,5%) con SDS. Carriles 1 y 5: Marcador de masa molecular (BIO-RAD®. Cat. 161-0318). Carriles 2-4:
Venenos de B. colombiensis: 2: Maracay, estado Aragua. 3: Barlovento, estado Miranda. 4: Paracotos,
estado Miranda. Tincién: Azul de Coomassie R 250. La evaluacion se realizé por duplicado

homologos de Barlovento y Maracay
presentaron 1,26 y 2,86 veces menos
actividad, respectivamente (Tabla I).

Tabla 1.
Actividades hemoliticas indirecta,
coagulante y esterasica de
los venenos de B. colombiensis

.. Venenos: Procedencia
Actividad
Barlovento | Maracay | Paracotos
Hemolitica 2,58 5,87 2,05
indirecta + + +
(DHI: pg) 0,23* 0,23 0,53*
Coagulante 1,95 0,99 1,32
(DCM: pg) * * +
0,16* 0,12* 0,24*
Esterasica 263,28 338,90 | 298,80
(U/mgq) + + +
21,30* 20,24* 35,20*

DHI, : dosis hemolitica indirecta media. DCM: dosis coagulante
minima. Los resultados representan la media + desviacién estandar (n:
3).*Resultados con diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE

Los venenos indujeron la coagulacion
directa del plasma humano, con diferencias
significativas entre sus DCM (p<0,05).
El veneno de B. colombiensis de Maracay
present6 la menor DCM, exhibiendo la mayor
actividad, mientras que sus homologos de
Paracotos y Barlovento fueron 1,33 y 1,97
veces menos procogulantes, respectivamente
(Tabla I).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESTERASICA

Todos los venenos indujeron la degradacion
del BAEE, con diferencias significativas entre
si (p<0,05). El veneno de B. colombiensis
de Barlovento mostré la menor actividad
(263,28 += 21,30 U/mgq) y el de Maracay la
mayor (338,90 *+ 20,24 U/mg) (Tabla I).
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
FIBRINOGENOLITICA

Los venenos indujeron la degradacion
parcial del fibrindbgeno, glicoproteina
dimérica conformada por tres cadenas
polipeptidica: alfa (a), beta (3) y gamma
(y). El analisis densitométrico de los geles
evidenci6 en todos los casos que el efecto
fue selectivo sobre las cadenas a y 3, aunque
se observaron diferencias intraespecificas
(Figura 2 A-C): con el veneno de Barlovento,
la degradacion de la cadena a se inicié con
0,03 ug y fue completa con 1 ug; sobre la
cadena el efecto fue parcial y se inici6é con
0,5 ng (Figura 2A). Con el veneno de los
especimenes de Maracay la degradacion de
ambas cadenas se inicié con 0,03 ug, pero
solo la cadena a fue totalmente degradada
(1 ng) (Figura 2B). Mientras que con el
veneno de los ejemplares de Paracotos
la degradacion de ambas cadenas fue
simultanea, se inicié con 0,03 gy fue total
con 0,5 ug de veneno (Figura 2C).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA
SOBRE GELATINA

Todos los venenos indujeron el desarrollo
de bandas de degradacion en el zimograma
(Figura 3), para el veneno de B. colombiensis
de Barlovento estas se observaron en el
rango de ~45,3-64,5 kDa; mientras que
para sus homoélogos de Maracay y Paracotos
las bandas se localizaron ~64.,5y 45,3 kDa,
respectivamente.

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE LOS VENENOS
POR UN ANTIVENENO COMERCIAL VENEZOLANO

Al enfrentar los venenos en estudio
al antiveneno polivalente venezolano, en
todos los casos se observo la presencia
de bandas de precipitina en los geles de

agarosa, sin embargo, al comparar estos
entre si destacaron variaciones asociadas
principalmente a la intensidad de las
bandas (Figura 4). En este caso, resalto
particularmente la menor intensidad en
las bandas de reconocimiento para el
veneno de B. colombiensis de Barlovento,
en comparacion a lo observado para sus
homologos (Figura 4).

Discusion

La variacién bioquimica en la
composicion de los venenos de serpientes
es un factor asociado a las caracteristicas
ontogénicas y a la distribucion geografica
de los ejemplares, el cual dependiendo de
su magnitud e implicaciones bioquimicas
es responsable de variaciones en
el cuadro clinico evidenciado en las
victimas y en la potencia neutralizante
de los antivenenos (Calvete y col., 2009;
Rodriguez-Acosta y col., 2010; Duque
Zerpa y col., 2014 y 2022; Gir6n y col.,
2013b, 2018). Esto hace imprescindible la
caracterizacion de los venenos de ofidios
de importancia médica (WHO, 2017)
como es el caso B. colombiensis, especie
endémica venezolana, con una presencia
predominante en el territorio nacional que
abarca zonas densamente pobladas como
los estados Aragua y Miranda (Rodriguez-
Acosta y col., 2000; Calvete y col., 2009),
donde los venenos de esta especie han sido
escasamente estudiados con base en su
variabilidad intraespecifica y antigenicidad.

En este estudio, el analisis electroforético
de los venenos evidencié un rango de
distribucion de proteinas relativamente
similar entre los ~6-163 kDa, lo cual
sugiere la presencia en los venenos de
constituyentes tipo fosfodiesterasas (94-
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Figura 2. Actividad fibrinogenolitica de los venenos de Bothrops colombiensis. A: Barlovento,
estado Miranda. B: Maracay, estado Aragua. C: Paracotos, estado Miranda. Carriles: 1. Marcador de masa
molecular (BIO-RAD®. Cat. 161-0317). Carril 2: 100 pg de fibrindgeno. 3 al 8: fibrinégeno (100 pg) vs.

concentraciones seriadas de veneno (3: 0,03 pg. 4:

0,06 pg. 5: 0,125 pg. 6: 0,25 pg. 7: 0,5 pg. 8: 1 pg).

