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EDITORIAL

EL INDISPENSABLE USO RACIONAL DE
LOS BIOINDICADORES EN PROGRAMAS DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Desde hace muchas décadas una de las tareas mas
importantes de la investigacion biomédica ha sido
la busqueda, desarrollo y validacion de pruebas
diagnosticas que sirvan de indicadores para co-
nocer la presencia, la susceptibilidad, el riesgo, el
estadio y la respuesta al tratamiento de las diversas
enfermedades. Los avances logrados por la bioqui-
mica en esta area han permitido notables mejoras
en los estudios para pacientes individuales, pero
también para el tamizaje poblacional, el cual es
de vital importancia en la medicina asistencial, en
los programas de prevencion y en el estudio sis-
tematico de poblaciones en riesgo y en situacion
vulnerable.

El desarrollo bioquimico y biotecnoldgico en
salud para la generacién de pruebas cada vez mas
sencillas, mas especificas, menos invasivas y tal
vez mas econdmicas, ha sido una constante carrera
que ha mezclado la investigacion y la educacion en
salud con los intereses comerciales y econdmicos
de compafiias multinacionales, con extensas cam-
pafias para el uso de estas pruebas.

El inundar el mercado con multiples productos
diagnosticos ha beneficiado, sin duda, a muchos
pacientes y ha facilitado la labor diagndstica y
de prondstico. Sin embargo el escaso analisis,
conocimiento y entendimiento de la prueba en si
misma, del comportamiento de la enfermedad, de
los alcances de la prueba en el plano diagndstico y
la necesaria reflexién de la evaluacion y la relacion
entre el valor diagnostico y el costo de una prueba,
ha generado paradojas que ocasiona grandes gas-
tos al paciente, a los sistemas estatales y federales
de salud y a las empresas que establecen sistemas
de vigilancia epidemioldgica para sus trabajadores.

Esta evaluacién costo-beneficio deberia de re-
plantear qué prueba es la que tiene el valor correcto
para realizar un diagndstico ante apropiado o ante
un plan de vigilancia epidemioldgica y contrastarla
con su costo y decidir asi cual es la prueba mas
conveniente.

Hay bioindicadores de bajo valor y alto costo que
por si mismos son irrelevantes para el diagndstico

o el prondstico y que implican costos considera-
bles; por ejemplo, un electrocardiograma control
cada afio en un paciente joven sin antecedentes
de enfermedad cardiaca. Hay otras pruebas que
son de bajo valor y bajo costo por si mismas, pero
que se convierten en pruebas de alto costo por
los pasos subsiguientes que provocan, tales como
una secuencia de mas estudios diagnosticos o in-
cluso procedimientos terapéuticos, tales como en
marcadores tumorales. En este sentido hay que
considerar que las pruebas de bajo valor pueden
incurrir con mayor frecuencia en falsos positivos
y generar esa reaccién en cadena de estudios vy
acciones terapéuticas que aumentan el costo con
bajo valor; por ejemplo, una citologia exfoliativa
cérvico-vaginal que muestra inflamacion, sin corre-
lacion clinica de proceso infeccioso o alin mas sin la
presencia de células endocervicales o una muestra
mal calificada por el patdlogo, lo cual puede lle-
var a realizar mas pruebas e incluso tratamiento
antibacterianos o antifingicos, posiblemente sin
necesidad de incrementar notablemente los costos.

Es por lo anterior que hay que conocer el valor
de la prueba y contrastarla con su costo para in-
tegrarla eficientemente al cuadro diagnostico o al
tamizaje poblacional en el caso de programas de
vigilancia epidemiolégica. En tal sentido es mas
conveniente integrar pruebas de alto valor y alto
costo que pruebas de bajo valor y bajo costo que
ocasionen incertidumbre, la posibilidad de falsos
positivos y la generacidn de cadenas de gastos para
complementar la certeza diagnostica de un grupo
de pruebas de bajo valor, aunque las mismas sean
de bajo costo. Asi mismo es necesario considerar
quien las aplique, la sensibilidad, especificidad y va-
lores predictivos positivos y negativos de la prueba
y si esta considerada para la poblacion blanco que
se quiere impactar (Amir Qaseem, Patrick Alguire,
Paul Dallas, Lawrence E. Feinberg, Faith T. Fitzge-
rald, Carrie Horwitch, Linda Humphrey, Richard
LeBlond, Darilyn Moyer, Jeffrey G. Wiese y Steven
Weinberger (2012) High-Value, Cost-Conscious
Care. Ann Intern Med 156:147-149).
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El otro elemento que debe de considerarse para
el uso de las pruebas diagndsticas es la evolucion
de la enfermedad a la par de una situacion fisio-
patoldgica y la condicion en la que el bioindicador
esta generando la informacion. Es evidente que los
indicadores de etapas iniciales o tempranas son
preferidos sobre los que reportan etapas avanzadas
de dafio, aunque los indicadores de etapas iniciales
sean con frecuencia de mayor costo (evaluacion
costo-beneficio).

En condiciones de poblacion abierta o de tra-
bajadores de empresas los indicadores bioldgicos
de tipo diagnostico se utilizan como prevencion
secundaria, haciendo tamizajes o cribados en po-
blacion sana para definir su estado de riesgo para
una o mas enfermedades determinadas o para
auscultar la posibilidad de alguna enfermedad por
condicion del riesgo que corre por encontrarse en
algunas condiciones o en un tipo de labor que le
puede inducir una enfermedad de origen laboral.
Entendiendo que la prevencion primaria es la apli-
cacion de medidas para evitar la enfermedad vy la
secundaria para diagnosticar la susceptibilidad y la
probabilidad de aparicién y la aparicion temprana
de la enfermedad.

Para los sistemas de salud o para las empre-
sas es esencial que los indicadores de prevencion
epidemioldgica tengan alto valor y menor costo.
Es decir que el costo beneficio este a favor de la
inversion realizada. En tal caso, es necesaria la
revision critica y continua de tales programas sis-
tematicos de prevencidn, que permitan establecer
los protocolos adecuados de cribado y la aplicacion
de los conocimientos mas actuales con respecto
a las técnicas empleadas y a la epidemiologia, la
fisiopatologia y la evolucion propia de la enfer-
medad que se trata de prevenir, lo que permitira
retroalimentar los sistemas preventivos y que las
pruebas de cribado sean verdaderamente Utiles y
justifiquen el costo de las mismas. Por eso mismo
quien establece los exdamenes a revisar debe tener
conocimiento de dichas pruebas y sus valores y con
ello saber si la poblacién blanco es susceptible a ser
tamizada con las pruebas propuestas; por ejemplo,
épor qué realizar pruebas de densitometria 0sea a
pacientes que no tienen riesgo segun la edad?

Los cribados epidemioldgicos actuales buscan
garantizar la deteccidén oportuna de la posibilidad
del desarrollo de una enfermedad y ser parte de
un protocolo logistico de accion para generar una
certeza de deteccién y la claridad de acciones
secundarias concisas; adicional a la busqueda de
los minimos falsos negativos o falsos positivos y
un costo acorde con el valor de la prueba. En la

blusqueda de certeza diagndstica y en la reduccion
de costos y mejora en la sensibilidad y especifi-
cidad del tamizaje, se ha generado la necesidad
del uso de pruebas moleculares sobre las pruebas
citoldgicas, tisulares y de imagenologia. Asi mismo
el conocimiento de la historia natural de la enfer-
medad y del comportamiento de la susceptibilidad
individual a la misma, implica revisar continuamen-
te los criterios de cribado, tanto en la poblacion a
estudiar, como en la frecuencia de aplicacion de las
pruebas y la interpretacion logistica y la generacion
de algoritmos de aplicacion y accidén de las mismas.

Un caso particular lo constituyen los programas
de proteccidon epidemiolégica para la deteccion
temprana de cancer cérvico-uterino, la conducta
para generar un cribado adecuado de la poblacion
que se recomienda actualmente de manera oficial
se encuentra en la NOM-014 SSA 2 1994, que es-
pecifica que la citologia exfoliativa se aplique cada
afo a mujeres de entre 25 a 64 afnos de edad, si la
prueba resulta negativa en dos afios consecutivos,
las siguientes pruebas deben de realizarse cada 3
afnos. Esta norma no considera la baja sensibilidad
de la prueba (bajo valor), presenta 40% de falsos
negativos, es poco eficiente para detectar etapas
tempranas y depende de varios puntos de subje-
tividad y experiencia, tanto en la obtencion de la
muestra como del analisis histoldgico, aunque es de
bajo costo. Todo indica que esta prueba no deberia
de ser la primera eleccién en un sistema de cribado
para un programa de vigilancia epidemioldgica.

Actualmente se cuenta con pruebas molecula-
res para la prediccion temprana de la posibilidad
de adquirir cancer cérvico-uterino, como lo es la
captura de hibridos 2 (HC2) o por la amplificacion
con reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del
gen L1, del virus del papiloma humano (VPH) con
la deteccion vy tipificacidn de 2 virus de bajo riesgo
(11y6)y6virusde altoriesgo (16, 18, 31, 33, 52
y 58), estos ultimos los mas frecuentemente aso-
ciados con la evolucién de esta infeccién a lesiones
precancerosas y al cancer mismo (Matah Manjari,
Sareen Sweta (2012) Detection of HPV by PCR—A
Novel Step in the Prevention of Cancer Cervix.
The Journal of Obstetrics and Gynecology of India.
62(2):188-191).

La prueba para detectar al VPH aparece positiva
de forma mucho mas temprana que las lesiones ini-
ciales en células y tejidos, es mas facil de detectar,
tiene un indice mucho menor de falsos positivos
y notablemente menor de falsos negativos, por lo
cual es una prueba de valor aunque su costo sea
mayor que la tradicional citologia exfoliativa con
tincion de Papanicolaou (celular) o la colposcopia
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con prueba de yodo y acido acético (tisular), donde
las lesiones celulares y titulares se observan hasta
anos después de la deteccién oportuna del virus.

Por otro lado, el método de tamizaje por PCR
para tipos de virus de alto riesgo es mucho mas
sensible, con solo un 4% de falsos negativos, lo que
otorga una disminucién de 36 puntos porcentuales
de falsos negativos con respeto a la citologia. Adi-
cionalmente la obtencidn de la muestra y el analisis
automatizado, hacen que la prueba no sea subje-
tiva y que no dependa de una especializacién con
experiencia critica. En este caso el criterio indica
que el bioindicador se debe de usar en mujeres de
30 a 63 afios de edad, si la prueba es negativa,
se recomienda realizarla cada tres afios (Primer
Consenso Nacional de Prevencién, Diagndstico
y Tratamiento del Cancer Cervicouterino (2014)
Gaceta Mexicana de Oncologia. Vol 13(4)).

Si se asocian ambas pruebas, la del virus (mole-
cular) con la citologia (celular) y ambos muestran
resultados negativos el valor predictivo crece hasta
el 99 % vy el estudio se puede diferir hasta 5 afios.
Lo que indica claramente que la vigilancia con solo
la citologia es el peor escenario para la prevencion
y que la mejor practica es realizar la prueba mole-
cular y la citolégica (M Paz Cafiadas, Belén Lloveras,
Attila Lorincz, Maijo Ejarque, Rebeca Font, Xavier
Bosch y Silvia de Sanjosé (2006) Evaluacion de las
técnicas de deteccion del VPH en los programas de
cribado para cancer de cuello uterino. Salud Publica
Mex 48:373-378).

Para el caso de resultar positiva la deteccion
del virus de alto riesgo, se debe de indicar la col-
poscopia (prueba tisular), para analizar cémo se
encuentra el cuello uterino, sea positivo o negativo
el resultado de la citologia. Existe una serie de
posibilidades y combinaciones de los resultados
de las pruebas moleculares, celulares vy tisulares
que generan logisticas definidas de diagndstico,
intervencion y tratamiento, estos algoritmos y
sus ventajas deben ser conocidos y aplicados para

lograr el mejor y mas eficiente sistema preventivo
epidemiolégico en todos los casos.

Todas las combinaciones y recomendaciones
actuales en nuestro pais frente a éste y a muchos
otros padecimientos, se basan en el costo de las
pruebas y no en el valor de las mismas y aunque
el costo es un factor importante, no es justifican-
te para seguir aplicando protocolos de vigilancia
epidemioldgica de bajo valor, poniendo en riesgo
la salud de la poblacién susceptible y mas vulne-
rable; tal y como continua siendo la practica en
instituciones de asistencia social y en multiples
programas de proteccion laboral. Sin embargo,
hay estudios en nuestro pais de la relacion costo-
efectividad en intervenciones preventivas de esta
enfermedad, donde los resultados indican que el
tamizaje por PCR es la intervencion mas efectiva en
términos del costo y en relacién a costo efectividad
es la combinacion de ambas pruebas molecular
y citolégica la mejor opcién (Esperanza Rosalba
Rodriguez-Reyes, Ricardo M Cerda-Flores, Juan M
Quinones-Pérez, Elva I Cortés-Gutiérrez (2008)
Validez de tres métodos utilizados para la deteccion
incipiente del cancer cervicouterino. Rev Med Inst
Mex Seguro Soc 46(3):267-272).

Es evidente que se impone el uso de los bioindi-
cadores moleculares para la deteccion temprana de
enfermedades o de la evaluacion del riesgo de las
mismas, su uso racional y con el algoritmo correcto
€s una urgencia en nuestro pais, la tardanza en
su aplicacion seguira implicando altos costos, bajo
valor y muchas vidas.

Maria Concepcion Flores Barajas
Servicio Médico de Pefioles
connyfloresb@outlook.es

E. Rosalba Rodriguez Reyes
Ginecologia y Salud Reproductiva
rrrjmgp@hotmail.com
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RESUMEN PALABRAS
Las quinolonas, un grupo de antibidticos sintéticos, han generado un considerable  CLAVE:
interés tanto cientifico como clinico. El mecanismo de accién de las quinolonas con-  Antibidticos,
siste en la inhibicién de las enzimas ADN girasa y topoisomerasa IV. Las primeras topo-
bacterias resistentes a quinolonas estudiadas contenian mutaciones en los genes isomerasas,
cromosémicos que codifican a dichas enzimas. De manera inesperada, recientemente  plasmidos.

se identificaron determinantes de resistencia a quinolonas en varios plasmidos. Las
propiedades de estos determinantes se analizan brevemente en esta revision.

ABSTRACT

Quinolones, a group of synthetic antibiotics, have generated significant interest
both in scientific and clinical grounds. The mechanism of action of quinolones con-
sists in the inhibition of the enzymes DNA gyrase and topoisomerase IV. The first
quinolone-resistant bacteria studied had mutations in chromosomal genes encoding
those enzymes. Unexpectedly, several plasmid-encoded quinolone resistance de-
terminants have been identified recently. The properties of these determinants are

KEY WORDS:
Antibiotics,
topo-
isomerases,
plasmids.

briefly analyzed in this review.

1. INTRODUCCION

El inicio de cinco décadas de desarrollo y uso de
los antibiodticos sintéticos denominados quinolo-
nas estd marcado por el descubrimiento del acido
nalidixico, molécula derivada de la 1,8-naftiridina,
y su introduccion en 1967 para uso clinico en el
tratamiento de infecciones del tracto urinario oca-
sionadas por bacterias Gram-negativas (5). Las
quinolonas han sido el centro de un considerable
interés, tanto cientifico como clinico, debido a que
ofrecen muchos de los atributos de un antibiético
ideal: alta potencia, amplio espectro de accion,
buena biodisponibilidad, formulaciones orales e
intravenosas, altos niveles en suero, un amplio
volumen de distribucion y baja incidencia de
efectos adversos (3). Como ha ocurrido con todos
los antibidticos empleados en el tratamiento de

*Recibido: 2 de febrero de 2015

infecciones bacterianas, en el caso de las quinio-
lonas también se han detectado microorganismos
resistentes a estos antibioticos. Las bacterias han
desarrollado variados e ingeniosos mecanismos
de tolerancia a estas drogas, codificados tanto
en genes cromosémicos como en genes de plas-
midos. Los plasmidos son elementos genéticos
extracromosémicos de ADN que estan presentes
en la mayoria de las bacterias. Los plasmidos con
frecuencia se pueden transferir de una célula bac-
teriana a otra. Los plasmidos cominmente poseen
genes que codifican propiedades adaptativas que
les permiten a las bacterias sobrevivir en condi-
ciones ambientales adversas, como la presencia
de antibidticos y de otros compuestos nocivos. En
esta revision se describiran brevemente los deter-
minantes bacterianos de resistencia a quinolonas
presentes en plasmidos.

Aceptado: 31 de marzo de 2015
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Figura 1. Estructura base de las quinolonas y funciones
de los sustituyentes. Los grupos R representan las
posiciones sustituidas comunmente. Se indican
los principales procesos en los que participan las
modificaciones en cada posicion. Las moléculas donde
la posicion 8 se sustituye por un atomo de carbono
son quinolonas y cuando se sustituye por un atomo de
nitrogeno son naftiridinas. Modificada de (2).
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2. DESARROLLO DE LAS QUINOLONAS

A lo largo del tiempo se han hecho diversas modi-
ficaciones al ntcleo naftiridina del acido nalidixico,
considerado la estructura base (Fig. 1), las cuales
han incrementado el espectro antimicrobiano y
la potencia y mejorado la biodisponibilidad de los
nuevos farmacos. Asi, las quinolonas se consideran
antibidticos eficaces y seguros para el tratamiento
de infecciones bacterianas (2). Una de las primeras
modificaciones a la estructura base fue la adicion
de un atomo de fldor en la posicién 6 (Figura 1), la
cual incrementd mas de 10 veces su potencia; tal
modificacion estabiliza la unidn del antibidtico con
su sitio blanco al influir en la distribucion de cargas
de la molécula. Otras modificaciones se han reali-
zado en las distintas posiciones del nucleo basico,
ampliando el espectro de accion de las quinolonas
hacia bacterias Gram positivas y microorganismos
anaerobios (10) (Fig. 1). La Figura 2 muestra las
etapas de desarrollo de las distintas quinolonas y
las estructuras quimicas de algunos de los anti-
bidticos representativos del grupo.

3. MECANISMO DE ACCION DE LAS QUINOLONAS

Para ejercer sus efectos antimicrobianos, las qui-
nolonas son primero transportadas al interior de la
célula bacteriana mediante un proceso de difusion
simple. El mecanismo de accion de estos antibioti-
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Figura 2. Etapas de desarrollo de las quinolonas. Se muestran las cuatro generaciones de quinolonas a través
de casi seis décadas, desde la sintesis del acido nalidixico (1962) hasta el desarrollo de la nemonoxacina (2014).
Se presentan las estructuras quimicas de quinolonas representativas de las distintas etapas. Modificada de (5).
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cos consiste en la inhibicidon de dos enzimas clave
para la replicacion, transcripcidon y reparacion del
ADN de la célula bacteriana: la ADN topoisomerasa
IT o ADN girasa y la ADN topoisomerasa 1V (4).
Estas enzimas pertenecen a la familia de topoiso-
merasas tipo IIA y estan compuestas cada una de
dos subunidades: GyrA y GyrB para la ADN girasa,
ParC y ParE para la topoisomerasa IV (Fig. 3).
Ambas enzimas contribuyen al desenrollamiento
del ADN que se requiere para que éste pueda ser
procesado, pero funcionan de diferente manera:
la girasa remueve superenrollamientos positivos
y avanza delante de la horquilla de replicacion,
mientras que la topoisomerasa IV introduce su-
perenrollamientos positivos avanzando detras de
la horquilla de replicacién; esta enzima, ademas,
participa en la segregacion de los cromosomas
posterior a la division celular (8).

Las topoisomerasas tipo IIA introducen un par
de cortes en la cadena sencilla de ADN, unién-
dose covalentemente al extremo 5’ formando el
complejo ADN-topoisomerasa (Fig. 3), lo cual
relaja el superenrollamiento de la doble hélice.
Las quinolonas se unen al complejo, atrapando a
la topoisomerasa en el ADN, lo que da como re-
sultado la inhibicion de la replicacion. Este nuevo
complejo ternario, ADN-Topoisomerasa-Quinolona
(Fig. 3), bloquea el movimiento de la horquilla de
replicacion y de los complejos transcripcionales,
inhibiendo el crecimiento bacteriano y causando
eventualmente la muerte celular (9).

4. RESISTENCIA BACTERIANA A QUINOLONAS

Debido al origen sintético de las quinolonas, se
considerd inicialmente que el Unico mecanismo
de resistencia que las bacterias podrian adquirir
serian las mutaciones en los genes que codifican a
las proteinas blanco, las topoisomerasas tipo IIA, o
a los transportadores de membrana, que expulsan
compuestos toxicos del citoplasma. En cuanto a
la adquisicidon de resistencia mediante la transfe-
rencia de genes plasmidicos, se considerd que no
seria posible, ya que el origen de los genes que
confieren resistencia a antibiéticos no-sintéticos
generalmente radica en los propios microorganis-
mos que los producen (7). En los Ultimos afios se
ha encontrado, sin embargo, que los sistemas de
resistencia codificados en plasmidos representan
una importante fuente de mecanismos bacteria-
nos novedosos capaces de contrarrestar el efecto
nocivo de las quinolonas. El analisis de los genes y
proteinas relacionados con la resistencia a quino-
lonas sugiere que éstos surgieron mucho tiempo
antes del uso de dichos antibiéticos.

Los sistemas de resistencia a quinolonas pueden

GyrB o ParE

—_— Gyrh o ParC
ADN + Topoisomerasa

Complejo ADN-Topoisomerasa

@ Quinolona

——

Complejo ADN-Topoisomerasa-Quinolona —

Inhibiciénde la
sintesis de ADN

|

Fragmentacion
——> | Muerte celular
del cromosoma

Figura 3. Mecanismo de accidon de las quinolonas. Para
relajar el ADN superenrollado y permitir que el ADN
pueda ser procesado, las topoisomerasas introducen
cortes en la molécula. La formacion del complejo
ADN-Topoisomerasa-Quinolona inhibe la replicacion
del ADN, impidiendo que los cortes en la doble hélice
sean resellados, y el cromosoma se fragmenta; ambas
situaciones pueden conducir a la muerte celular.
Modificada de (4).

dividirse en dos grupos (1) (Fig. 4): i) los que estan
codificados en genes cromosémicos, que incluyen
las modificaciones en los sitios blanco del antibidtico
y los sistemas de expulsion; vy ii) los codificados
por genes presentes en plasmidos, que incluyen a
las proteinas Qnr, la enzima aminoglucdsido acetil
transferasa modificada y los sistemas membranales
de expulsién. Los sistemas plasmidicos se analiza-
ran a continuacion.

5. RESISTENCIA A QUINOLONAS DETERMINA-
DA POR GENES PLASMIDICOS

5.1. Proteinas Qnr

Las proteinas Qnr se identificaron por primera vez
en el plasmido pMG252, aislado de una cepa clinica
de la enterobacteria Klebsiella pneumoniae resisten-
te a ciprofloxacina. En esta bacteria se identificd una
proteina de 219 aminoacidos, QnrA, que confiere
resistencia a quinolonas (12). Las proteinas Qnr
pertenecen a la familia de pentapéptidos repetidos,
llamada asi porgue sus miembros contienen un
motivo recurrente de cinco aminoacidos en tdndem
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Figura 4. Sistemas de resistencia a quinolonas. Se representa una célula bacteriana mostrando los distintos sistemas
de resistencia; los detalles se describen en el texto. (1) Resistencia mediada por mutaciones en los genes de las
enzimas ADN girasa y topoisomerasa IV, que disminuyen la union del antibidtico. (2) Resistencia mediada por genes
plasmidicos: (2a) Proteinas Qnr (en amarillo), que inhiben la unién de la quinolona al complejo ADN-topoisomerasa;
(2b) La enzima AAC(6°)-1b-cr, que acetila algunas quinolonas reduciendo su efectividad; (2c) Sistemas membranales
de expulsion, que disminuyen la concentracion intracelular de las quinolonas. (3) Resistencia mediada por genes
cromosomicos: (3a) Disminucion de la expresion de porinas, que limita el ingreso del antibidtico; (3b) Sistemas

de expulsion. Modificada de (1).

[Ser, Thr, Ala o Val] [Asp o Asn] [Leu o Phe] [Ser,
Thr o Arg] [Gly] (12). Aunque se han identificado
en los distintos genomas bacterianos mas de 500
secuencias que contienen el motivo pentapéptido
repetido, se desconoce la funcion de casi todas
ellas. Las secuencias que codifican proteinas Qnr
se encuentran ampliamente distribuidas en los
genomas de enterobacterias. Ademas de QnrA, se
han estudiado las proteinas QnrB, también de K.
pneumoniae, y QnrS, de Shigella flexneri. Aunque
se sabe que estas proteinas se unen al complejo
ADN-Topoisomerasa, impidiendo la unién de las
quinolonas (Fig. 4), no se conoce con detalle su
mecanismo de accion.

5.2 Modificaciéon enzimatica de las quinolonas

Un sistema de modificacion quimica de quinolonas,
codificado en el plasmido pHSH10-2, se identificd
en una cepa clinica de Escherichia coli resistente
a ciprofloxacina (11). Mediante mutagénesis por
transposicién se encontré que pHSH10-2 codifica a
la proteina AAC(6')-Ib-cr, cuya secuencia muestra
similitud con las aminoglucdsido acetil transferasas,
enzimas que confieren resistencia a antibiéticos del
grupo de los aminoglucdsidos por medio de su ace-
tilacion y consecuente inactivacién. El andlisis de la
secuencia de esta enzima reveld que se encuentra
modificada en los aminoacidos 102 (Trp = Arg) y
179 (Asp - Tyr), con respecto a las aminoglucdsido
acetil transferasas; la mutagénesis dirigida a los

codones correspondientes mostrd que, en ausencia
de dichos cambios, la proteina no se asocia con la
resistencia a quinolonas. Asi, las mutaciones causa-
ron un cambio drastico en la especificidad de sus-
trato en la enzima AAC(6')-Ib-cr. Mediante ensayos
de acetilacién con ciprofloxacina como sustrato, se
confirmé que la enzima introduce un acetilo en el
nitrégeno del grupo piperazina en la posicién 6 del
antibidtico (Fig. 1); la modificacién reduce la afini-
dad de esta quinolona por las topoisomerasas (Fig.
4), originando la resistencia.

5.3 Sistemas de expulsion

A la fecha se han identificado dos plasmidos, pHPA
y pOLA52, que confieren resistencia a quinolonas
mediante sistemas membranales de expulsién, los
cuales causan una disminucion de la concentracién
intracelular del farmaco (Fig. 4).

El pldsmido pHPA, aislado de una cepa clinica de
E. coli codifica a la proteina de membrana interna
QepA, la cual se agrupa en la superfamilia de trans-
portadores MFS. Esta proteina confiere resistencia
mediante la expulsién del citoplasma de quinolonas
hidrofilicas como ciprofloxacina y norfloxacina (Fig.
2).

Por otra parte, el pldasmido pOLA52, proveniente
de una cepa de E. coli aislada de estiércol de cer-
dos, codifica a OgxA, una proteina de membrana
interna perteneciente a la familia de transportadores
RND, y a OgxB, una proteina del periplasma (6).
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Gram-negativas

Quinolonas

R sls!

Citoplasma

Figura 3. Sistemas bacterianos de expulsion. Se muestra esquematicamente el funcionamiento de un complejo
tripartita de expulsion. A) Proteina de la membrana interna (MI), que une a la quinolona (esferas de color rojo)
en el citoplasma. B) proteina de la membrana externa (ME), que expulsa al antibidtico al exterior de la célula. C)
Proteina del periplasma, que conecta a los dos componentes membranales. En la parte superior se sefiala el tipo
de bacteria donde se encuentra cada sistema de expulsion.

Las proteinas OgxAB confieren resistencia a acido
nalidixico y ciprofloxacina; el hallazgo de que son
capaces de expulsar al colorante bromuro de etidio,
sugiere que la resistencia a quinolonas también esta
dada por su expulsiéon del citoplasma. Para conferir
resistencia a quinolonas, OgxA y OgxB requieren
de un componente adicional de la membrana ex-
terna, la proteina TolC, por lo que funcionan como
un complejo tripartita de expulsion, OgxAB-TolC,
similar a algunos sistemas codificados por genes
cromosomicos (Fig. 5).

6. CONSIDERACIONES FINALES

La historia de las quinolonas abarca mas de 50 afios,
periodo en el cual se ha desarrollado una gran varie-
dad de moléculas con actividad antimicrobiana. Sin
embargo, de manera paralela al desarrollo de nue-
vas quinolonas, el nimero de bacterias resistentes
ha ido en aumento. No obstante, la ciprofloxacina,

con mas de 30 afos de uso, continla siendo un
farmaco de primera eleccion en el tratamiento de
infecciones por enterobacterias.

A pesar de que se han descrito varios meca-
nismos de resistencia a quinolonas, la forma mas
comun de resistencia es la causada por mutaciones
especificas en los genes de la ADN girasa y de la
topoisomerasa IV. Como se describié en este tra-
bajo, los determinantes de resistencia codificados
en plasmidos representan una fuente continua de
mecanismos evolutivos de las bacterias que les
permiten contrarrestar el efecto toxico de las qui-
nolonas.
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RESUMEN

En este trabajo se hace una reflexiéon sobre las particularidades concordantes vy
discordantes que presentan los iones en estado coloidal, como el caso de la plata
coloidal, que es responsable de dichas particularidades debido a su efecto oxidativo.
Este compuesto es ampliamente utilizado como bactericida de frutas y legumbres,
por lo que resulta pertinente analizar sus posibles implicaciones para la salud, con
base en su actuacion como xenobidtico, antigeno y disruptor hormonal. Las carac-
teristicas estructurales de algunos coloides (compuestos de proteinas y metales)
no naturales, como a plata coloidal, son propias de compuestos que pueden tener
un comportamiento tanto de xenobidticos (Xbs) como de antigenos (An). En ambos
casos, son moléculas extrafias capaces de estimular los mecanismos de defensa
quimica e inmunoldgica, y se distinguen por la induccidén en la sintesis de proteinas
del complejo enzimatico del citocromo P450 (CYP) o de las inmunoglobulinas 1gG,
respectivamente, con la finalidad de responder a ellos eliminandolos, neutralizan-
dolos o tolerandolos. La dualidad de funciones de la plata coloidal como xenobidtico
o antigeno se analiza considerandola un disruptor hormonal o xenohormonas, bajo
la perspectiva de los receptores nucleares, particularmente los estrogénicos o es-
teroideos, los cuales presentan un dominio rico en cisteinas. Debido a la afinidad
natural que tienen los metales con las regiones ricas en grupos sulfhidrilos (tioles),
grupo activo de la cisteina, éstos podrian ser de manera inespecifica los centros de
actividad de los coloides para regular ambas funciones.