Tincién: Azul de Coomassie R 250. Las evaluaciones se realizaron por duplicado

140 kDa), L aminoacido oxidasas (85-150
kDa), hialuronidasas (~73 kDa), serino
proteasas (25-70 kDa), fosfolipasas A, (12-
18 kDa), metaloproteasas de las clases
PI (20-30 kDa), PII (30-60 kDa) y PIII (60-
100 kDa) e incluso péptidos, como las
desintegrinas (6,6-10 kDa: B. punctatus,
B. atrox, B. colombiensis) (Calvete y col.,
2009; Sanchez y col., 2009; Le6n y col.,

2011). Adicionalmente la comparacion cuali/
cuantitativa de los perfiles electroforéticos
reflejo variaciones intraespecificas, las
cuales fueron mas marcadas para el
veneno de B. colombiensis de Paracotos.
En este caso, destacé la presencia de
bandas proteicas en los rangos de 12-
21, 31-43 y 59-124 kDa, ausentes en los
otros venenos evaluados, asi como la muy
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Figura 3. Actividad proteolitica sobre gelatina de los venenos
de Bothrops colombiensis. Carril 1: Marcador de masa
molecular (Biorad® Cat. Cat. 161-0317). Carril 2: Control
negativo. Carriles 3-5: Venenos de B. colombiensis (8 pg).
3: Barlovento, estado Miranda. 4: Maracay, estado Aragua. 5:
Paracotos, estado Miranda. Tincién: Azul de Coomassie R 250.

La evaluacion se realiz6 por duplicado

Figura 4. Reconocimiento antigénico de los venenos de Bothrops colombiensis
por el antiveneno comercial venezolano. A: Barlovento, estado Miranda. B: Maracay,
estado Aragua. C: Paracotos, estado Miranda. Se enfrentaron concentraciones
seriadas de los venenos en 20 pL de PBS pH 7.2 (a: O pg; b: 2,5 pg; ¢: 5 pg; d: 10
ug; e: 20 ug; f: 40 pg), con 20 pl del antiveneno (pozo central). Tincion: Azul de

Coomassie R 250. La evaluacion se realiz6 por duplicado

elevada intensidad de bandas de baja y
media masa molecular. Estos resultados
sugieren variaciones, posiblemente
relacionadas a desintegrinas y enzimas tipo
fosfolipasas A,, serino y metaloproteasas,
grupos responsables principalmente de
las actividades necrosante, edematizante,
procoagulante y hemorragica (Sanchezy col.,
2009). Los venenos de Barlovento y Maracay

presentaron perfiles electroforéticos con
una importante similitud, la cual se asoci6
esencialmente a los grupos de bandas mas
abundantes (~6,5-8,5; 23-28,8 y 44,6-50
kDa), sin embargo, la gran mayoria de
estas fueron mas intensas en el veneno
de Barlovento lo cual permite sugerir una
posible concentraciéon mayor de proteasas
y quizas desintegrinas en este veneno.

La evaluacion de los efectos
enzimaticos mostré que todos los
venenos indujeron actividades hemolitica
indirecta, procoagulante, fibrinogenolitica,
esterasica y gelatinolitica, con relevantes
variaciones intraespecificas. En el estudio
de la actividad hemolitica indirecta
las diferencias observadas (Paracotos
> Barlovento > Maracay), sugieren
variaciones en la constitucion de enzimas
fosfolipasas A, (Asp 49:
calcio dependiente) (Le6n y
col., 2011), esta variabilidad
en este grupo enzimatico
ha sido frecuentemente
reportaday se ha relacionado
a la expresion de isoformas
en estos venenos (Sousa y
col., 2022). Adicionalmente
al comparar con estudios
previos, la magnitud de las
DHI,, estimadas coincide
con lo reportado para
especimenes de B. atrox
(Amazonas, Ucayali y Junin)
del Perua (Ortiz y col., 2012), mientras
que al comparar con reportes para B.
venezuelensis (Caripe, estado Monagas,
Venezuela) (6,14 *= 1,49 ug) (Quevara y
col., 2015) los venenos de Barlovento y
Paracotos mostraron mayor actividad,
esto sugiere una relevante concentracion
de enzimas tipo fosfolipasas A, en los
venenos objeto de este estudio. Esta
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familia de enzimas se considera uno de los
constituyentes mas toxicos de los venenos
de serpiente y en el caso del género
Bothrops se han relacionado a los efectos
edematizante, mionecroético, anticoagulante
y la degranulacién de mastocitos (Ledn y
col., 2011; Sousa y col., 2022).

En la evaluacién de la actividad
coagulante los venenos presentaron
diferencias significativas entre sus DCM,
esto sugiere variaciones en la constitucion
de las enzimas responsables. Estas enzimas
han sido caracterizadas como serino
proteasas con actividad tipo trombina y
metaloproteasas activadoras del factor X
y/o protrombina, las cuales contribuyen
a la defibrinogenacién y al consumo de
otros factores de coagulacion (Sajevic y
col., 2011). Por otra parte, el factor de
variabilidad entre las DCM obtenidas (1,95:
1: 1,32/Barlovento: Maracay: Paracotos),
no coincide con lo observado en los
perfiles electroforéticos (media y alta masa
molecular) donde los venenos de Maracay
y Barlovento mostraron una marcada
similitud y el homoélogo de Paracotos
presento casi el doble de bandas proteicas,
esto pone de manifiesto las limitaciones del
modelo electroforético para el adecuado
analisis comparativo de los venenos.

En cuanto a la magnitud del potencial
coagulante, al comparar con reportes
previos para este género en Venezuela
(Tabla II), se observé que las DCM de
los venenos de B. colombiensis fueron
inferiores a lo reportado para venenos de
especimenes de B. atrox (estado Amazonas)
(Duquey col., 2014) o B. venezuelensis de
los estados Miranda (Baruta y La Boyera)
(Girony col., 2018) y Monagas (Duque y col.,
2022), lo cual refleja un mayor potencial
procoagulante en los venenos objeto de
este estudio.

En el caso de la actividad fibrinogenolitica
los resultados obtenidos sugieren
la presencia en los venenos de ay f
fibrinOgenasas, mientras que las variaciones
observadas en los perfiles de degradacion
(Paracotos > Maracay > Barlovento) sugieren
diferencias en la constitucion de las enzimas
responsables.