ABSTRACT

In this paper, the author reflects on the concordant and discordant peculiarities of
colloidal ions such as colloidal silver, responsible of those particularities because of its
oxidative effect. This compound is widely used as a bactericide for fruit and vegetables,
therefore, analyzing the possible health implications related to its performance as a
xenobiotic, antigen and hormone disruptor is appropriate. The structural characteristics
of some unnatural colloids, like colloidal silver (protein compounds and metals), are
typical of compounds able to act as xenobiotics (Xbs) and/or antigens, (An). In both
cases, they are foreign molecules capable of stimulating chemical and immunological
defense mechanisms, and they can be recognized because of the induction of protein
synthesis, the enzymatic complex of cytochrome P450 (CYP) or IgG immunoglobulins,
respectively, in order to respond by eliminating, neutralizing or tolerating them.
The dual role of colloidal silver, xenobiotic or antigen is analyzed considering it as
a hormonal or xenohormones disruptor, from the perspective of nuclear receptors,
particularly estrogen or steroids, which have a domain rich in cysteines. Due to the
natural affinity of metal rich regions for sulfhydryl groups (thiols), an active group of
cysteine, these could nonspecifically be the activity centers of the colloids to regulate
both functions.

*Recibido: 23 de marzo de 2014 Aceptado: 31 de marzo de 2015
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INTRODUCCION

La plata coloidal (Pc) se compone de particulas de
plata muy pequenas cargadas eléctricamente, que
varian de 1 a 10 nm de didmetro y estan suspen-
didas en agua destilada. La estabilizacion de las
cargas en presentaciones comerciales se ha hecho
con albumina y grenetina vegetal; actualmente, se
utilizan otros compuestos para estabilizar el coloide,
la carga y el tamano, conocidas como nanoparticulas
de plata (AgNPs).

Uno de los usos de los coloides de plata es el
combate contra las bacterias. Se introdujeron al
mercado hace mas de tres décadas para sustituir
las sales de plata, que tenian fines terapéuticos y
multiples propiedades farmacoldgicas. No obstante
sus efectos benéficos, la acumulacion vy la afinidad
de este compuesto con proteinas ricas en grupos
tioles producen una coloracion grisacea de la piel
conocida como argiria; cuando ocurre en otros or-
ganos (0jos, higado, etcétera) se le llama argiriosis.

En México, la plata coloidal se usa como bacte-
ricida a partir del brote de célera en 1993. Existen
varias presentaciones comerciales de Pc (Biopur,
Microdyn, Silverdin y Cromin) y se emplean prin-
cipalmente como desinfectantes de agua, frutas y
verduras. El éxito en su aceptacion por parte de la
poblacidn se debe a sus propiedades organolépticas,
ya que no presenta sabor, color ni olor, ademas de
su facil manejo.

Si bien la Pc control6 el brote de célera en México
en virtud de su potente accion contra enterobac-
terias, su uso desmedido y sin control podria ser
responsable de efectos adversos a la salud (1-3),
asociados principalmente con la defensa inmune y
guimica. En este trabajo, se pone a consideracion
del lector algunas implicaciones de dicho uso basa-
das en las caracteristicas de la Pc como coloide, es
decir, la interaccién de iones de plata y proteinas
tipo albumina y grenetina. Aunque se introduzca
Unicamente como plata ionizada (Ag*) o metdlica
(Age®),en un momento ambas, bajo ciertas condicio-
nes fisioldgicas, forman coloides ya que interactian
con proteinas séricas, principalmente albimina.
Esta es una proteina de PM de 68 kDa presente
mayoritariamente en suero, la cual se encarga de
transportar muchas moléculas, entre ellas la Ag, y
se metaboliza en el higado. Participa activamente en
la movilizacion de metales, iones, asi como molécu-
las hidrosolubles y liposolubles derivadas o no del
metabolismo enddgeno y del exdgeno (metabolismo
de xenobidticos); la informacién genética para su
sintesis se localiza en el cromosoma 4 y su metabo-
lismo se regula por los receptores glucocorticoides
(4-6).
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Por su parte, la grenetina tiene un peso mo-
lecular por arriba de los 100 kDa,es uno de los
componentes del colageno, se localiza en la matriz
extracelular y se metaboliza en el rifion. Aunque la
presentacion del coloide de plata se estabiliza con
grenetina vegetal o albumina, lo mas factible es que
ciertos iones se desprendan y formen coloides con
otras proteinas afines. Cualquiera que sea el caso,
la interaccion proteina-metal permite que estos
coloides se comporten como moléculas extranas,
es decir, como antigenos (An) o como xenobidti-
cos (Xbs), los cuales inducen los mecanismos de
defensa inmune y quimica en los que se genera de
nuevo la sintesis de proteinas, como los anticuerpos
o inmunoglobulinas y las enzimas de la gran fami-
lia del sistema metabolizante del citocromo P450
(CYP450), respectivamente.

La Pc no es un componente natural, es decir, se
trata de una molécula extrafia que dependiendo
de la via de exposicion (oral, inhalatoria o cuta-
nea) puede ingresar a los organismos. En el caso
particular de la Pc usada como bactericida de agua
y legumbres, la exposicion es oral y si se absorbe
puede comportarse como un An y un Xbs ambiental,
estimulando la defensa quimica o la inmune (3, 7).
Los mecanismos de defensas en procesos que los
seres vivos han desarrollado y evolucionado para
responder a distintos ataques bioldgicos, quimicos
y fisicos provenientes de la presién ambiental, los
estilos de vida y la dieta, de manera que, ante és-
tos, los organismos pueden reaccionar, adaptarse,
tolerar o perecer.

Existen reportes que consideran a las AgNPs
y a la plata coloidal como inmunomoduladores o
como un segundo mecanismo de defensa inmune,
atribuyéndoles una amplia actividad terapéutica (2)
precisamente por sus efectos inmunes, entre ellos
los antiinflamatorios (8), pero se desconocen sus
implicaciones en lo referente a la inmunotoxicidad
y la autoinmunidad; por tal motivo, el interés de
este breve ensayo en analizar las caracteristicas
generales de los Xbs y los An en forma de coloides
que conducen a la activacion de los mecanismos de
defensa quimica e inmune y que actian como dis-
ruptores hormonales, bajo la perspectiva de su afi-
nidad con los receptores nucleares, particularmente
los estrogénicos o esteroideos. Ademas, se sabe que
los Xbs ambientales, entre ellos los metales como
la plata coloidal, que estimulan la defensa quimica,
en su mayoria son inmunotdxicos y también acttan
como disruptores hormonales o xenohormonas. En
funcién de lo anterior, aqui se considera que la rela-
cion de los Xbs ambientales, en ambos sistemas de
defensa, estaria regulada por receptores nucleares,
particularmente los esteroideos (9), mediante la
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modificacion del vinculo entre los grupos tioles y las
uniones disulfuro, dada la afinidad de los metales
con éstos.

De tal forma, se justifica el analisis del papel
fundamental de la defensa quimica en la regula-
cion del sistema endocrino e inmunoldgico y sus
repercusiones en la salud.

Desde la década de los 70, existen reportes que
demuestran que muchos de los Xbs ambientales
presentan inmunotoxicidad; ademas, la mayoria
de ellos tiene caracteristicas de xenohormonas,
conocidos también como compuestos disruptores
endocrinos (EDCs) por sus siglas en inglés) (9, 10),
que alteran la homeostasis hormonal. Igualmente,
se conoce de la relacion entre ambas defensas, ya
que los procesos inflamatorios inhiben la expresion
de algunos CYP450, alteran la regulacion de los
mismos y, por tanto, modifican la defensa quimica
(3, 4). También se sabe que los compuestos in-
munosupresores suprimen o inhiben la expresion
de algunos CYP450; por esto, no es raro que la
defensa inmune y la quimica actlien de manera
coordinada, a través de los receptores nucleares,
principalmente los estrogénicos, que presentan
un dominio rico en cisteinas, debido a la afinidad
natural que tienen los metales con estas regiones
ricas en grupos sulfhidrilos (tioles) de la cisteina.
Por esta razdn, actuarian también indirectamente
como disruptores hormonales. Asimismo, con base
en el papel reductor que tiene la mayoria de los
metales, causan la ruptura de las uniones disulfuro
apoyando la plasticidad y actividad de las proteinas.

CARACTERISTICAS DE LOS XENOBIOTICOS
(Xbs) Y LA INDUCCION DE LA DEFENSA
QUIMICA

Los Xbs son moléculas generalmente de naturaleza
liposoluble, insolubles en agua y de muy bajo peso
molecular -menor a 1 kD-, con poca complejidad
estructural, generalmente planos, aromaticos, al-
gunos no planares. Se trata de aminas y amidas
heterociclicas, ademas de hidrocarburos poliaro-
maticos y en el caso de los farmacos, son acidos o
bases débiles. Algunos ejemplos son los compues-
tos quimicos naturales o sintéticos, plaguicidas,
insecticidas, hidrocarburos policiclicos, aditivos
alimentarios y farmacos, etcétera.

Asi, un Xbs es todo compuesto extrafio quimi-
co sintetizado en la industria quimica, industrial,
agroquimica, farmacéutica y alimentaria, capaz de
activar los mecanismos de la “defensa quimica”
para su biotransformacion y eliminacion.

La defensa quimica es el mecanismo utilizado
por las células para eliminar compuestos extrafios
o0 Xbs que ingresan en los organismos, mediante un
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complejo enzimatico del CYP450 oxidorreductasa
que participa en su biotransformacion. En ésta, se
modifica la polaridad de las moléculas para que
sean eliminadas en los fluidos corporales (orina,
saliva o sudor).

El metabolismo o la biotransformacién de Xbs
ocurre principalmente en el higado, 6rgano trans-
formador, por excelencia, de las sustancias extrafas
que entran en el organismo, a través de la induccion
del CYP450; sin embargo, la inducciéon también
ocurre en otras células como las linfocitarias, de
pulmon, rifién, glandulas suprarrenales, intestino,
pancreas, cerebro, etcétera. El complejo enzimatico
del CYP450 comprende mas de 18 familias y 44
subfamilias en el hombre (4, 5).

El complejo enzimatico del CYP450 esta formado
por una hemoproteina tipo tiolasa de aproximada-
mente 35 a 45 kDa y por el grupo prostético hemo,
donde se llevan a cabo las oxidaciones catalizadas
por enzimas de tipo monooxigenasas, dependientes
del dinucledtido de nicotina y adenina reducido
(NADPH) y el oxigeno molecular. Los organismos
también usan este mecanismo para el metabolismo
endogeno de moléculas liposolubles o esteroidogé-
nicas vitales; sin embargo, el complejo enzimatico
del CYP450 para el metabolismo de Xbs se localiza
en el reticulo endoplasmico (RER), mientras que el
metabolismo enddgeno esteroideo principalmente
esta en la mitocondria (11, 12). Resulta interesante
el hecho de que la mayoria de las enzimas indu-
cibles del CYP450 por Xbs forman parte del RER y
se regulan via receptores nucleares, en tanto que
las del metabolismo enddgeno estan localizadas
en la mitocondria y su deficiencia es incompatible
con la vida o con enfermedades genéticas.

Como ya se menciono, esta familia de enzimas se
encarga del metabolismo de las moléculas endoge-
nas de naturaleza liposoluble, como los mediadores
hormonales, entre ellos las hormonas esteroideas
y tiroideas, que participan en el metabolismo y la
regulacién celular, y algunos Xbs, tales como far-
macos y contaminantes ambientales, que actian
como EDCs porque compiten con la regulacién del
metabolismo enddgeno, alterando los mecanismos
de la respuesta endocrina y, consecuentemente,
modificando también la respuesta inmunoldgica y
quimica (3, 4, 9, 13).

Los CYP450 encargados del metabolismo de Xbs
pertenecen a tres familias, a saber: CYP450 1, 2
y 3, y a varias subfamilias para el CYP 450 1, con
dos subfamilias, A y B, asi como 13 subfamilias
para el CYP4502 (A, B,C, D, E, F, G, J, R, S,U,W),
mientras que para el CYP450 3 hay una subfamilia
(A). La familia de CYP450 2 y 3 con mas subfamilias
participa también en el metabolismo de esteroi-
des, por tanto, éstos son blancos idoneos de los



REB 34(1): 10-25, 2015 Plata coloidal: xenobidtico, antigeno y disruptor hormonal

EDCs, particularmente el 2D6 que es uno de los
mas estudiados porque se encarga del metabolis-
mo de farmacos neurolépticos y antidepresivos y
se inhabilita por inhibidores de prostaglandinas e
inmunosupresores (5, 14).

Las familias de CYP450 que contribuyen mas en
el metabolismo de farmacos son el CYP4503A 4/5
con el 30.2 %, el 2D6 con el 20%, el 2C9 con el
12.8%, el 1A2 con el 8.9%, el 2B6 con el 7.2%,
el 2C19 con el 6.8%, el 2C8 con el 4.7%, el 2A6
con el 3.4%, el 212 con el 3% y el 2E1 con el 3%
(4).

En el ser humano, este complejo enzimatico
comprende 57 genes funcionales y 58 pseudogenes
distribuidos en distintos cromosomas autosémicos,
por ejemplo, los genes del CYP450 2C se localizan
en el cromosoma 10; los CYP450 1A1y 1A2, en el
cromosoma 15; el CYP450 2B6, en el cromosoma
19; mientras que los CYP4502D y 2A1 estan en el
cromosoma 22; etcétera (4, 5). Entre ellos existe
suficiente homologia respecto de la secuencia de
aminoacidos.

El complejo enzimatico de CYP450 localizado
en la mitocondria comprende a las familias 4, 5,
7,17, 19, 21y 27, con excepcion de la familia 4,
encargada del metabolismo de acidos, entre los que
se encuentran los biliares. Las demas pertenecen
a las enzimas involucradas en el metabolismo de
esteroides, que se relacionan con enfermedades;
por ejemplo, CYP45011B1 se asocia con la enfer-
medad de Addison, el hiper aldosteronismo familiar,
la hiperplasia adrenal congénita y la esclerosis
multiple, mientras que CYP45021A2 se vincula con
la enfermedad de pérdida de sal (salt wasting), por
la deficiencia de la 21 hidroxilasa y la aldosterona
sintasa, respectivamente (14).

La consecuencia de la variabilidad genética de
los CYP450 es la respuesta farmacocinética en el
hombre, asi las distintas respuestas ante los far-
macos (metabolizadores nulos, lentos, rapidos y
ultrarapidos) se asocian a polimorfismos genéticos
multialélicos como los CYP450 2D6, 2C19, 2C8,
2C9, 2B6, 3A5 y 2A6, que se encuentran fuerte-
mente relacionados con la etnicidad; en cambio,
otras familias como CYP450 2A2, 2E1, 2A4 y 2A5
son tanto polimorficas como inducibles (4, 5, 14).

Ademas de los polimorfismos genéticos, distintos
mecanismos multifactoriales influyen en la expre-
sion de cada CYP450, incluyendo la induccion por
Xbs, regulacion por citocinas, hormonas, estados
patoldgicos (diabetes, cirrosis, higado graso alco-
hoélico y no alcohdlico, obesidad, fibrosis hepatica,
etcétera), sexo y edad (los menores de cinco afnos,
al igual que los adultos mayores, tienen disminuido
el mecanismo de defensa para algunos Xbs por
la expresion diferencial de los CYP450) (15). En
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el caso del sexo se ha reportado una respuesta
diferencial de algunos CYP450, como los 2E1 y
1A2, que se expresan mas en hombres, y los 2B6
y 2A6 en mujeres, asi como los habitos dietarios
y estilos de vida, como el alto consumo de grasa,
alcohol, cocaina, marihuana, y el abuso de medi-
camentos o la automedicacion. Con ello, se afecta
la efectividad de los tratamientos terapéuticos y se
ocasionan complicaciones en la respuesta inmune.

El caso de CYP450 3A4, ademas de las variantes
predictivas en el gen, presenta algunas otras en
genes regulatorios o en el NADPH del complejo
citocromo oxidorreductasa, encargado de las oxido-
reducciones de este sistema enzimatico. Al respecto
de dicha enzima, una analoga es la NADPH oxidasa,
involucrada en el estallido respiratorio, mecanismo
utilizado por ciertas células del sistema inmune
(macrdéfagos, linfocitos) (16) para matar microbios
y exponer los An. Asi, en ambos mecanismos de
defensa, el quimico y el inmune (respuesta innata),
participan mecanismos de 6xido-reduccion mediada
por la NADPH oxidorreductasa y la NADPH oxidasa,
respectivamente, produciéndose, en ambos, espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés oxidativo,
responsables quizas de la respuesta inmunocitoto-
xica de algunos Xbs ambientales persistentes —un
inmunotoxico es cualquier substancia quimica que
tiene efectos sobre el sistema inmune de manera
directa o indirecta por la accion del producto del
metabolismo del Xbs, o una respuesta inmunold-
gica del huésped a los Xbs y/o sus metabolitos, o
bien, una alteracion de los antigenos del huésped
por los Xbs o sus metabolitos (5, 10, 17). La in-
munotoxicidad comprende la inmunosupresion, la
inmunoestimulacion inespecifica, la hipersensibili-
dad y la autoinmunidad (18).

Por otra parte, ya desde la década de los 70 se
conocia el efecto en la inhibicion de la expresion
de CYP450 por efecto de los inmunosupresores, lo
que conduce a un punto mas de coincidencia en
la relacién y coordinacion de ambos sistemas de
defensa; ademas, se tiene conocimiento del efecto
de los mediadores de inflamacién, respuesta inmu-
ne innata, en la disminucion de la expresion de la
superfamilia de los CYP450 regulada por receptores
nucleares, con excepcion del 2E1, CYP450 que no
se regula a través de ellos (3, 4, 19).

Evidencias recientes sobre la regulacion de la
expresion del CYP450 3A4 demuestran una down-
regulation en hepatocitos humanos en respuesta
a las interleucinas (IL), particularmente la IL-6 y
el interferén-y (IFN-y). También se sabe que du-
rante la inflamacién y el cancer circulan citocinas
inflamatorias como la IL-1B, factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) y la IL-6, las cuales actuan
como moléculas sefializadoras que llevan a cambios
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marcados en los perfiles de la expresion de genes,
entre otros, la de los CYP450, conduciendo a una
down-regulation de las enzimas que participan en
el metabolismo de muchos Xbs, alterando tanto
la defensa quimica como la inmune vy, con esto, la
respuesta terapéutica (4, 14).

Algunos de los Xbs ambientales y los metaboli-
tos de bajo peso molecular, productos del sistema
CYP450 como los metales, pueden unirse a protei-
nas (formar un coloide) y actuar como haptenos, de
esta manera estimulan y alteran la defensa inmune
produciendo una desregulacién de los linfocitos,
es decir, cambian la proporcion de los linfocitos T
citotdxicos (TCD8) o cooperadores (T CD4) rela-
cionada con la inmunotoxicidad (autoinmunidad)
(17).

La gran mayoria de Xbs ambientales que per-
sisten en el ambiente son inmunotdxicos y dadas
sus caracteristicas fisicoquimicas y su caracter
liposoluble, actian como xenohormonas o EDCs
capaces de modificar la respuesta hormonal; por
tanto, tendran repercusiones tanto en el nivel
hormonal como en los mecanismos de defensa
quimica e inmune (4, 9, 20, 21).

CARACTERfS:I'ICAS DE LOS ANTIGENOS (An) Y
LA INDUCCION DE LA DEFENSA INMUNE

La respuesta inmune, al igual que la quimica,
se desencadena ante la presencia de moléculas
extrafas que actlan como An, ya sea solubles
(toxinas) o particuladas, presentes en las mem-
branas de los microorganismos. Con ello, participa
principalmente en la defensa contra la exposicion
a agentes infecciosos.

Sin embargo, los An rara vez son de naturaleza
liposoluble, como los Xbs; es mas, poseen un vo-
lumen significativo y un peso molecular bastante
alto, cercano a los 10 kD (con excepcion de la
insulina y el glucagon). Tienen una complejidad
estructural que depende del estado globular o de
agregacion, y presentan cierta rigidez para inducir
la respuesta inmune. Ademas, la carga que tenga
el An también es importante, debido que el anti-
cuerpo (Ac) inducido tendra carga opuesta al An
para atraerse.

La naturaleza quimica de los An, en el orden
de prioridad, es: proteinas, carbohidratos, glico-
proteinas, lipoproteinas y hasta el final, lipidos y
acidos nucleicos, que son los menos antigénicos.
En algunos casos, los lipidos unidos a polisacaridos
de los componentes membranales de superficie de
los microorganismos, como los lipopolisacaridos
(LPS) de las bacterias, son altamente antigénicos
y juegan un papel muy importante en la patogenia
de los microorganismos, asi como en los proce-
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sos inflamatorios (22-24). También, como ya se
menciond, los Xbs ambientales y sus metabolitos,
como los metales, pueden actuar a manera de
haptenos y estimular no sélo la defensa quimica
sino la inmune.

En ambos mecanismos de defensa se induce
la sintesis de proteinas. En el caso de la defensa
inmune, se trata de las inmunoglobulinas (Igs) o Ac
y de algunos mediadores inmunoldgicos, citocinas,
interleucinas (IL), entre otros. Tienen como propo-
sito llevar a cabo la neutralizacion o eliminacion y
el desecho de los An, con la finalidad de inhibir o
contrarrestar un proceso infeccioso (23, 25, 26).

La defensa inmune se caracteriza por alcanzar
una especificidad mas defensiva e intensa ante
la exposicion a agentes infecciosos o agresores a
través de la produccion de anticuerpos (Ac) que le
permite generar inmunidad, es decir, resistencia a
dichos agentes, con la participacion de las células
mononucleares del sistema reticulo-endotelial, en-
tre ellas los linfocitos o células B y T. Las primeras
estan involucradas en la inmunidad humoral y la
produccion de Ac, mientras que las segundas tie-
nen que ver con la inmunidad celular citotoxica y
colaboran con la respuesta humoral. Las células T
se dividen en cooperadoras (T-CD4) y citotoxicas
(T-CD8). Las T-CD4 colaboran con la activacion de
otras células tales como las natural killers (NK), las
T-CD8, los linfocitos B y los macréfagos; a su vez,
las T-CD8, tras su activacion, ejercen su funcion
citotdxica.

En la producciéon de anticuerpos especificos
participan los linfocitos o células B, en cooperacion
con las células T-CD4 o helper (TH, por sus siglas
en inglés), las cuales igualmente se diferencian en
dos grupos, TH1 y TH2. Las primeras estan involu-
cradas en el aspecto citotoxico e inflamatorio de la
respuesta inmune celular. Liberan citocinas como
la IL-2, asi como factores de inflamacion TNF-o. y
IFN-y, y su principal funcidn es formar parte de la
defensa mediada por fagocitosis.

Mientras tanto, las TH2 son las responsables de
la defensa contra helmintos, artréopodos y reac-
ciones alérgicas; promueven la respuesta inmune
humoral y producen otras ILs: 4, 5,6, 10y 13. La
IL5 y la IL6 son de interés por su participacion en
la inflamacion, la proliferacion y la diferenciacion
de la célula B a la célula plasmatica encargada de
secretar los Ac (24, 27). Asi, las células T y B se
relacionan estrechamente con la respuesta inmu-
ne humoral que dependera del tipo de An que las
estimule.

La clasificacion de los An se basa en el cri-
terio de si la produccion del Ac es dependiente
o independiente del timo (T) o de las células T;
por eso, se dividen en An T-dependientes y An T-



REB 34(1): 10-25, 2015 Plata coloidal: xenobidtico, antigeno y disruptor hormonal

independientes. Los primeros requieren la ayuda
de las células TH1 para producir Ac. En cambio, los
segundos estimulan directamente a los linfocitos
B para la generacion de Ac, sin requerir células T.

En la respuesta del An T-dependiente, tanto las
células B como las T deben tener la misma especi-
ficidad debido al complejo mayor de histocompati-
bilidad (MHC), MHC clase II. En esta respuesta el
An, que generalmente es de naturaleza proteica,
interactla con la mIgM en la superficie de la célula
B; inmediatamente, se interioriza y procesa; los
fragmentos del antigeno regresan a la superficie
de la célula B acoplados a moléculas de la MHC
clase II (actuando como célula presentadora de
antigeno); éstas interactlan con el receptor sobre
las células TH, las cuales producen citocinas que
inducen o estimulan la proliferacion de las célu-
las B y contribuyen a su diferenciacién a células
plasmaticas. Algunos de los linfocitos o células B
cambian el isotipo de Ig que producen y secretan
IgG, mientras que otros no cambian de isotipo y
secretan IgM; otros mas permanecen como células
de memoria y, en un segundo estimulo, inducen
una respuesta secundaria con la produccién de
anticuerpos de mayor afinidad, como las IgG, que
son altamente especificas contra el An que las
sensibilizé (22-24).

En el caso de los An T-independientes se han
descrito dos tipos, TI-1 y TI-2. Ambos se carac-
terizan porque el An interactla directamente con
las células B, las cuales llevan en su superficie las
moléculas mIgM y mIgD que constituyen el receptor
BCR (receptor blanco de las células) especifico para
este An; la célula B se activa, empieza a proliferary
se diferencia hasta células plasmaticas, produciendo
y secretando IgM, anticuerpo con menor especifici-
dad. En este caso, el linfocito o célula nunca cambia
de isotipo de Ig, siempre sera IgM, inclusive ante
una respuesta secundaria. Los antigenos del tipo
TI-1 corresponden a polimeros macromoleculares
como los polisacaridos de las paredes o capsulas
bacterianas, mientras que los TI-2 pertenecen a
unidades repetitivas de azlcares (22-24).

De tal manera, las proteinas participan en la
respuesta T-dependiente con alta especificidad
y los polisacaridos generalmente forman parte
de la respuesta inmune T-independiente de tipo
TI-1 con baja especificidad (22-24). De aqui la
importancia en la inmunotoxicidad de aquellos Xbs
ambientales, como de sus metabolitos y metales
gue se unen a proteinas plasmaticas o tisula-
res, o directamente a proteinas presentes en las
membranas de los linfocitos, estarian actuando
como T-dependientes.

En la defensa inmune humoral especifica, la
produccion de la IgG por parte de los An T-depen-
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dientes es la de mayor interés, debido a la alta
especificidad que presenta ante el An y que puede
estar comprometida con enfermedades como las
autoinmunes, entre otras.

La IgG tiene un peso molecular de 150 kD y
consta de dos polipéptidos, uno de ellos forma la
cadena gruesa, con un peso molecular de 50 a 70
kD, y se localiza en el cromosoma 6; en tanto, el
otro constituye la cadena ligera, la cual puede estar
integrada por cadenas kappa o una lambda, la pri-
mera conformada por un polipéptido de alrededor
de 25 a 28 kD y la segunda, por un polipéptido
de 18 a 22 kD. Los genes de las cadenas A y k se
localizan en el cromosoma 2 y 22, respectivamente
(3, 22, 23, 24). Las cadenas ligeras y pesadas se
mantienen unidas por uniones disulfuro. Existen
patologias inmunoldgicas donde hay una desre-
gulacién en la produccion de estos dos tipos de
cadenas; particularmente, las ligeras se secretan
y pueden detectarse en las muestras bioldgicas
(suero, orina, plasma). Generalmente, la cadena
lambda esta presente como un dimero con un PM
de 45 kD; en cambio, kappa se encuentra como
un mondmero de alrededor de 22 a 23 kD de peso
molecular. Este tamafio de diferencia resulta en el
rifdn una tasa diferencial de la filtracion glome-
rular de kappa/lambda de alrededor de 1/1.6. El
aumento en estos niveles se asocia con discrasias
malignas de plasma, trastornos inmunoprolifera-
tivos e inmunorrelacionados (enfermedades au-
toinmunes e inflamatorias) y con padecimientos
renales (28).

EFECTOS INMUNOTOXICOS ADVERSOS DE
LOS Xbs

La mayoria de los Xbs son inmunotodxicos, los
efectos incluyen dafio a los 6rganos del sistema
inmune, como la necrosis; efectos multiples histo-
patoldgicos del timo y de la medula dsea; nddulos
linfaticos; patologias celulares inducidas por quimi-
cos, incluyendo proliferaciéon anormal de las células
madre de la médula 6sea; maduracion alterada
de las células inmunocompetentes; cambio en las
subpoblaciones de las células B y T; variaciones
en la inmunidad humoral mediada por células B
e inmunoglobulinas (IgA, IgB, IgE, IgM, IgD) vy la
inmunidad celular mediada por células T y citoci-
nas; entre otros. Estas alteraciones estructurales
y funcionales del sistema inmune estan asociadas
en la inmunosupresion, la inmunoestimulacion
inespecifica, la hipersensibilidad y la autoinmu-
nidad (17); pueden modificar los mecanismos de
defensa del huésped contra infecciones (bacterias
virales) y el cancer, asi como generar problemas
alérgicos y autoinmunidad.
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La exposicion a algunos Xbs ambientales in-
munotdxicos lleva a la deficiencia en la defensa
inmune, y con ello a la sensibilidad a procesos
infecciosos y enfermedades autoinmunes, hiper-
sensibilidad, asi como una serie de enfermedades
cronico degenerativas, donde la inflamacidn esta
involucrada (9, 18, 21).

Los Xbs ambientales inmunotoxicos son prin-
cipalmente aquellos que por su liposolubilidad
tienen una gran persistencia en el ambiente,
como el 2,3,7,8 tetraclorodibenzo-p-dioxina, el
2,3,4,7,8 tetracloro dibenzofurano, los bifenilos
policlorados, los insecticidas organoclorados, los
agentes alquilantes, los cannabinoides, el éxido
de etileno, el benceno, el 1,1,1 tetracloro etano,
etcétera. Igualmente, los metales pesados son
persistentes y tienen un efecto inmunosupresivo;
en orden de actividad se encuentran el mercurio,
cobre, manganeso, cobalto, cadmio y cromo.
Esto es especialmente verdadero en exposiciones
sistémicas a metales pesados (arsénico, cadmio,
plomo, mercurio, niquel), los cuales también al-
teran la respuesta inmune disminuyendo en el
huésped la resistencia a los agentes infecciosos,
al cancer y a las enfermedades renales, por auto-
inmunidad renal, entre otras (29).

Por otro lado, los farmacos del tipo citostati-
co utilizados en trasplantes, como la ciclofosfa-
mida, ciclosporina A, azatioprina y prednisona,
incrementan de igual forma la susceptibilidad a
infecciones en pacientes trasplantados de 6rga-
nos. Ademas, algunas de estas drogas se asocian
también con la aparicidon de varios tipos de cancer
(10, 17).

Asimismo, la gran mayoria de Xbs ambientales
y metales inmunotoxicos, dadas sus caracteris-
ticas fisicoquimicas y su naturaleza liposoluble,
actian como xenohormonas o EDCs, modificando
la homeostasis hormonal.