Las fibrinogenasas aisladas y purificadas
de los venenos de vipéridos, se han
caracterizado como: 1) serino proteasas,
correspondientes a enzimas tipo trombina,
las cuales degradan las cadenas a y/o
del fibrindgeno induciendo la coagulacion
y 2) fibrino(ge)liticas, que incluyen (a)
metaloproteasas, las cuales hidrolizan
las cadenas a y B del fibrinégeno (con
preferencia o exclusividad por la cadena a)
y (b) serino proteasas, con preferencia por
la cadena B (Gay y col., 2005; Sajevicy col.,
2011). En el caso de B. colombiensis, Giron
y col., 2013a,b, aislaron y caracterizaron
dos metaloproteasas (Colombienasa 1y 2)
con actividad q, 3, e incluso y-fibrinégenasa
para la Colombienasa 2 en venenos
procedentes de Caucagua (estado Miranda).
Este efecto aunado al relevante potencial
procoagulante sobre el plasma humano,
referido previamente, va a potenciar el
efecto defibrinante de estos venenos.

La evaluacion de la actividad esterasica
mostré diferencias intraespecificas
(Maracay > Paracotos >Barlovento), que
sugieren variaciones en el perfil de
enzimas responsables. Dichas enzimas
se han relacionado a serino proteasas
con actividad hemostatica, asociada
principalmente a activadores del factor
V, fibrino(ge)litica y/o liberadores de
quininas (Tuy col., 1965). Adicionalmente,
al comparar los resultados obtenidos con
lo reportado en estudio previos para este
género (Tabla II), se puede referir para los
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Tabla II.
Comparacion de las actividades coagulante y esterasica de los venenos de
B. colombiensis con reportes previos para este género en Venezuela

Especie DCM Actividad esterasica Referencia
(procedencia) (Hg) (U/mg)
B. atrox 7,66 + 0,48 NE Duque y col., 2014
(Pto. Ayacucho. Edo. Amazonas)
B. venezuelensis NE 209 Lopez y col., 1999
(Region Capital)
B. venezuelensis 0,6 + 0,06 1960,67 + 42,8 Girén y col., 2018
(Edo. Aragua)
B. venezuelensis 2,1 +£0,39 900 + 10 Girén y col., 2018
(Baruta. Edo. Miranda)
B. venezuelensis 4,8 £0,47 805,5 + 67,3 Girén y col., 2018
(La Boyera. Edo. Miranda)
B. venezuelensis 1,9 £ 0,57 922,19 £ 58,5 Girén y col., 2018
(Lagunetica. Edo. Miranda)
B. venezuelensis 7,83 + 0,45 158,87 + 18,65 Duque y col., 2022
(Edo. Monagas)
B. colombiensis 1,95%£0.16 263,28 £ 21,30 Este estudio
(Barlovento. Edo. Miranda)
B. colombiensis 1,32 * 0,24 298.,8 £ 35,20 Este estudio
(Paracotos. Edo. Miranda)
B. colombiensis 0.99%0.12 338,90 + 20,24 Este estudio
(Maracay. Edo. Aragua)

DCM: dosis coagulante minima. U/mg: actividad especifica (micromoles de sustrato hidrolizados por minuto/mg de veneno).

NE: no evaluada, Edo: estado

venenos evaluados una mayor actividad
esterasica en comparacion con los venenos
de B. venezuelensis de la region Capital y el
estado Monagas (Lopez y col., 1999; Duque
y col., 2022) y menor en comparacion con
lo reportado para especimenes de los
estados Aragua y Miranda (Girén y col.,
2018).

En el caso de la actividad proteolitica
sobre gelatina el veneno de B. colombiensis
de Barlovento mostré la mayor actividad,
en comparacion con sus homologos e
incluso con lo reportado por Sanchez y
col. (2015), en la evaluaciéon del potencial

antitrombaético y anticoagulante del veneno
de B. colombiensis (Barlovento, estado
Miranda), lo cual sugiere variaciones en la
constitucion de las enzimas responsables.
Estas, considerando que la gelatina es un
producto de desnaturalizacion del colageno,
se han relacionado a metaloproteasas
capaces de degradar la matriz extracelular
(Leén y col., 2011; Sajevic y col., 2011).
En consecuencia, los resultados obtenidos
sugieren variaciones en la expresion de
metaloproteasas PII y PIII en los venenos
evaluados, que implican la expresion
de ambos grupos en el veneno de B.
colombiensis de Barlovento, asi como la
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ausencia o la presencia de niveles no
detectables, bajo las condiciones de este
estudio, de los grupos Plly PIIl en los venenos
de Maracay y Paracotos, respectivamente.
Esto pudiera adicionalmente dar indicios
sobre el potencial hemorragico de estos
venenos: Barlovento > Maracay > Paracotos,
con base en el efecto reconocido para estas
enzimas (PIII > PII > PI) (Sajevicy col., 2011).

Finalmente, el ensayo de doble
inmunodifusion u Ouchterlony evidencio
reactividad inmunoloégica cruzada, aunque
destacaron diferencias en los perfiles
de reconocimiento antigeno-anticuerpo
consecuencia de la variabilidad antigénica
entre los venenos. No obstante, aunque
el método de Ouchterlony no permite
discernir los antigenos reconocidos, la
menor reactividad frente al veneno de los
ejemplares procedentes de Barlovento
(veneno con elevado potencial hemolitico
indirecto, gelatinolitico y menor efecto
procoagulante), aunado a estudios
protedmicos y Western blot que refieren el
reconocimiento parcial de serino proteasas,
metaloproteasas PI y fosfolipasas A, y la
escasa antigénicidad de las desintegrinas
(Calvete y col., 2009; Sousa y col., 2013,
2022; Duque y col., 2022), implica
la necesidad de estudiar el potencial
neutralizante del antiveneno venezolano
sobre las principales actividades inducidas
por los venenos en estudio.

Conclusiones

Los resultados obtenidos evidencian
una importante variabilidad intraespecie
en los venenos evaluados, siendo esta
mas marcada entre especimenes de
areas geograficas cercanas (Barlovento
y Paracotos, estado Miranda ~74 Km) y

se relacion6 esencialmente a proteasas y
fosfolipasas A, , grupos responsables por los
efectos mas relevantes del envenenamiento
botrépico como mionecrosis, edema,
coagulopatias y hemorragias. Esta
elevada variabilidad intraespecie, aunada
al relevante potencial procoagulante,
hemolitico indirecto y proteolitico de los
venenos evaluados, implica la necesidad
de estudiar el potencial neutralizante del
antiveneno venezolano.