En el caso de la Ag* idnica, si bien no es un
metal pesado ni divalente, bajo ciertas condicio-
nes fisiolégicas en las que forma oxido de plata,
puede tener carga divalente como el arsénico,
el cadmio y el mercurio (30); del mismo modo,
al unirse a proteinas actua como hapteno y esti-
mular la defensa inmune. Ademads, podria alterar
procesos bioldgicos por competencia con iones de
interés, al igual que el transporte de electrones,
y los procesos de oxido-reduccion necesarios en
la defensa inmune y quimica; también es factible
que actue como EDCs, por su afinidad con los
grupos sulfhidrilos de los receptores nucleares, y
que modifique la expresion genética.
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LA INDUCCION EN LA SINTESIS DE PROTEI-
NAS DE NOVO POR PARTE DE LOS Xbs Y An

Los propios Xbs inducen la expresion de la enzima
encargada de la biotransformacion perteneciente a
la supe familia del CYP450, y se regula principal-
mente a través de los receptores nucleares asocia-
dos a la expresion de los genes o por mecanismos
de sefializacion, mediante la accidn de los factores
de transcripcion.

Como ocurre con los receptores de esteroides (ER)
y cannabinoides (CR), en la defensa quimica los
receptores de los Xbs, por ser de naturaleza lipo-
soluble, se localizan en el citoplasma y se trasladan
al nucleo, donde acttan indirectamente como fac-
tores de transcripcidon o interactian directamente
con el receptor nuclear estimulando la sintesis de
transcritos de acido ribonucleico mensajero (mRNA)
y, por consiguiente, la sintesis de proteinas, entre
ellas las hemoproteinas del complejo enzimatico
de CYP450 (4, 5). Los coloides como la plata coloi-
dal, debido al caracter liposoluble o permisible de
la albumina, podrian actuar como Xbs activando
la expresion de genes del CYP450. Al igual que
en su forma libre de metal Ag° o ion Ag*, puede
activar receptores nucleares o elementos de res-
puesta vinculados con la induccion de los distintos
CYP450, por ejemplo, el receptor constitutivo del
androstano (CAR) relacionado con la induccion de
CYP450 2C9; el receptor del acido retinoico (RXR),
con el CYP450 2B; el receptor del pregnano (PXR),
con el CYP450 2B; el receptor de proliferacion de
peroxisomas (PPAR), con el CYP450 3A, vy el de
hidrocarburos policiclicos (AhR), con los CYP450 1A
y 1B. Asimismo, otras moléculas de tipo esteroide
como los glucocorticoides regulan y modulan la
respuesta inmune y quimica.

Todos ellos, particularmente los de la familia 2
y 3, participan en el metabolismo de moléculas de
naturaleza esteroidea y de hormonas permisivas,
asi como de Xbs ambientales de tipo EDCs (4, 5,
9).

Como ya mencionamos, existen Xbs que ac-
tlan como EDCs; por su parecido estructural a
las hormonas, compiten por los receptores es-
trogénicos o esteroideos (SR), funcionando como
antagonistas o agonistas. En este contexto, al
receptor asociado al metabolismo de esteroides
y Xbs se le conoce como receptor de xenobioti-
cos esteroideos o SXR, por sus siglas en inglés.
Estos estan involucrados en el metabolismo de
progesterona, testosterona y 17p estradiol, y
relacionados con la familia CYP450 3A (31). De
igual forma, existen coactivacion e interacciones
entre ellos; por ejemplo, los glucocorticoides
activan las familias de CYP450 3A y 2C a través
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Figura 1. Defensa Quimica, mecanismo de hidroxilacion del complejo enzimatico del CYP450, en el metabolismo
del RH (xenobidtico) al R-OH (xenobidtico hidroxilado) y agua (H,0); participan el NADPH y el oxigeno molecular que
dan NAD y perdxido de hidrégeno (H,0,), las flavoproteinas (FMN-FAD) y el CYP450 reductasa, NADP oxidorreductasa
(5). B.- Defensa Inmune. Participacion de la NOX 2 en la respuesta fagocitica, existen 7 isoformas que difieren
en su localizacién, el modo de activacion, las proteinas accesorias y el tipo de ROS producidas; en general, todas
poseen 3 dominios funcionales: 1) similar al citocromo b558; 2) regulatorio, y 3) similar a la ferrodoxin reductasa.
En ambos mecanismos, los Ag* de la plata coloidal pueden desacoplar la cadena de electrones e incrementar H,0,.

del receptor PXR, también inducen la sintesis de
CAR, que es un receptor constitutivo, y PXR con
un efecto mayor. Igualmente, el receptor PXR se
considera el receptor SR/SXR (32). La induccién
de todos los CYP450 involucrados en la regulacién
hormonal se relaciona con receptores nucleares
y con la homeostasis celular y fisioldgica.

Por otro lado, estudios mas actuales muestran la
participacion de algunos otros receptores nucleares,
considerados huérfanos para proteinas del higado
como las HNF1 y HNF4aq, los cuales median a través
de factores de transcripcion la regulacion de algunos
CYP450 2E1 y 2D6, respectivamente, y participan
en la coactivacién de otros genes; por ejemplo,
HNF4a forma parte de la activacion transcripcional
de CYP2A4, mediado por CAR y PXR, y también
regula la expresion basal de enzimas del metabolis-
mo de Xbs de la fase 2 como las sulfotransferasas,
asi como la union de receptores nucleares, entre
otros, GR (receptor glucocorticoide), y factores
de transcripcion como NR2F1, que de igual modo
regulan los genes involucrados en el metabolismo
de Xbs (33). La expresion del HNF4a esta regulada
por factores dietarios, particularmente la grasa y
los azUcares. Asi, dichos factores, por medio de
la expresién HNF4a, modifican los patrones de
expresion de los genes en los CYP450 y en los de
la fase II.

En el caso de la defensa inmune, igualmente
el An es el responsable de la estimulacién en la
produccion de los Ac y dependera de varios factores:
si los An son T-dependientes o T-independientes, si

son solubles o particulados y si estan presentes en
la superficie de microorganismos. No obstante, en
general, es a través de mecanismos de sefializacion
de receptores localizados en la superficie de la
membrana de las células involucradas, y mediante
procesos complicados, que se va a activar una
serie de moléculas de senalizacién interna, donde
probablemente, por una via comun de las tirosinas
quinasas (PTK) o proteinas quinasas de mitosis
(MAPK), se estimulen factores de transcripcion
como el nuclear (NF-kB) y el NR2F1, los cuales
convergen en el nucleo de las células B para inducir
la diferenciacion de éstas a células plasmaticas
y, con ello, la sintesis de proteinas como las
inmunoglobulinas IgG o Ac en respuesta al An.

El factor de transcripcion NF-kB participa en
la respuesta inmune de tipo inflamatorio en la
induccidon para la sintesis de la cadena ligera
kappa de la IgG (22); del mismo modo, controla
la expresién de genes que codifican citocinas pro-
inflamatorias (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-6, TNF-q,
etcétera), que estan involucradas en la expresion
de CYP450, quimiocinas (como IL-8 y MIP-1 alfa),
moléculas de adhesién (especialmente ICAM, VCAM
y E-selectina), enzimas inducibles (COX-2 e iNOS),
receptores inmunoldgicos, asi como proteinas
implicadas en la progresion del ciclo celular, en
la apoptosis y en la carcinogénesis. El NF-kB se
induce por estrés oxidativo, donde los complejos
flavocitocromicos NADPH oxidasa y NADPH
oxidorreductasa estan involucrados en la produccion
de ROS.
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LA ;NDUCCI(')N DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO POR Xbs Y An A TRAVES DE LOS
COMPLEJOS FLAVOCITOCROMICOS NADPH
OXIDASA Y NADPH OXIDORREDUCTASA

En ambas defensas (Fig. 1) participa un complejo
de citocromos, el CYP450 y el complejo flavocito-
cromico b558, NADPH oxidorreductasa y oxidasa,
ademas del NADH para la transferencia de electro-
nes, la generacion de ROS vy el estrés oxidativo, el
cual participa en la induccién de otras proteinas,
generalmente hemoproteinas antioxidantes, como
seria el caso de la induccion de la superoxido dismu-
tasa, la catalasa, la HO-1 y la glutatidon peroxidasa
(GPO); dependiendo del radical o la especie reactiva
de oxigeno que se formd, las células responden a
éste para contrarrestar el efecto del estrés.

La induccion en la sintesis de algunas enzimas
antioxidantes esta involucrada con los SR/PXR. Por
ejemplo, la region promotora del gen inducible de la
enzima oxido nitrico sintetasa (iNOS) tiene elemen-
tos del receptor constitutivo del androstano (CAR)
y el pregnano (PXR) (31).

En la defensa quimica, dentro del reticulo endo-
plasmatico participa un complejo flavocitocrémico
del CYP450, NADH y la NADPH oxidorreductasa,
necesarios para las reacciones de dxido-reduccion
en la biotransformacion, y se producen especies
reactivas de oxigeno (ROS), principalmente supe-
réoxido y perdxido de hidrogeno (Fig. 1).

Mientras tanto, en la defensa inmune, particular-
mente en la defensa inmune inespecifica o innata,
la funcidn fagocitica conocida como estallido respi-
ratorio es la causante de la produccion de ROS por
accion de la NADPH oxidasa (NOX), del complejo
flavocitocromico b558, localizada en las membranas
de las células fagocitarias (macréfagos, monocitos,
neutrofilos) y de los linfocitos que también fago-
citan, donde el electron del NADPH es transferido
al oxigeno para formar el ion superoxido y éste es
rapidamente convertido a perdxido de hidrogeno
con los equivalentes reductores (H).

Con ello, en ambas defensas las enzimas in-
ducidas, por efecto del estrés oxidativo, serian la
superoxido dismutasa y la catalasa, en ese orden,
ademas de la hemo-oxigenasa 1 (HO-1) (16).

Estudios hechos en plantas han demostrado
también la participacion del estrés oxidativo en el
crecimiento vy la sintesis de proteinas de las raices,
asociado a la actividad en la membrana de la NADPH
oxidasa (NOX) (34, 35).

Existen siete isoformas conocidas de la enzima
NOX, 1, 2, 3,4, 5y DOUX1 y 2, que estan implicadas
en la produccion de ROS y en el estrés oxidativo,
generalmente superoxido y peréxido de hidrégeno.
Las NOX 1, 2, 3 y 5 se localizan en la mitocondria,
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se activan por proteinas citosodlicas y generan la
elaboracion de superdxido; NOX 2, especialmente,
participa en la respuesta fagocitica de la inmunidad
primaria (16), mientras NOX4, asi como DOUX 1y
2, localizadas en el RER, ocasionan la produccion de
H,0,. Sin embargo, NOX4 es constitutiva y las otras
dos se activan por calcio, al igual que NOX 5 (Fig.
2) (Annual Meeting SFRMB, in San Antonio Texas
2013).

Se ha reportado el efecto de la plata coloidal en
la induccion de lipoperoxidacion (36), el estrés oxi-
dativo y, a la vez, la induccion de la actividad de la
catalasa y la HO-1 en respuesta a la produccion de
H,O (37). Es igualmente de interés que las enzimas
antioxidantes inducibles se localizan en el RER y las
constitutivas, en la mitocondria, como es el caso de
la HO-1 y 2, respectivamente (38).

Algunos estudios demuestran que los metales
como la plata y el estrés oxidativo son capaces de
inducir la HO-1, mediante los factores de trans-
cripcion NR2F1 y NF-kB, lo cual sugiere que podria
provocar indirectamente la respuesta inmune con la
induccion de ROS (38, 39).

Xbs COMO DISRUPTORES HORMONALES
(EDCs) Y LOS RECEPTORES NUCLEARES

Finalmente, se analizara la induccion de ambas de-
fensas desde la perspectiva de la disrupcion endocri-
na, problema emergente de salud medioambiental
que ha cuestionado algunos de los paradigmas en
que se fundamentan el control y la reglamentacion
del uso de los compuestos quimicos, y que anticipa
el impacto sobre la salud humana del efecto combi-
nado de los Xbs ambientales, altamente liposolubles,
de gran persistencia y resistencia, que se comportan
como hormonas porque compiten con los receptores
nucleares entre ellos los esteroideos (SR). Estos par-
ticipan en la sintesis y regulacion de las hormonas
femeninas (esteroides) y masculinas (andrdgenos).
Existen estrogenos derivados de productos naturales
como los fitoestrogenos, la quercetina, la genisteina,
el resveratrol, el cumestrol y uno mas potente, el
dietilestilbestrol (DES); la mayoria deriva de la fa-
milia de los flavonoides, cumestanos y lignanos (9).

El efecto que tienen los EDCs en la salud no es un
tema nuevo, sin embargo es un asunto muy preocu-
pante para la salud publica y el medio ambiente. A
comienzos de los afios 60 Raquel Carson, en su libro
Primavera silenciosa, advirtio el peligro de ciertos
compuestos quimicos sintetizados empleados en el
control de plagas agricolas, que estaban difundidos
en todo el planeta y afectaban tanto la fertilidad
como la conducta sexual de las aves. Igualmente,
en 1979 el Instituto Nacional de Salud y Medio Am-
biente Americano (NIEHS) celebrd la conferencia
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“Estrdégenos en el ambiente”, donde se constato la
presencia en el entorno de compuestos quimicos con
propiedades hormonales, no se analizd su impacto
en la salud ni en la diversidad del ambiente.

Las xenohormonas o EDCs compiten por el SR/
SXR/PXR, entre otros receptores nucleares, y al-
teran el balance de estrégenos y andrdégenos, es
decir, generan una pérdida de homeostasis del
equilibrio hormonal. En la actualidad, en vez de un
control como el que se ha hecho con el DDT (que
aun persiste en el ambiente), nuevos compuestos
sintetizados de estas moléculas se siguen utilizando
en productos infantiles (biberones, cremas solares).
Dichos compuestos son, por ejemplo, los bisfenoles
provenientes de las resinas epoxi, el policarbonato,
las dioxinas, las benzoflavonas, los ftalatos de los
ablandadores y aditivos de plastico, empleados en
los biberones o chupones, y el tributil estafio conte-
nido en las pinturas, que afectan a los nifios quienes
son los mas expuestos y sensibles a éstos, debido
a la expresion diferencial de los CYP450 (40).

Actualmente, existen mas de 500 Xbs considera-
dos como EDCs; entre los mas estudiados estan los
plaguicidas, lignanos, dioxinas, ftalatos, benzoflavo-
nas, bisfenoles y metales. El efecto que producen
podria deberse especificamente a que compiten por
los receptores esteroideos o, inespecificamente, a
su afinidad con los grupos tioles y la reduccion de
las uniones disulfuro presentes en los receptores nu-
cleares, particularmente el que aqui se aborda, SR/
SXR/PXR. Cabe mencionar que los receptores este-
roideos se localizan ampliamente en todas las célu-
las, principalmente en el cerebro; en consecuencia,
los EDCs tendran una afectacion mayor en el nivel
del sistema nervioso y no sélo en los dimorfismos
sexuales. Aunque el efecto también podria darse en
el nivel de otros receptores nucleares involucrados
en el metabolismo basal y la regulacion hormonal,
como el PPARs, RXR vy el receptor de tiroxina.

INDUCCION DE LOS MECANISMOS DE DEFEN-
SA DESDE LA PERSPECTIVA DE LOS RECEPTO-
RES ESTEROIDEOS

El mecanismo de defensa quimica consta de dos
fases que estan relacionadas y acopladas. En la
primera o fase I participa el complejo enzimatico
CYP450; aqui, en muchas ocasiones, los sustratos
se preparan para ser conjugados por enzimas de
la segunda etapa o fase II, en particular el CYP450
2D9 y el 2D6, los cuales forman parte también del
metabolismo de moléculas de tipo esteroideo y
se encuentran articulados con la actividad de las
sulfotransferasas y sulfatasas (3). En este sentido,
se sabe que EDCs como los bifenilos halogenados
generan metabolitos activos (22 dibromobifenilo
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y 4,4 dibromofenil) y alteran el equilibrio de los
estrogenos; de igual manera, se ha visto que sus
metabolitos inhiben a las sulfotransferasas y sulfa-
tasas (41, 42).