Estos hallazgos permiten insistir en
la necesidad de caracterizar los venenos
de importancia médica, con énfasis en
aquellas especies que presentan una muy
amplia distribucién geografica y abarcan
regiones densamente pobladas, como B.
colombiensis 0 B. venezuelensis, entre
otras, lo cual en Venezuela solo ha sido
abordado parcialmente.
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El Polipéptido Insulinotrépico dependiente
de Glucosa en la Preeclampsia y el Riesgo
de Diabetes Gestacional

Glucose-Dependent Insulinotropic Polypeptide in Preeclampsia
and the Risk of Gestational Diabetes
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Resumen

La preeclampsia (PE) es un sindrome exclusivo de la gestacion humana cuyas manifestaciones incluyen la
hipertensién arterial, proteinuria y edema. Su incidencia incrementa en mujeres con sindrome metabdlico y
resistencia a la insulina. El embarazo es un estado tinico caracterizado por resistencia a la insulina fisiolégica
que se resuelve después del parto. El polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) es una
hormona que se libera en el intestino delgado en respuesta a la ingesta de alimentos. Su principal funcién
es regular la homeostasis de la glucosa en la sangre estimulando la secrecién de insulina. Se conoce poco
acerca del papel del GIP en la preeclampsia y la resistencia a la insulina gestacional. Se cuantificaron los
niveles plasmaticos del GIP en mujeres con embarazo normal y con PE, pertenecientes a una poblacién de
30 mujeres venezolanas. Se evaluaron muestras de plasma mediante el analisis multiplex de microesferas
(Bio-Plex Pro Assays). Los resultados muestran incrementos significativos de los niveles plasmaticos del
GIP, asociados a aumentos de insulina y resistina en las pacientes con preeclampsia comparados con las
embarazadas sanas. La PAS y las variables evaluadas mostré una la correlacion positiva, estadisticamente
significativa, entre la PAS vs. proteinuria, glicemia, GIP, resistina e insulina. Los resultados sugieren que
el incremento del GIP podria estar asociado al desarrollo de hipertension y resistencia a la insulina en
pacientes con PE. Igualmente, indican que el GIP y los parametros evaluados pudrian constituir posibles
biomarcadores para predecir la aparicién de hipertension inducida por el embarazoy la diabetes gestacional.

Palabras clave: Preeclampsia, GIP, resistencia a la insulina, diabetes gestacional

Abstract

Preeclampsia (PE) is a syndrome exclusive to human pregnancy whose manifestations include high blood
pressure, proteinuria, and edema. Its incidence increases in women with metabolic syndrome and insulin
resistance. Pregnancy is a unique state characterized by physiological insulin resistance that resolves after
delivery. The glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) is a hormone released in the small intestine
in response to food intake. Its principal function is to regulate blood glucose homeostasis, stimulating insulin
secretion. Little is known about the role of GIP in preeclampsia and gestational insulin resistance. Plasma levels
of GIP were quantified in women with normal pregnancy and PE, belonging to a population of 30 Venezuelan
women. Plasma samples were evaluated using multiplex bead analysis (Bio-Plex Pro Assays). The results show
significant increases in plasma levels of GIP, associated with increases in insulin and resistin in patients with
preeclampsia compared to healthy pregnant women. The SBP and the evaluated variables showed a positive,
statistically significant correlation between SBP vs. proteinuria, glycemia, GIP, resistin and insulin. The results
suggest that the increase in GIP could be associated with the development of hypertension and insulin
resistance in patients with PE. Likewise, they indicate that the GIP and the parameters evaluated could constitute
possible biomarkers to predict the appearance of pregnancy-induced hypertension and gestational diabetes.

Keywords: Preeclampsia, GIP, insulin resistance, gestational diabetes
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Introduccion

La preeclampsia (PE) es un sindrome
exclusivo de la gestacion humana y
constituye una de las causas principales
de morbilidad y mortalidad neonatal y
materna en todo el mundo. Es un trastorno
multifactorial caracterizado por la aparicion
de hipertension arterial en la segunda
mitad del embarazo (=20 semanas de
gestacion), acompanada de proteinuria,
edema y disfuncién endotelial (American
College of Obstetricians and Gynecologists,
2013; Brown y col., 2001; Roberts y
Gammill, 2005). Ahora bien, en mujeres
con diabetes mellitus pre-gestacional
(tipo 1 o tipo 2), el riesgo de sufrir PE se
incrementa alrededor de cuatro veces en
comparacion con las mujeres no diabéticas
(Persson y col., 2009); igualmente las
mujeres con sindrome metabdlico también
estan en alto riesgo de sufrir PE (Briana y
Malamitsi-Puchner, 2009). Se sabe que
el sindrome metabdlico y diabetes tipo
2 (Schindler y col., 2012) se encuentran
asociados a la resistencia a la insulina; y el
embarazo por si mismo induce resistencia
a la insulina, especialmente después de
20 semanas de gestacion (Kirwan y col.,
2002; Hauthy col., 2011). Efectivamente, el
embarazo es un estado unico caracterizado
por resistencia a la insulina fisiolégica
que se resuelve después del parto (Kiihl,
1975). Sin embargo, los mecanismos
responsables de la resistencia a la insulina
y su posible asociacion con la PE no estan
aun totalmente esclarecidos.

Las hormonas incretinas son péptidos
intestinales que se secretan después de la
ingesta de nutrientesy estimulan la secrecion
de insulina junto con la hiperglicemia. El GIP
(polipéptido insulinotropico dependiente
de glucosa) y el GLP-1 (péptido similar al

glucagon-1) son las hormonas incretinas
conocidas del intestino superior. Juntos,
son responsables del efecto incretina, es
decir una respuesta secretora de insulina,
dos o tres veces mayor a la que ocurre
tras la administracion de glucosa por via
oral, en comparacion con la administracion
intravenosa. En sujetos con diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2), este efecto incretina
esta disminuido o ya no esta presente.
Esto es consecuencia de una eficacia
sustancialmente reducida del GIP sobre el
pancreas del diabético y del papel fisiologico
insignificante del GLP-1 en la mediacion del
efecto incretina, incluso en sujetos sanos
(Nauck y Meier, 2018; Mudaliar y Henry,
2012). El GIP se encuentra involucrado en
la regulacion de la masa de las células-f3
del pancreas, la cual se sabe se encuentra
alterada en pacientes con diabetes mellitus
2 (Naucky Meier, 2018; Amatoy col., 2016).

El GIP es un péptido de 42 aminoacidos
secretado por las células K de duodeno,
y €n una proporciéon menor en el yeyuno
e ileon. El GIP es liberado tras la ingesta
oral de alimentos cuyo contenido de
macronutrientes principal esta constituido
por carbohidratos y grasas (Cho y Kieffer,
2010). Una vez liberado, el péptido
interactia con sus receptores especificos
en las células-f3 del pancreas donde induce
la secrecion de insulina, ejerce efectos
antiapoptéticos, aumenta la proliferacion
de las células-3 pancreaticas, y la reduccion
de la produccién hepatica de glucosa.
Ademas, reduce la secrecion acida en el
estbmago y mejora el almacenamiento de
triglicéridos en el tejido adiposo mejorando
la sensibilidad a la insulina del tejido
adiposo (Muzurovi'c y col., 2022). Por su
parte, el GLP-1 enddégeno es un péptido de
32 aminoacidos secretado por las células
L del intestino delgado distal y colon
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tras la ingesta de carbohidratos, grasas
y proteinas, lo que estimula la sintesis y
secrecion de insulina y la proliferacion de
células-3 pancreaticas, mientras que inhibe
la apoptosis de las células-f y la liberacion
de glucagon de las células-a del pancreas
(Drucker, 2018).

El embarazo es una condicién que
se encuentra asociada con la expansion
fisiologica y reversible de la masa de
las células-f3, tanto en animales como
humanos (Moffett y col., 2014). Dadas las
acciones positivas de las dos incretinas
sobre la masa de células-3, que resultan de
los efectos reciprocos sobre las células-3
de proliferacion y muerte celular, Moffet y
col., (2014) examinaron el papel del GLP-
1 y GIP en la adaptacion de los islotes al
embarazo, utilizando ratones sometidos
a knockout (GIPR KO) del receptor de
incretina. Los resultados revelaron un papel
importante del GLP-1 en los aumentos
de masa de células- inducidos por el
embarazo, mediados en gran medida
por la produccion local de GLP-1 en las
células-a. Por el contrario, los ratones GIPR
KO demostraron mecanismos intactos de
adaptacion de los islotes al embarazo, lo
que sugiere que el GIP derivado de los
islotes o de las células K no es esencial
para la expansion de la masa de células-3
asociada al embarazo.

Ahora bien, se conoce poco acerca
del papel del GIP en la preeclampsia y
la resistencia a la insulina gestacional.
Sin embargo, algunos estudios han
demostrado que los niveles de GIP pueden
estar relacionados con la obesidad y la
resistencia a la insulina (Romero Zazueta,
2007). La obesidad y la resistencia a la
insulina son factores de riesgo conocidos
para la preeclampsia.

El presente estudio tuvo como objetivo
establecer la posible relacion entre la PE y
las alteraciones de los niveles circulantes de
GIP. Para ello, se determinaron los niveles
plasmaticos de GIP, asi como de otras
adipocinas y quimioquinas plasmaticas,
en un grupo de mujeres venezolanas
embarazadas sanas o con PE. Se plantea
un papel del polipéptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (GIP) circulante
como un posible biomarcador en la mujer
preeclamptica y/o en la diabetes mellitus
gestacional.

Materiales y métodos
PoBLACION Y MUESTRA
Seleccion de los sujetos

Se realiz6 un estudio experimental
controlado en mujeres embarazadas sanas
y en mujeres con preeclampsia que cumplan
con los requisitos de inclusion en el estudio.
Se seleccionaron aquellas pacientes que
acuden al servicio de Ginecologia del Hospital
Clinico Universitario de Caracas (HUC), Los
Chaguaramos, Municipio Libertador, Caracas-
Venezuela. Las participantes fueron mujeres
embarazadas que acudieron al servicio de
obstetricia del HUC en sala de emergencia
que residen en la ciudad de Caracas. La
poblacién estuvo conformada por 30 mujeres
embarazadas, 17 mujeres embarazadas
sanas y 13 mujeres embarazadas con
preeclampsia, en edades comprendidas
entre 17 hasta 40 anos y con edades
gestacionales entre 28 y 40 semanas o en
el altimo trimestre de embarazo.

Se establecieron como criterios de
exclusion: hipertension cronica, enfermedades
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autoinmunes, diabetes mellitus tipo 1y tipo
2, angiopatia, retraso mental, trastornos
neurolégicos, embarazo multiple,
enfermedad renal cronica, pacientes
con indice de masa corporal igual o
superior a 30 Kg/m?, infeccion materna
o fetal, y anomalias congénitas del feto.
A las pacientes seleccionadas se les
realiz6 un examen fisico, medicion de la
presion arterial y se les tomo las muestras
biolégicas.

Todas las voluntarias firmaron y fecharon
con anterioridad (antes de la recoleccién de
las muestras bioldgicas) el consentimiento
informado luego de haber leido con
detenimiento el mismo, donde un personal
entrenado les explic6 en forma oral y
escrita, de manera sencilla, en que consiste
el estudio y que analisis se realizaran con
sus muestras bioldégicas. Asimismo, las
participantes aclararon sus dudas con el
investigador que estaba a cargo.

Todos los procedimientos empleados
fueron sometidos ante el Comité de
Bioética del Hospital Universitario de
Caracas, Caracas-Venezuela, y cumplieron
con la Declaracion de Helsinki para estudios
de experimentacion con seres humanos
(1975 y revisada en 1983).

Muestras Biologicas

Las condiciones pre-analiticas fueron las
recomendadas mundialmente para este tipo
de valoraciones. Las muestras de sangre
se obtuvieron en ayunas de 8-12 horas
y sin dieta previa habitual, desde la vena
antecubital del brazo (izquierdo o derecho)
mediante venipuncion directa en la region
antecubital con agujas multiples (Venojet®),
utilizando tubos con acelerador de
coagulacion (Vacutainer®). Inmediatamente,
se centrifugaron a 3000 rpm durante 15

minutos. Se separ6 el plasma para las
cuantificaciones correspondientes. Las
alicuotas de plasma se almacenaron a una
temperatura de -80°C hasta su posterior
analisis.

DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL (PA)

En posicion supina, se determiné la PA
sistolica (PAS) y diastoélica (PAD) con el uso
de un esfingomanémetro de mercurio, que
se coloco en el brazo izquierdo.