Es la fase II en la que, mediante enzimas como
las transferasas, se introducen moléculas polares
en el metabolito que se produjo o lo hacen directa-
mente en el Xbs confiriéndole mas solubilidad. Esta
molécula introducida podria ser el acido glucurénico
por la UDP-glucuroni ltransferasa (UGTs), el gluta-
tion por la glutation transferasas (GSTs) o el radical
sulfato por las sulfotransferasas (SULTs). En el caso
del sulfato, se requiere también en el metabolismo
tanto de estrogenos y de los acidos biliares como
de los EDCs, donde participan las sulfotransferasas
y sulfatasas (41, 42). Asi, la actividad de estas
enzimas involucradas en el metabolismo de este-
roides y acidos biliares podria verse afectada en su
proporcion por efecto de los EDCs, que competirian
por ellas para su metabolismo y, por tanto, alterarian
no solo la homeostasis hormonal y el metabolismo
sino también la citotoxicidad celular, ya que las sul-
fatasas, sobre todo las acidas, estan involucradas
en procesos necroticos asociados a procesos infla-
matorios de la respuesta inmune.

Se sabe que en las alergias la actividad de las
sulfatasas esta disminuida; en cambio, en la infla-
macién y el asma se encuentra elevada. Ademas,
las sulfatasas juegan un papel muy importante en
el metabolismo tanto de hormonas como de muchos
Xbs. Posiblemente, en los efectos tan discordantes
intervenga ademas de la estructura molecular del
Xbs, el mecanismo de entrada.

Los Xbs altamente liposolubles, como los EDCs,
de acuerdo con su liposolubilidad y peso molecular,
entrarian por difusidon o por vesiculas de caveolina
y no alcanzarian directamente a los lisosomas,
pero afectarian las membranas de otros organelos
como las mitocondrias y el nucleo, participando en
la disrupcion hormonal y/o en la apoptosis; asi-
mismo, aquellos mas polares y con mayor peso, si
se asocian a un receptor membranal, entrarian por
endocitosis mediada por un receptor o por pinoci-
tosis; involucrando directamente a los lisosomas
y liberando las sulfatasas, lo que aumentaria su
actividad y, por tanto, causaria la necrosis implicada
en la citotoxicidad, en la inflamacion y quizas, en la
autoinmunidad.

Los EDCs, segun el peso molecular, entrarian
por difusion pasiva; al competir por el metabolismo
de esteroides, disminuyen la actividad de las sul-
fatasas, con consecuencias en el metabolismo de
las hormonas, y los acidos biliares que conducen
a alergias. Tal vez también se afecte la absorcion
de grasas y la autoinmunidad.

En el caso de la plata metalica entraria por di-
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fusion simple mientras que la plata idnica utilizaria
un transportador de membrana y ambas al igual
que la forma coloidal entrarian por pinocitois fluida
(2).

En el caso de la plata coloidal, en su calidad de
coloide, combinada con la albimina podria compor-
tarse como un Xbs de tipo hormona permisible y asi
actuar como un disruptor endégeno (41). Existe la
posibilidad de que induzca la sintesis de CYP450,
en particular el 2D6 o 9, directamente o a través
de la induccion de receptores SR/SXR/PXR, ya que
seguln se sabe, el metabolismo de la albumina se
regula por los receptores nucleares, en especial los
GR, vy, por ello, podria normar la defensa quimica
e inmune, o bien, de forma inespecifica, unirse a
los dominios de grupos tioles presentes en la ma-
yoria de los receptores nucleares, como los SXR/
SR/PXR, donde los glucocorticoides participan en
la sintesis de los receptores CAR y PXR, asi como
en la activacion de las familias de CYP450 2Cy 3A,
via receptor PXR.

Por otra parte, en el caso del CYP450 2D6, al
igual que el 2E1, no esta claro como es su induccion,
pues el antibidtico rifampicina y la dexametasona
lo inducen, pero este estimulo no se ha asociado a
ninguno de los receptores nucleares convenciona-
les (CAR, SXR/SR/PXR, RXR, PPAR, ArR). En dicha
induccidn participa un factor de transcripcion de un
receptor nuclear huérfano descrito en hepatocitos
para una proteina hepatica, HNF4a, altamente
conservado y que juega un papel muy importante
en la regulacién de la gran familia de CYP450 (33).

Toda la orquestacion de la respuesta inmune,
al igual que la quimica, se modula a través de
factores de transcripcion ya sea directamente so-
bre los receptores nucleares (CAR, SXR/SR/PXR,
RXR, PPAR, ArR) (43) o indirectamente por medio
de los receptores nucleares huérfanos (HNF4a,
NR2F1) (33) o factores de transcripcion inducidos
mediante vias de sefializacion, entre ellas la del
estrés oxidativo.

ACTUACION DE LA PLATA COLOIDAL COMO
Xbs Y Ag

Ya hemos mencionado que las moléculas muy pe-
quefias como los metales y los iones* (con carga
neta), tal es el caso de los Ag*, no inducen ni la
defensa inmune ni la quimica, sin embargo -como
reiteradamente hemos indicado- la plata (al igual
que los metales pesados), en su calidad de coloide
(unidos a proteinas), puede actuar como un An o
como un Xbs pues donde el ion o el metal operarian
como hapteno, al igual los Xbs o radicales libres
de bajo peso molecular generados durante los
procesos de metabolizacion de los Xbs, también al
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unirse con las proteinas, estarian actuando como
AnT-dependientes y, con ello, inducirian la defensa
inmune y la inmunotoxicidad.

La formacion de los coloides le permite a los
iones, como a muchas moléculas que interactian
con proteinas, transportarse a través de los fluidos
y mantener cierta biodisponibilidad de manera natu-
ral, como en el caso del fierro con la hemoglobina.

La unidn de los iones con las proteinas se debe
a su afinidad con los grupos funcionales de pro-
teinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos
como carboxilos, aminos, imidas, etcétera; pero
principalmente con los grupos sulfhidrilos o tioles,
que tienen un pKa de alrededor de 8.5, cercano al
pH fisioldgico de 7.4. Ademas, alrededor del 10%
estaria en forma de radical o ionizado; sdlo asi,
la Ag* se unira a proteinas y Unicamente como
coloide sera capaz de estimular tanto la defensa
inmune como la quimica. Las proteinas utilizadas
para formar la plata coloidal comercial son la al-
bimina y la grenetina; la primera tiene un peso
molecular de 68 kDa y en su estructura posee 16
puentes disulfuro, que probablemente le permi-
tan formar el coloide y transportar mas iones. La
union podria darse porque las uniones disulfuro
se disociaron por el pH o por el poder reductor de
la misma Ag, capaz de romperlas; sin embargo,
también es posible que los iones Ag* o metalicos
Ag° establezcan interacciones de Van Der Waals
con las uniones disulfuro de la albumina y soélo
alcancen a contener un nimero limitado de iones,
lo que conduciria a romper el estado coloidal y tal
vez la misma estructura de la proteina.

También el poder reductor de los iones divalen-
tes como calcio, mercurio, cadmio, arsénico y la
misma plata, seguramente, es capaz de romper las
interacciones disulfuro alterando el contenido de
tioles libres y uniones disulfuro de las proteinas,
los cuales juegan un papel muy importante en la
regulacion celular. Posiblemente, el poder reductor
de los iones mencionados y del fierro de forma na-
tural, entre otros, modifique la estructura molecular
de las proteinas al romper las uniones disulfuro y
haga que se reorganicen las proteinas, con lo cual
se entenderia mejor el fundamento epigenético -
porque muchas proteinas no estan codificadas en el
DNA- y la homologia de las proteinas no codificadas
con las codificadas y la presencia de pseudogenes.

El hecho de que la Pc actie como Xbs podria
también deberse a que, al igual que estos ultimos,
la albimina se metaboliza en higado y rifiones, y
por su estructura molecular, entraria a la célula
por difusion de manera permisible como las hor-
monas de naturaleza liposoluble (25), utilizando un
receptor citoplasmatico de modo semejante a las
moléculas liposolubles (esteroides y cannabinoides),
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interactuando con receptores nucleares e induciendo
la sintesis del CYP450 y de las IgG (25, 44, 45).
Es decir, actla como factor de transcripcion de los
receptores nucleares (CAR, PXR, RXR, GR, SR/SXR,
tiroxina) o a través de factores de transcripcion de
vias de sefializacion.

Sin embargo, debido a su alto peso molecular,
lo mas probable es que se requiera de un receptor
para su transporte en el nivel celular, esto es, es-
taria entrando por endocitosis o simplemente por
pinocitosis fluida. En ambos casos, de entrada, las
vesiculas formadas alcanzarian los lisosomas y ahi la
albumina o la grenetina del coloide podrian metabo-
lizarse y liberarse la Ag*, que alteraria el transporte
de protones del lisosoma dafiandolo y, por tanto,
liberando parte de su contenido al citoplasma. Se
sabe que el metabolismo de la albumina produce
la formacion de péptidos de tipo amiloideo de al-
rededor de 12 a 14 kD (6, 25, 44), que tienen que
ver con enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer. Existe también la posibilidad de que la
Age entre directamente por difusion pasiva, mientras
que los iones Ag* compitan por los transportadores
de protones o, durante la pinocitosis, se liberen los
Ag* del coloide y estimulen la expresion del CYP450
o de la IgG a través de los elementos de respuesta
a los metales, o bien, quizas la produccion de H,0,
active factores de transcripcion comunes y éstos
sean los responsables de la expresion de genes
involucrados. Este ultimo mecanismo es uno de los
mas estudiados entorno a la expresion de genes.

De la misma forma, es posible que se una
inespecificamente a receptores membranales ex-
ternos ricos en grupos tioles y, mediante vias de
sefializacion interna (MAPK), estimule también la
expresion de proteinas que operen como factores
de transcripcidon, NF-kB y/o NR2f1, entre otras.

Por Gltimo, en respuesta a sus efectos, paralela-
mente podria activar genes mediante los elementos
de respuesta —que son sitios de union al DNA vy
sirven para impulsar la expresion de los genes— en
diferentes niveles de acuerdo con el efecto. 1) Por la
produccion de estrés oxidativo, probablemente haga
funcionar elementos de respuesta a éste (ERE); 2)
En su calidad de metal, igualmente puede activar
elementos de respuesta a metales (MRE); 3) Si
actuara como xenohormona, la albumina pondria
en marcha los elementos de respuesta a glucocorti-
coides (GRE) y esteroideos SXR/SR; 4) Finalmente,
si la plata coloidal tuviera un efecto reductor sobre
las uniones disulfuro y las estuviera rompiendo, se
liberaria calor, el cual activaria los elementos de
respuesta de choques térmicos (HSE). Por tanto, de
una manera especifica o inespecifica, la Pc podria
inducir la expresion de genes, que dependeran de
los mecanismos de entrada.

No obstante, /a induccién de ambas respuestas
se deberia al hecho de que (Fig. 2) la plata coloi-
dal entra por pinocitosis o endocitosis y, durante
la fusion con el lisosoma, se afecte la membrana
lisosomal y se liberen: los iones plata, el propio
coloide de plata y derivados del metabolismo del
coloide, los cuales se unirian a los elementos del
complejo mayor de histocompatibilidad (MCH II)
por medio vesicula exocitica, que durante la exo-
citosis el o los An se expondrian por la membrana
del linfocito B y asi ser reconocidos por las células
TH las cuales liberan citocinas para que se induzca
la proliferacion y diferenciacion del linfocito B a
célula plasmatica, para la produccion de IgG y asi
estimular la defensa inmune; a su vez, los Ag* y/o
el coloide o derivados de la albumina liberados,
podrian interactuar con los receptores nucleares,
e inducir directamente la sintesis proteinas, entre
ellos las de los citocromos P450, dependiendo del
receptor al que se unan, y asi estimular la defensa
quimica, ademas la union a los receptores nu-
cleares desacoplaria la respuesta hormonal y por
tanto actuar como EDCs.

EL EFECTO DE LA PLATA COLOIDAL EN LA
EXPRESION DE GENES DE LA DEFENSA QUIMICA
Y LA INMUNE Y LA INMUNOTOXICIDAD

Los metales pesados y la propia plata coloidal pue-
den actuar como An o Xbs, particularmente EDCs,
por su afinidad con las proteinas nucleares ricas
en uniones disulfuro.

Continuamente hemos mencionado que el blanco
perfecto de los efectos de los metales y los iones
como la plata son los grupos tioles y las uniones
disulfuro (5); con ello podria explicarse cualquiera
de los mecanismos anteriores y la inmunotoxicidad.
Esto se debe a que mediante la modificacion de la
relacion disulfuro-tioles podrian activarse o inhi-
birse genes, pues—-como reiteradamente lo hemos
dicho-tanto los receptores membranales y nucleares
como los factores de transcripcion (dedos de zinc)
presentan dominios ricos en uniones disulfuro. A
través de la union a éstos y su desestabilizacion,
podrian ponerse a funcionar o alterar genes asocia-
dos a la expresion de proteinas de ambas defensas,
de tal manera que de una forma no especifica,
esta interaccion modificara la expresion de genes
especificos y tempranos asociados con receptores
nucleares.

Incluso, también, una gran mayoria de proteinas,
como las IgG, el CYP450 y los receptores membra-
nales entre ellos los MCH I y II que poseen uniones
disulfuro, podrian ser blanco de los metales, dado
que la plata, al igual que otros iones reductores,
puede tener efectos proteoliticos al romper las
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Figura 2. E/ antigeno (Plata coloidal u otro complejo proteico) se une a receptor del linfocito B o se interioriza por
pinocitosis o endocitosis mediada por receptor en el interior se une a endosoma lisosomal donde se degrada, en la
defensa inmune, el material degradado se une al complejo mayor de histocompatibilidad II (MCHII) mediante una
vesicula exocitica al liberarse al exterior, éstos son expuestos en la membrana plasmatica por el linfocito, asi las
células Helper al reconocer cambios MCHII liberan citocinas al linfocito B para inducirlo a proliferar y diferenciarse
en distintas clonas de células plasmatica de acuerdo al estimulo, éstas puede permanecer de isotipo y liberar IgM,
cambiar de isotipo y liberar IgG que es una respuesta mas especifica tras una segunda exposicion, o quedar como
linfocito de memoria (22). En el caso de la defensa quimica el material interiorizado al degradarse por el lisosoma,
este se puede romper y liberar el contenido(metabolitos del An, PC o Ag*) el cual interactua directamente con los
receptores nucleares, o también la vesicula lisosomal, directamente puede liberar su contenido al nucleo y éste
interactuar con los receptores nucleares, desacoplando la regulacion hormonal, e induciendo la sintesis de proteinas

entre ellas la de los citocromos (CYP450), por tanto actuar como disruptor hormonal.

uniones disulfuro de las proteinas alterando su
estructura y actividad, incrementando la reacti-
vidad de los tioles libres. En el caso de las IgG,
posiblemente cambie la proporcion de las cadenas
pesadas y ligeras, lo que comprometeria la defensa
inmune generando la inmunotoxicidad, como en
el caso de la inmunosupresion, ya que estas IgG
alteradas perderian su capacidad para reconocer
el An o atraer los otros elementos involucrados
en la defensa inmune, inhibiendo o exacerbando
la inflamacién. Ademas, el contenido de cadenas
ligeras y pesadas podria tener consecuencias en el
aclaramiento de las proteinas, en la filtracion que
realizan los riflones, conduciendo a dafios como la
insuficiencia renal.

Ademas, también la ruptura de receptores de
la familia de receptores MCH 1 perteneciente a
la superfamilia de las Ig, podria ser la causa del
aumento en la B,-microglobulina marcador de ex-
posicion a metales, y enfermedades inmunoproli-
ferativas e inmunoreactivas (46).

Al igual, la relacién entre los dos mecanismos de
defensa podria estar dada por la ruptura de las unio-
nes disulfuro, ya que se ha identificado que la cadena
ligera kappa de la IgG tiene un 100% de homologia
con el CYP450 2D6 (3). Lo anterior implicaria que
las IgG se abrieran vy, gracias a esto, se registrara
una disminucién en la actividad de las IgG (inmuno-
toxicidad) y un aumento en la cadena ligera kappa,
la cual pudiera tener actividad de CYP450 2D6 y
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Figura 3. Un esquema de cémo los iones plata o el propio coloide podrian desestabilizar las uniones disulfuro de
la IgG generando distintos tipos de: cadenas ligeras libres, cadenas pesadas, cadena ligera con una cadena pesada,
IgG sin una de las cadenas ligeras etc. y que podian reasociarse y generar nuevas estructuras proteicas.

éste, actividad de sulfatasa, puesto que tienen un
dominio de aminoacidos compartidos —-el 2D6 hasta
el momento se ha asociado con la accién de hidro-
xilasa y de metilasa y en la Fase II con las enzima
sulfotransferasas-. Si el CYP450 2D6 se relaciona
con la cadena kappa o viceversa, esto explicaria su
polimorfismo, pues es uno de los CYP450 que mas
polimorfismos y pseudogenes posee.

También seria factible entender el efecto de los
Xbs ambientales persistentes del tipo EDCs en la
respuesta inmune y hormonal, porque al momen-
to de entrar, despolarizan la membrana movilizan-
do el calcio; su incremento seria el responsable de
romper las uniones, mientras que en lo relativo a
los metales pesados, éstos serian directamente
los encargados de romper las uniones disulfuro
las cadenas de las IgG y de otras moléculas vitales
donde su estabilidad y funcionamiento depende de
éstas. Ademas, se sabe que muchos receptores
de membrana y nucleares tienen dominios de Ig,
abriendo la posibilidad de generar varias formas
de proteinas y actividades de acuerdo con la rup-
tura y el nuevo arreglo de las uniones disulfuro
qgue se de entre los grupos tioles libres de éstas,
lo que llevaria a entender mejor los aspectos
dados en la relacion y homologia entre proteinas
codificantes o no codificantes tan diferentes, y
a tener otras herramientas para comprender el
aspecto epigenético. De acuerdo con éste, en las
células, de manera natural, el calcio y el fierro,
entre otros, son jones abundantes y de modo
controlado participarian en este remodelamiento
de proteinas.

La desregulacion de los iones vitales como los
externos seria la causa de alteraciones fisioldgicas
anormales; esto nos permitira desentranar como
compuestos ambientales con propiedades quimicas
tan disimiles tienen efectos similares y pleiotrdpi-
cos en la respuesta inmune, quimica, hormonal y
neuronal, como consecuencia de a su afinidad a
distintos blancos comunes que presenten uniones
disulfuro y grupos tioles, pues como ya se men-
ciono éstos participan activamente en la actividad
de proteinas asociadas con la regulacion celular y
la expresion genética.

Finalmente, la aparicion de las patologias ac-
tuales que aquejan a la poblacion, como diabetes,
obesidad, mal funcionamiento de la tiroides, al-
teraciones del aparato reproductor, disfunciones
sexuales, el aumento de enfermedades relacio-
nadas con neurotoxicidad y la baja de defensas
involucradas en las infecciones y el cancer, ademas
de la autoinmunidad, alergias e hipersensibilidad,
estd asociada a la respuesta de la defensa quimica,
inmune y factores endocrinos como consecuencia
de la exposicion crénica a los Xbs ambientales del
tipo EDCs presentes en la vida cotidiana y, en par-
ticular, al constante contacto con metales (plomo,
mercurio, arsénico, cromo, cadmio) y en particular
la plata coloidal, que es un contaminante, de baja
toxicidad, al que todos estamos expuestos y del cual
desconocemos las vias de exposicion, por lo que las
instancias de salud y la poblacién en general deben
tomar medidas ante el uso de productos que con-
tengan metales como de productos que contengan
compuestos quimicos con propiedades de EDCs.
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Esta anhidrasa (EC 4.2.1.1) se encuentra
abundantemente en el eritrocito catalizando
la reaccién. CO, + H,0 = H,CO, = H* + HCO,"
Asi se llama al paso de una corriente eléctrica
a través de una solucidn con iones.

Se les llama también buffers, son soluciones
formadas por un acido débil y la sal del mismo,
su funcién es impedir los cambios bruscos de
pH, se encuentran presentes en los liquidos
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corporales, tanto extra como intracelulares,
uno de los sistemas mas importantes del
organismo es la mezcla de acido carbdnico y
bicarbonato de sodio.
Tanto la acidosis como la alcalosis pueden
ser de este tipo, en la alcalosis la hiperventi-
lacion provoca el cuadro conocido como mal
de montafia en el que hay un aumento de pH,
ocasionando mareo, palpitaciones, nausea,
vomito, entre otros y en el extremo tetania.
Segun Arrhenius y Brgnsted-Lowry un
es toda sustancia que al disolverse
en agua aumenta la concentracién de hidro-
geniones.
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El de algunas moléculas como las
proteinas, aminoacidos genera productos
como sulfatos, fosfatos, etc. que obligatoria-
mente deben excretarse por via renal.
La brecha mide la cantidad de los
cationes sodio y potasio a los que se les resta
la cantidad de aniones cloro y bicarbonato
en el plasma; su valor ayuda al diagnodstico
diferencial de los trastornos del equilibrio
acido-base.
Esta condicion cuando es metabdlica, trans-
curre con disminucién de la concentracion
plasmatica de bicarbonato la cual puede ocu-
rrir por aumento en la concentracion de H*
debido a la produccién interna de los acidos
acetoacético y B-hidroxibutirico producidos
durante la cetoacidosis diabética.
La concentracién de estos iones en el plasma
es aproximadamente 150 mEqg/L en donde el
Na+ representa el 93%, el resto de ellos son
K+, Ca++ y Mg++_
El __ de carbono es un gas soluble
procedente del metabolismo, es 20 veces
mas difusible que el O,, en el plasma puede
disolverse en agua formando acido carboéni-
co, ademas de formar una pequeiia cantidad
de bicarbonato porque ahi no hay anhidrasa
carbonica.
Organo que participa en la regulacidn de equi-
librio acido-base ya sea excretando excesos
del ion HCO," o reabsorbiendo el ya filtrado,
ademas de excretar hidrogeniones en forma
de NH,* o H,PO,; en acidemia se aumenta la
excrecion por esta via de hidrogeniones al
mismo tiempo que se retiene bicarbonato y
en alcalemia sucede lo contrario.
La acidosis de este tipo, puede deberse al
aumento en la produccién de acido lactico
que se incrementa en el ejercicio muscular
anaerodbico, o bien por diabetes o infecciones
agudas.
Una variacion relativamente pequena de pH
es suficiente para que se modifique la afinidad
de la hemoglobina por el oxigeno, el efecto
consiste en que cuando el pH baja
disminuye esta afinidad.
Durante esta actividad fisica hay un aumento
en la produccién de acido lactico, una medida
compensatoria es el aumento en la ventila-
cién pulmonar que ayuda a eliminar mayor
cantidad de CO, y tiende a mantener el pH
constante
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En este intracelular los principales
amortiguadores son el del hemoglobinato/
hemoglobina, fosfato disédico/fosfato mono-
sodico

La concentracion de estas entidades en los
liquidos bioldgicos se encuentra muy con-
trolada, ya que pequefios cambios pueden
ocasionar graves trastornos debido a la baja
o subida del pH, con la primera condicion se
produce depresion de sistema nervioso cen-
tral, disminucidn de la contraccién cardiaca,
arritmias, acidosis e hiperkalemia entre otros.
Cuadro clinico ocasionado por diabetes melli-
tus no tratada, en donde los niveles en sangre
y orina de acetoacetato y de B hidroxibutirato
pueden alcanzar valores muy elevados lo que
conduce a una baja importante de pH.

Asi se llama al mecanismo que desarrolla el or-
ganismo cuando ante una alcalosis respiratoria
en donde el pH sube y el CO, baja, el rifion
excreta mas bicarbonato; cuando se trata de
una alcalosis metabdlica en donde el pH sube
y el CO, se eleva; el organismo lo corrige con
hipoventilacion.

Esta molécula junto con el acido carbdnico
constituyen el sistema amortiguador que im-
pide variaciones del pH sanguineo; el exceso
de esta molécula se transforma en CO, en el
pulmon y es excretado por la respiracion.

El cation mas abundante de este espacio es el
potasio (110 mmol/L) y es aproximadamente
30 veces mas abundante que el existente del
otro lado de la membrana.

Los principales amortiguadores de este com-
partimento son bicarbonato/acido carbdnico,
hemoglobinato/hemoglobina, proteinatos/pro-
teinas y fosfato disddico/fosfato monosddico
La constante de equilibrio de la ionizacion
de esta molécula a 25°C es 1.0 x 10 M? de
donde la concentracidon para cada uno de sus
iones [OH]y [H*] esde 1 x 107M.

El valor del pKa de los acidos es el

de su constante de disociacion que en el caso
del acido carbdnico es pH = 6.1

Todos los acidos (HA) tienden a perder su o
sus protones en disolucion acuosa dando lugar
a su base conjugada (A-), la relacion de las
concentraciones se define como constante de
equilibrio o de y en términos de pH
se designa como pKa.
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Cuando es respiratoria, se produce porque la
relacion HCO,"/H,CO, cambia su valor normal
de 20:1 debido a que hay una baja de la pCO, y
el acido disminuye su valor, el pH se encuentra
arriba de 7.4, esta situacion se presenta en
enfermedades pulmonares, meningitis, estrés
produciendo una hiperventilacion.

Utilizando la de Henderson-Hasselbach
el pH de la sangre se calcula conforme esta
formula: pH = pKa + log [HCO,]/[H,CO,], el
resultado de 7.4 se obtiene con los siguientes
datos: pKa = 6.1, [HCO,"] = 24mEq y [H,CO,]
=1.2 mEq.

En el plasma el cloruro es el representante mas
abundante de este grupo ya hay aproximada-
mente 100 mEql/L, este valor se encuentra
disminuido en cetosis diabética, en enferme-
dad de Addison y en obstruccion pildrica.

Es la presion ejercida por el agua a través de
una membrana semipermeable a un compar-
timento que contiene soluto con concentracion
mayor.
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El acido-basico es un proceso com-
plejo en él participan multiples drganos princi-
palmente el pulmoén y el rifidon para mantener
relativamente constantes el pH, el equilibrio
eléctrico, el equilibrio osmdtico y la volemia.
Este sistema amortiguador (plural) junto con el
del bicarbonato es uno de los mas importantes
del organismo, participa en el citoplasma de
todas las células, el pKa del acido es 6.86 y
resiste cambios del pH de 5.9 a 7.9.
Sorensen en 1909 desarrolld el concepto de
que pH es el negativo de la concen-
tracion de iones hidrogeno; una disolucion que
tiene una gran cantidad de estos iones, tendra
un pH bajo.

En este 6rgano se realiza el ingreso de oxige-
no hasta las células, asi como la expulsion de
diéxido de carbono.
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PROBLEMA BIOQUIMICO

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ATPasa
DE LA BOMBA SERCA EN HOMOGENADOS DE
TEJIDO MUSCULAR

Estudios en ratas con alimentacién restringida han
mostrado que la desnutricion induce cambios en el
metabolismo y en el tipo de fibras que componen al
musculo rapido EDL (extensor digitorum longus);
lo cual se evidencia también por cambios en la
expresion de diversas proteinas de la maquina-
ria contractil, mitocondriales y del metabolismo
glicolitico (1).

Por otro lado, en el sindrome metabdlico tam-
bién se presentan alteraciones en el musculo
cardiaco que estan relacionadas con la expresién
y/o actividad de canales iénicos y bombas de Ca?*
como el receptor de rianodina (2) y la bomba
ATPasa del reticulo sarco/endoplamico (o bom-
ba SERCA) (3). Esta ultima es una ATPasa que
bombea Ca?* del citoplasma al I[imen del reticulo
sarcoplasmico a expensas de la hidrélisis de ATP,
favoreciendo la relajacion muscular y recuperando
los niveles de Ca?* de los depdsitos intracelulares
para la proxima contraccion.

En mamiferos la bomba SERCA esta codificada
por 3 genes (SERCA 1, 2 y 3) que generan por lo
menos 9 isoformas (4).

Un método apropiado para determinar si la
actividad enzimatica de cualquier isoforma de la
bomba SERCA esta alterada, es por medio de la
medicion directa de su actividad de ATPasa, cuyo
ejercicio se muestra a continuacion.

PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Para determinar la actividad de ATPasa de la bomba
SERCA, se utiliza un método espectrofotométrico
basado en la formacién de un complejo coordinado
con el ion fosfato que se libera como producto de la
hidrdlisis de ATP, generando una coloracion azul ca-
racteristica del complejo antimonio-fosfomolibdato
conocido como azul de molibdato cuya absorbancia
(Abs.) se puede medir en un espectrofotdémetro
a 850 nm, de forma que la tasa de liberacion de
fosfato sirve como reportero directo de la actividad

Tatiana Romero Garcia y Angélica Rueda
Correo E: arueda@cinvestav.mx

enzimatica de la bomba (5). Este método permite
determinar la actividad de diferentes ATPasas ade-
mas de la SERCA, mediante la utilizacion de inhi-
bidores especificos; como en el caso de la ATPasa
de Na*-K* que es inhibida por ouabaina. Para el
caso de la bomba SERCA, se utiliza tapsigargina
(Tgn), lo que nos permite determinar la actividad
especifica de esta bomba al realizar la sustraccion
de los valores de Abs. con Tgn a los valores de Abs.
de actividad total (sin inhibidor).

Se utilizan homogenados de musculo esque-
lético de ratas controles (Ctl) y con sindrome
metabdlico (SM), a los cuales se les determina la
concentracion de proteina mediante el método de
Lowry. Para el tubo de actividad total de ATPasa,
50 ug de proteina del homogenado se incuban a
37°C durante 5 min con amortiguador que contiene
(en mM): KCI 80, MOPS 25, MgCl, 3, Azida de Na*
5y EGTA 0.2 (pH 7.0 con TRIS base), también se
adiciona Ca?* 0.2, y el iondforo de Ca?* A23187 2
MM. La reaccion se inicia con 1 mM de ATP. Para
los tubos de actividad inespecifica (es decir, la
actividad de ATPasa no dependiente de SERCA)
se adicionan los sustratos anteriores ademas de
1 uM de Tgn.

Después de iniciar la reacciéon, se toman ali-
cuotas de 100 pL después de 0, 5, 10, 15y 30
minutos, que se afiaden a tubos con 0.9 mL de
solucion de coloracion, la cual contiene (en mM):
H,SO, 125, acido ascérbico 10, tartrato antimdénico
de potasio (III) 0.4 y heptamolibdato de amonio
0.5. La Abs. a 850 nm se mide 10 min después
en un espectrofotémetro.

En la Tabla 1 se muestran valores de Abs,,
con y sin Tgn, a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15,
y 30 min) de homogenados control y SM, respec-
tivamente.