M£ETopos BioQuiMicos

Cuantificacion de la excrecion urinaria
de proteinas totales y glicemia

Se emple6 el método colorimétrico
basado en el método de Biuret, en el cual
se determina la cantidad de proteinas
presentes en la orina mediante la formacion
de un quelato coloreado, donde ocurre
una reaccion entre los iones cupricos y
los enlaces peptidicos (Pesce y Strande,
1973). El método se fundamenta en la
co-precipitacion de proteinas totales de
la muestra, en presencia del reactivo
de rojo Ponceau y la adicién del acido
tricloroacético. Brevemente, las muestras
de orina fueron centrifugadas para eliminar
células tubulares y los oxalatos, a 50 ul
orina, se le adicionaron 500 ul del reac-
tivo de rojo Ponceau (40 g/L) y acido
tricloroacético (300 g/L). Seguidamente
se centrifugé a 12.000 r.p.m., durante
10 minutos. El precipitado formado fue
resuspendido mediante la adicién de
1,0 mL de hidréxido de sodio (8 g/L) y la
concentracion de proteinas urinarias se
cuantific6 espectrofotométricamente a
560 nm. La concentracion de proteinas
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en orina se calcul6 mediante una curva
estandar de albumina sérica de bovino a
concentraciones comprendidas entre 0,125
a 8 mg/mL. Los resultados se expresaron
como mg de proteina/100 gramos de peso
corporal.

Se determino los valores de glicemia por
métodos enzimaticos, utilizando el estuche
comercial (Stanbio). Los valores de referencia
para glicemia fueron 70-105 mg/dL.

DETERMINACION DE CITOQUINAS, ADIPOCINAS
Y QUIMIOQUINAS PLASMATICAS

Todas las muestras de plasma se
evaluaron por duplicado mediante el
analisis multiplex de microesferas (Bio-
Plex Pro Assays Cytokine, Chemokine and
Growth Factors, Life Science Grup, BIORAD).
Esta técnica permitié estudiar en forma
simultanea las concentraciones circulantes
de Péptido C, Grelina, GIF, GLP-1, Glucagon,
Insulina, Leptina, PAI-1, Resistina, Visfatina,
Adiponectina y Adipsina.

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como
la media *= error estandar de la media
(E.E.M.). Se evalud la distribucién de los
datos mediante las pruebas de normalidad
de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnoy,
Jarque-Bera. Se emple¢ la prueba t-Student
y el analisis de varianza (ANOVA) con
analisis post-hoc para comparar los grupos
experimentales sujetos a este estudio. Las
correlaciones entre las variables fueron
realizadas con la prueba de correlacion de
Spearman. Se consider6 significativo un
valor de p<0,05. Se utiliz6 el programa
GraphPad Instat (GraphPad Software, Inc).

Resultados
CARACTERfSTICAS DE LAS PACIENTES

En la Tabla I se muestran las
caracteristicas clinicas de las pacientes.
Como se observa, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas
en la edad, peso, talla, edad gestacional
e indice de masa corporal entre ambos
grupos estudiados. Por el contrario, se
observaron incrementos significativos en
los valores de glicemia y proteinuria al
comparar los dos grupos experimentales.
De igual manera, los valores de PAS y
PAD fueron significativamente superiores
en las mujeres con preeclampsia al
compararlas con las mujeres embarazadas
sanas. Efectivamente, las mujeres con
preeclampsia han sido clasificadas por
una elevacion de la presion arterial de +20
mmHg y, con valores superiores a 140
mmHg en la presion arterial sistdlica, y
superior a 78 mmHg en la presion arterial
diastodlica, con una presion arterial media
igual o superior a 105 mmHg.

NIVELES PLASMATICOS DE CITOQUINAS, ADIPOCINAS
Y QUIMIOQUINAS EN MUJERES EMBARAZADAS SANAS Y
EN PACIENTES CON PREECLAMPSIA (PG/ML)

Bajo nuestras condiciones experimentales,
se encontr6 que los valores plasmaticos de
la GIP y resistina mostraron incrementos
significativos en el grupo de pacientes con
preeclampsia comparados con el grupo
de embarazadas sanas. Por su parte el
péptido GPL-1 mostré una tendencia al
incremento, que no resulto ser significativo.
Estos aumentos estuvieron asociados a
niveles incrementados de Insulina (Tabla II).
Por el contrario, se observo una reduccion
significativa en los niveles plasmaticos
de IL-6 y RANTES en las pacientes con
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Tabla I.
Caracteristicas Clinicas de las pacientes embarazadas
controles y con preeclampsia

Parametro Mujeres embarazadas Pacientes P
sanas Preeclampticas
N=30 N=17 N=13
Edad (anos) 26,47 + 0,92 28,62 £ 2,70 NS
Peso (kg) 71,80 = 2,97 74,24 + 2,46 NS
Talla (cm) 1,60 + 0,02 1,59 + 0,01 NS
IMC (Kg/m?2) 28,4 + 0,91 29,33+ 0,99 NS
Edad gestacional 35,5 + 1,08 (28 - 40) 35,38 + 0,99(29 - 41) NS
(semanas)
PAS (mmHg) 112,90 + 2,26 153.58 £ 2,74 *** <0,0001
PAD (mmHg) 74,20 + 1,81 103,16 £ 3,61*** <0,0001
Glicemia(mg/dL) 73,50 = 2,46 86,23 =+ 5,2* <0,05
Proteinuria
(mg/dL) 0 4+ 2,4 %+ < 0,0001

NS: no significativo *p<0,05; **p<0,0001 comparado con el control

Tabla II.
Niveles plasmaticos de citoquinas, adipocinas y quimioquinas
en mujeres embarazadas sanas y en pacientes con preclampsia (pg/mL)

Parametro | Mujeres embarazadas sanas | Pacientes Preeclampticas P
N=30 N= 17 N=13

GIP 71,9 £ 45 255,04 = 71 0,02
GPL-1 2,6 £0,2 4,58 + 1,74 NS
IL-6 9519,5 = 3153 2341,52 = 346%* 0,04
RANTES 115,1 £ 15,4 76,62 = 12,48%* 0,04
INSULINA 281,0 = 138 689,49 + 174* 0,04
RESISTINA 6989.5 = 1510,51 10304,61 = 1404,25% 0,04

*p<0,05 comparado con mujeres embarazadas sanas
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preeclamsia comparadas con las controles
sanos.

CORRELACION ENTRE LA PAS Y LAS VARIABLES
EVALUADAS

Al establecer la posible correlacion entre
los valores de PAS y las variables evaluadas,
mediante la prueba de la correlacion
de Spearman en todos los sujetos, se
encontr6 que existe una correlacion
positiva, estadisticamente significativa,
entre la PAS vs. proteinuria (r = 0,8192;
p= 0,0001), PAS vs. glicemia (r=0,415;
p<0,0281) y PAS vs. GIP (r = 0,3755; p=
0,0489). Iqualmente, se muestra que la PAS
se correlaciona positiva y significativamente
con la resistina (r=0,4410; p<0,0166)
y la insulina (r=0,4787; p<0,01). Por el
contrario, la PAS mostré una correlacion
negativa, estadisticamente significativa, con
IL-6 y RANTES (Tabla III).

Tabla III.

Analisis de la correlacion de Spearman
entre la PAS versus las variables evaluadas
en mujeres embarazadas sanas
y con preeclampsia

r P
PAS & GLICEMIA 0,4150 0,0281
PAS & PROTEINURIA 0,8192 0,0001
PAS & GIP 0,3755 0,0489
PAS & RESISTINA 0,4410 0,0166
PAS & INSULINA 0,4787 0,0100
PAS & RANTES -0.4327 0.0215
PAS & IL-6 -0.4709 0.0132
Discusion

En el presente estudio se demuestra
la desregulacién del polipéptido
insulinotropico dependiente de glucosa
(GIP) en mujeres embarazadas venezolanas
con PE, cuya condicién fue confirmada por

la clara manifestacion del incremento en
la presion arterial y la proteinuria. Aunado
a ello, las mujeres embarazadas con PE
mostraron incrementos significativos
en los niveles plasmaticos de insulina y
glucosa. Aun mas, nuestros hallazgos
demuestran que los valores de PAS de
la poblacion de pacientes embarazadas
se correlacionaron positivamente con
los valores de GIP (P 0.0489), resistina
(P=0,0067), insulina (P=0,01), glicemia
(P=0,0067) y proteinuria (P=0,0067),
sugiriendo la coexistencia de PE asociada
con resistencia a la insulina materna y
diabetes mellitus gestacional (DMQG) en el
altimo trimestre del embarazo. Igualmente,
se observa una correlaciéon negativa
significativa entre PAS y las citoquinas pro-
inflamatorias IL-6 y RANTES. Este estudio
constituye la primera descripcion en que se
relacionan las variables de presion arterial
y los niveles circulantes de la incretina GIP,
y de algunas citoquinas y quimioquinas en
PE.

El polipéptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (GIP) es un
péptido de 42 aminoacidos con capacidad
de inducir la secreciéon de insulina en
presencia de concentraciones elevadas
de dglucosa. El GIP se sintetiza y se libera
tras ingerir hidratos de carbono o lipidos
fundamentalmente, desde las células K
del intestino delgado (principalmente en
el duodeno, aunque también en menor
cantidad en yeyuno e ileon) y en zonas del
sistema nervioso central y en la glandula
salival. Al igual que glucagén, GLP-1,
VIP o0 somatoliberina, entre otros, el GIP
pertenece a la superfamilia de la secretina-
glucagéon (Meier y col., 2003; Baggio y col.,
2007). El GIP ejerce sus efectos a través de
un unico receptor descrito, el GIP-R, que
presenta una homologia del 40 y el 44%
con los receptores de GLP-1 y glucagon,
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respectivamente (Meier y col., 2003; Baggio
y col., 2007).

Entre los efectos de GIP, debemos
destacar su actividad incretina (Nauck y
col., 1993a; Tseng y col., 1996a). Durante
el ayuno, las concentraciones de GIP
se mantienen bajas. La ingestion de
carbohidratos o grasa desencadena la
liberacion de GIPy se produce un incremento
en su concentracion plasmatica, hecho que
favorece la secrecion de GLP-1 desde las
células L intestinales. De esta manera,
ambas hormonas promueven la secrecion
de insulina desde las células- de los islotes
de Langerhans, en lo que se conoce como
mecanismo incretina. Sin embargo, se ha
comprobado que el efecto insulinotrépico
de la administraciéon de GIP en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2 es menos
eficiente que en los individuos sanos, por lo
que en este caso la secrecion posprandial
de insulina no es suficiente para normalizar
la glicemia (Nauck y col., 1993b). A pesar
de que los valores de GIP estan elevados,
parece que en los individuos diabéticos se
produce una reduccion de la sensibilidad,
por una expresion deficiente del receptor
en las células-3 del pancreas (Tseng y
col., 1996b). Ademas de estimular la
secrecion de insulina, el GIP ejerce efectos
antiapoptéticos e induce el crecimiento de
las células-f3 en el pancreas.

Los estudios sobre la influencia de GIP
en la ingesta de alimentos son escasos y
algo controvertidos. Verdich y col. (2001)
senalan la participaciéon de GIP en la
regulacion del apetito en humanos. Sin
embargo, en otro estudio se observa que
la glucosa y la fructosa son igualmente
efectivas suprimiendo la ingesta, a pesar
de las grandes diferencias observadas
en la secrecion de GIP en respuesta a la

administracion de cada sacarido (Vozzo y
col., 2002). Recientemente, se ha descrito
que la infusién de GIP en individuos sanos
de peso normal puede reducir el gasto
energético y la sensacion de hambre; sin
embargo, esto no ocurre en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 (Daousi y col.,
2009).

En cuanto al desequilibrio de la
homeostasis de la glucosa, se conoce que
GIP aumenta la secrecion de resistina,
una citoquina proinflamatoria y uno de
los factores principales del desarrollo de
resistencia a la insulina. Asi, estudios en
ratones con knockout de GIP demuestran
una disminucion de la secrecion de esta
citoquina asociada a una disminucién en
el desarrollo de resistencia a la insulina
tras el consumo de una dieta alta en
grasa (Tanya y col., 2007). La resistina es
una hormona secretada por monocitos,
macrofagos y adipocitos. Los estudios en
animales han demostrado que la resistina
induce resistencia a la insulina y reduce la
tolerancia a la glucosa al interferir con la
captacion de glucosa en el higado (Steppan
y col., 2001). Sin embargo, el papel de la
resistina en la fisiologia del embarazo y las
complicaciones del embarazo aun no ha
sido claramente establecido. El presente
estudio demostré que el aumento de los
niveles de GIP plasmatico estuvo asociado
a incrementos significativos de resistina en
las pacientes con PE cuando se comparan
con el grupo de embarazadas control.
Resultados similares fueron reportados
por Song y col. (2001) y Seol y col.
(2016), quienes también demostraron
que los niveles de resistina del suero
materno se encuentran significativamente
elevados en mujeres embarazadas con
PE al compararlas con las embarazadas
normales.
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La evidencia sugiere que el polipéptido
insulinotropico dependiente de glucosa
(GIP), ademas de su participacion en
la fisiopatologia de la diabetes tipo 2,
puede estar involucrado la patogénesis
de la enfermedad cardiovascular. Se han
descrito efectos cronotrépicos y reductores
de la presion arterial del GIP. Ademas,
se ha sugerido que el GIP controla la
vasodilatacion mediante la secrecion de
oxido nitrico y la adhesion de leucocitos
vasculares y la inflamacion mediante la
expresion y secrecion de endotelina 1
(Heimbtirgery col., 2020). Asi, en un estudio
cruzado aleatorio, controlado con placebo
en 10 participantes con diabetes tipo 1, se
evaluo el efecto del GIP sobre la frecuencia
cardiaca, la presion arterial sistolica y
diastolica, durante hiperglicemia (glucosa
plasmatica 10 mmol/L) e hipoglicemia
(glucosa plasmatica 3-6 mmol/L). Se
encontré6 que la infusion de GIP durante
la hiperglicemia aumento la frecuencia
cardiaca y la PAS, y disminuy6 la PAD.
Durante la hipoglicemia, GIP aumento la
frecuencia cardiaca, y disminuy6 la PAD,
sin alterar la PAS. Estos datos sugieren
que el efecto del GIP sobre la frecuencia
cardiaca no esta relacionado con su accion
insulinotropica ya que los pacientes con
diabetes tipo 1 carecen de células-f3
residuales funcionales (Heimbiirger y col.,
2020). Aun cuando la interpretacion de
los resultados debe tomarse con cautela,
la evidencia sugiere un posible papel del
GIP en la regulacion de la presion arterial.
Estos hallazgos estarian en linea con los
resultados obtenidos en el presente estudio
en el que se produce una asociacion entre
el incremento de la presion arterial y los
niveles de GIP en mujeres con PE.

La PE se considera una enfermedad
inflamatoria sistémica y la activacion de

monocitos es un rasgo caracteristico de un
estado inflamatorio, por lo que se podria
inferir que el aumento de los niveles de
la citoquina pro-imflamatoria resistina
observado en el presente estudio en PE,
podria estar asociado con la activacion
de monocitos debido a una respuesta
inflamatoria sistémica. En efecto, se ha
demostrado la presencia de concentraciones
elevadas de TNF-a e IL-6 en la circulacion
materna en PE (Haugen y col., 2006;
Noureldeen y col., 2014; Greer y col.,
1994; Conrad y col., 1998; Freeman y col.,
2004; Kupferminc y col., 1994; Bernardi
y col., 2008). Igualmente, Szarka y col.
demostraron que los niveles circulantes de
citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF- a,
las quimioquinas IL-8, IP-10 y MCP-1, asi
como las moléculas de adhesion ICAM-1
y VCAM-1, se encuentran incrementados
en PE comparados con embarazadas
normales, lo que resulta en un entorno
sistémico pro-inflamatorio. Igualmente,
Hentschke y col. (2012) demostraron que
la expresion RANTES en plasma materno
y tejidos placentarios, en mujeres con
preeclampsia establecida, es mayor que en
mujeres de gestacion compatible con un
embarazo saludable. RANTES (Regulated
upon Activation, Normal T-cell Expressed,
and Secreted)//CCL5 es una quimioquina
que participa en la enfermedades que
cursan con inflamacién cronica mediante
el reclutamiento de células inflamatorias.
Es secretada por muchos tipos de células
como las células endoteliales, células
de mausculo liso, macrofagos, plaquetas
y células-T activadas. Estos resultados
confirman la hipétesis de que la fisiologia
de la PE esta asociada con un aumento del
proceso inflamatorio gestacional normal.

Sin embargo, los resultados relativos a
marcadores de inflamacién del presente
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estudio son contradictorios, ya que bajo
nuestras condiciones experimentales se
reportan niveles plasmaticos disminuidos
de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6
y de RANTES. Al respecto, Taylor y col.
(2016) reportan resultados similares en
los niveles de IL-6 y RANTES (En mujeres
normotensas vs PE, en pg/mL: IL-6: 140
vs. 113 y RANTES: 54,3 vs. 48,7). Esta
inconsistencia de los resultados de IL-6
y RANTES puede sugerir que las mujeres
con PE presentan un perfil inmunolégico
inico en comparacion con las mujeres
normotensas. Sin embargo, no podemos
afirmar si estos marcadores inflamatorios
estan implicados en la patogénesis de
preeclampsia y/o son marcadores de
enfermedad subclinica.

En conclusioén, se reporta aumentos
circulantes de la incretina GIP en una poblacion
de mujeres embarazadas venezolana con
28-40 semanas de gestacion, la cual podria
desempenar un papel en el desarrollo de
resistencia a la insulina en pacientes con PE.
Estos cambios de los niveles GIP circulante,
junto con los factores de riesgo tradicionales,
ayudara a determinar la coexistencia de PE
y DMG. Igualmente sugiere la posibilidad de
que el GIP sea utilizado como biomarcador
prometedor para evaluar la sensibilidad a
la insulina y la resistencia a la insulina en la
PE y/o la DMG. Sin embargo, se requieren
estudios a gran escala y prospectivos para
evaluar si la asociacion entre el incremento de
la presion arterial, la proteinuria, y el aumento
de la GIP, y otras citocinas y quimoquinas
constituyen marcadores tempranos que
permitan pronosticar el desarrollo de DMG
en pacientes con PE.
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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

230



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 direccion
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 discusion 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 cronoloégico:...(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 ecolégicos 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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