Una vez que se tienen las Abs. que correspon-
den exclusivamente a la actividad de SERCA, estos
valores se interpolan en una curva patrén de PO,~*
(Grafica 1), para determinar los nmoles de PO,~*
liberado como se muestra con la Ecuacién No. 1.

- Abs.—0.0195
nmoles PO4 1 = W
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TABLA 1. Absorbancias obtenidas a 850 nm de homogenados de musculo esquelético de ratas control
y con sindrome metabdlico. La actividad total corresponde a todas las ATPasas en el homogenado, la
actividad inespecifica, (en presencia de Tgn) representa la actividad de todas las ATPasa insensibles a
este compuesto; vy la diferencia (actividad de SERCA) corresponde a la actividad especifica atribuida a

la bomba SERCA.

Muestra [Tiempo Tubo de actividad Tubo de actividad Actividad de SERCA
(min) total (Absm) inespecifica (Absm) (Absmm)
Ctl 0 0.1192 0.0639
5 0.1993 0.0738
10 0.2656 0.0663
15 0.3255 0.0739
30 0.5416 0.0718
SM 0 0.0652 0.0533
5 0.1639 0.0550
10 0.2234 0.0561
15 0.2648 0.0568
30 0.3630 0.0583

ACTIVIDADES Y PREGUNTAS

1. Completa los valores de la columna de acti-
vidad de SERCA en la Tabla 1, realizando la
sustraccion correspondiente.

2. Utiliza la Ecuacion No. 1 para determinar los
nanomoles de PO, a partir de la absorbancia
de SERCA, para cada tiempo y normalizalo con
respecto a la cantidad de proteina utilizada.

3. Grafica la actividad de ATPasa de SERCA (nmol
de PO, liberado/mg Pt) con respecto al tiempo

Curva Estandar

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

y = 0.0185x + 0.0195
R? = 0.99583

0.2
0.1

Absorbancia 850 nm

0 5 10 15 20 25 30 35 40

nmol PO,

Grafica 1. Curva estandar de de fosfatos. Se presentan
los datos de Abs. a 850 nm vs. los nmoles de fosfato.
Las mediciones se realizaron por duplicado, por lo tanto
los valores de Abs.son el resultado del promedio. Se
inserta el resultado de la regresion lineal y el valor del
coeficiente de correlacion (R2).

(min) para muestras control y con sindrome
metabdlico. Trata de mantener la misma escala
de valores en X y Y para ambas muestras.

4. Determina las velocidades de reaccion para
cada caso expresadas como nmol de PO,-*/mg
de Pt/min.

5. Comparar y discutir los resultados de actividad
de ATPasa de muestras control y con sindrome
metabdlico.
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RESPUESTAS AL PROBLEMA BIOQUIMICO

1. Los valores de Abs. correspondientes a la ac-
tividad de la SERCA se obtienen al sustraer el
valor de la Abs. inespecifica al de Abs. total,
de esta forma:

Tatiana Romero Garcia y Angélica Rueda
Correo E: arueda@cinvestav.mx

Absorbancia SERCA = Abs.Total - Abs. inespecifica

Absorbancia SERCA = 0.1192-0.0639 = 0.0553

Muestra Tiempo| Tubo de actividad Tubo de actividad Actividad de SERCA
(min) total (Abs,,..) inespecifica (Abs,, ) (Abs,,...)
Control 0 0.1192 0.0639 0.0553
5 0.1993 0.0738 0.1255
10 0.2656 0.0663 0.1993
15 0.3255 0.0739 0.2516
30 0.5416 0.0718 0.4698
Sindrome 0.0652 0.0533 0.0119
Metabolico 5 0.1639 0.0550 0.1089
10 0.2234 0.0561 0.1673
15 0.2648 0.0568 0.208
30 0.3630 0.0583 0.3047
2. Para determinar los nmoles de PO,* liberado . . _
a partir de las Abs. obtenidas en eI4ensayo es Muestra SEII‘R%R"(CEbide ) (n:%i;nfE%?},t)
necesario interpolar los valores de Abs., utili- 850nm 9
zando la ecuacion de la recta (Ecuaciéon No.1). 0.0553 38.6
0.1255 114.4
nmoles PO+ = ooz — 00195 Control 0.1993 194.2
0.0185 0.2516 250
0.4698 486
Para obtener las unidades de actividad enzi-
matica normalizada con respecto a la proteina Muestra Actividad de PO,* SERCA
(nmoles de PO,* /mg de Pt) es necesario hacer SERCA (nmol/mg de Pt)
la siguiente operacién: 0.0119 0
1000 pg/50 pg = 20 ] 0.1089 96.6
Sindrome 0.1673 159.6
Metabolico ’ ’
(nmoles PO,“)/20 = nmoles/mg de proteina 0.208 202
0.3047 308
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3. Actividad SERCA zimatica, en la grafica de estas actividades
enzimaticas esta descrita en el valor de la
pendiente (m) obtenido en la regresion lineal

M Actividad SERCA Control
de cada curva.

y = 14.803x + 35.004

600 2

R =059842 Velocidad de Reaccion
Muestra | PO -4 .

500 OActividad SERCA SM i (nmol PO */mg/min)

i}

i y=8.16x+69.15 Control 14.803

© 400 R? = 0.98308 - 7

g R 5. Se puede evidenciar que la actividad de ATPasa

£ 200 L e de la SERCA disminuye un 45 % en los ani-

z_;* T males con sindrome metabdlico, lo cual puede

(=%

0o T estar relacionado con: 1) una disminucién en la
expresion de la bomba SERCA lo que tiene un

0 impacto dire,cto en su actividgd y funcion; 2)

0 s 10 15 2% - 20 una alteracion en su _rggul_a,cmn por fosfo_lam-

) , ban; y/o 3) una modificacion postraduccional

tiempo (min) que altere su actividad enzimatica. En cualquier

caso esta variacion en la actividad podria estar

directamente relacionada con las disfunciones

4. Sabiendo que la velocidad de reaccion es cardiacas caracteristicas del sindrome meta-
la cantidad de producto que se transforma bélico.

por unidad de tiempo en una reaccion en-
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Estimados Miembros Numerarios

La Directiva de la Sociedad Mexicana de Bioquimica, A.C., conforme a los
estipulado en el articulo 67 incisos a) y b) de los estatutos, convoca a su
membresia a presentar candidaturas de socios numerarios para ocupar los
puestos de Vicepresidente (uno) y Subsecretario (uno) de la Mesa Directiva de
esta Sociedad, asi como a candidatos para ocupar los puestos de Vocales
(cuatro) en la Comisidon de Admision para el bienio 2015-2017.

Las propuestas enviadas se haran llegar por escrito a la Directiva acompafnadas
de un breve resumen curricular del candidato y de un escrito donde éste
exprese su aceptacion a participar en las elecciones.

Favor de enviar las propuestas y los requisitos a: presidente@smb.org.mx

Asimismo se convoca a la Primera Asamblea General Ordinaria para el viernes
12 de Junio de 2015 a las 17 horas en el Auditorio Antonio Pefia Diaz del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, con el fin de cerrar oficialmente la
lista de candidatos, abrir el periodo de votacién y convocar a la Segunda
Asamblea General Ordinaria para el lunes 22 de Junio de 2015 a las 17 horas.

El orden del dia para la Primera Asamblea General Ordinaria del viernes 12 de Junio de 2015 es:

1) Lectura de la Sesién anterior.

2) Dar a conocer la lista de candidatos para ocupar los puestos de Vicepresidente y Subsecretario y
miembros de la Comisién de Admision para el bienio 2015-2017, que fueron propuestos por la
membresia en respuesta a la Convocatoria emitida el 4 de Mayo de 2015, por parte de la
Directiva de la Sociedad.

3) Propuesta por parte de la Asamblea de nombres adicionales de candidatos.

4) Eleccidon de tres escrutadores, que llevaran a cabo el conteo de votos durante el proceso de

votacion.

5) Cierre oficial de la lista de candidatos propuestos.

6) Abrir el periodo de votacidon para elegir al Vicepresidente y al Subsecretario de la Directiva asi
como a los miembros de la Comisidn de Admision de la Sociedad.

7) Convocatoria a la Segunda Asamblea General Ordinaria de asociados de la Sociedad Mexicana
de Bioquimica A.C.

Mesa Directiva
Bienio 2013-2015
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimicA (REB)

La REB es una revista dedicada a la divulgacién, difusion, discusién, analisis y presentacion
de resultados derivados de investigaciones originales en temas relevantes en el campo de la
bioquimica y areas afines. La Revista esta dirigida a investigadores, profesores y estudiantes
de posgrado, licenciatura y educacion media superior. Los trabajos que se someten a eva-
luacion para su posible publicaciéon no deben de haberse presentado total o parcialmente en
otras publicaciones.

Se aceptan Gnicamente contribuciones originales con estricto contenido cientifico en forma
de articulos de investigacion, de revisioén, de critica, de analisis y otras comunicaciones que
tengan que ver con diversas formas de estimular el aprendizaje de la bioquimica y sirvan de
apoyo a investigadores, profesores y alumnos, tanto en aspectos de investigacion, académi-
cos y de actualizacion.

I. Los articulos se deben ajustar a los siguientes
lineamientos editoriales:

de publicacién entre paréntesis, titulo completo
del articulo y después de un punto, el nombre
oficial de la revista abreviado como aparece en

1) Portada. En el primer parrafo incluir el titulo, el el Current Contents, numero del volumen y an-

cual debe de ser claro, simple, atractivo y evitar
las abreviaturas o en su caso, definirlas al inicio
del texto. En el siguiente parrafo se anotaran
los nombres completos de los autores, iniciando
por el nombre propio completo. La afiliacion de
los autores se escribira en el siguiente parrafo,
indicando departamento, institucion, ciudad,
estado y pais y la direccion de correo electronico
del autor responsable. La afiliacion de los autores
se indicard con numeros entre paréntesis. Se
proporcionara un titulo breve con un maximo
de 60 caracteres.

2) Resumen. Se deberan incluir dos resiimenes, uno

en idioma espafiol y uno en inglés (Abstract) de
no mas de 350 caracteres.

3) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a

seis palabras clave en idioma espanol y en inglés.

4) Texto. El articulo debera ser escrito en el procesa-

dor de textos “*Word”, con una extensiéon maxima
recomendada de 15 cuartillas a doble espacio,
en “Times New Roman 12" como fuente de la
letra, sin formato de texto, tabuladores o pies
de pagina. Las figuras y tablas se presentaran
separadas del texto.

5) Referencias. Se indicaran en el texto con nime-

ros entre paréntesis de acuerdo a su orden de
aparicion. Las referencias se enlistaran al final
del trabajo y deben contener para los articulos:
apellidos e iniciales de todos los autores, afio

tecedido por dos puntos, el nUmero de la primera
y ultima paginas, de acuerdo con el siguiente
ejemplo: Martin GM, Austad SN, Johnson TE
(1996) Generic analysis of ageing: role of oxida-
tive damage and environmental stresses. Nature
Gen 113:25-34. Los articulos en libros deberan
citarse de la siguiente forma: Wood KJ (1992)
Tolerance to alloantigens. En: The Molecular Bio-
logy of Immunosuppression. Editor: Thomson A
W. John Wiley and Sons Ltd, Ann Arbor, Michigan,
USA, pp 81-104. Los libros podran incluir las
paginas totales o las consultadas y se citaran de
acuerdo con este ejemplo: Lehninger AL, Nelson
DL, Cox MM (1993) Principles of Biochemistry.
Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

6) Figuras y Tablas. Las figuras se pueden presentar

en formato “jpg” o integradas en un archivo de
“Power Point” o del mismo “Word” separadas del
texto del articulo. Las figuras pueden presen-
tarse en colores, con fondo y sombreado. Las
tablas deben de estar en “Word” sin formatos
especiales y separadas del texto del articulo.
Las figuras y las tablas se deberan numerar con
arabigos. Las leyendas y los pies de figuras se
deberan presentar en una hoja aparte. Se debera
considerar que las figuras y las tablas se reduci-
ran a la mitad o a un cuarto de las dimensiones
de una hoja tamafio carta; las letras y nUmeros
mas pequefios no deben ser menores de dos
milimetros después de la reduccidn. En caso de
emplear figuras previamente publicadas, debera
darse el crédito correspondiente y en su caso
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obtener el permiso para su publicacion. Las fi-
guras dentro del texto deberan mencionarse con
minusculas, la palabra entera y sin paréntesis;
cuando se haga referencia a ellas debera citarse
con la abreviatura, la primera letra mayuscula
y entre paréntesis (Fig. 2). Las tablas siempre
llevaran la primera letra a mayuscula y entre
paréntesis (Tabla 2).

7) Abreviaturas. Las abreviaturas seguiran las
normas de la IUPAC, aquellas especificas o poco
comunes deberan definirse entre paréntesis, la
primera vez que se utilicen.

II. Otras comunicaciones incluyen: resumenes de
articulos cientificos interesantes, relevantes o
significativos, informacion cientifica o académica
de interés general, avisos de reuniones acadé-
micas y cursos, problemas teoricos, ejercicios
practicos, juegos didacticos con orientacidn
educativa, bolsa de trabajo o comentarios de ar-
ticulos publicados previamente en la REB, cartas
al editor, entre otras. Estas deberan seguir los
siguientes lineamientos:

1) El contenido debera ser desarrollado en forma
resumida y de una manera explicita.

2) Se aceptara un maximo de 10 referencias que
se citaran entre paréntesis en el texto, como se
indica en el inciso I-5. Se podran incluir figuras
o tablas, con las caracteristicas que se indican
en el inciso I-6.

Los manuscritos que no cumplan con las espe-
cificaciones de la Revista no seran aceptados de
primera instancia para su revision.

Los manuscritos seran evaluados por lo menos
por tres revisores seleccionados por el Comité
Editorial a quienes se les enviara el trabajo con los
autores en andénimo y quienes en todo momento
permaneceran anénimos para los autores y entre
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ellos; los revisores opinaran sobre la relevancia
del trabajo en un lapso no mayor a un mes. Las
correcciones y sugerencias de los revisores seran
enviadas con anonimato entre ellos al Editor en
Jefe. El resultado de la evaluacion puede ser: re-
chazado, enviado para correcciones o aceptado.
Una vez obtenida una evaluacion global, el Editor en
Jefe enviara las evaluaciones al autor responsable
para que corrija e incorporé en el manuscrito las
diferentes observaciones o en su caso, indique su
opinidn a observaciones que considere discutibles
en los dictdmenes de los revisores. El manuscrito
corregido por los autores debera ser devuelto a la
Revista, en un lapso no mayor a 30 dias naturales;
de otra forma se considerard como un manuscrito
enviado por primera vez. De ser necesario el Comité
Editorial podra enviar nuevamente el manuscrito co-
rregido a los revisores para tener una nueva ronda
de revision, todo ello continuando con el anonimato.
Una vez aceptado el trabajo, las pruebas de galera,
se enviaran al autor responsable.

Los archivos electrénicos se deberan enviar a
la Revista de Educacion Bioguimica como archivos
adjuntos (reb@bg.unam.mx), con atencion al Edi-
tor en Jefe y a partir de una direccién de correo
electrénico que serd considerada como la direc-
cion oficial para la comunicacion con los autores.
El autor responsable debera indicar plenamente
su adscripcion con teléfono, direccidon electrénica
y postal para comunicaciones posteriores. En el
texto del mensaje enviado se debera expresar la
solicitud para considerar la posible publicacién del
articulo, el titulo del mismo, los nombres completos
de los autores y su adscripcion institucional, asi
como el numero, tipo y nombre de los archivos
electronicos enviados. En el mismo texto se debe
de aclarar que el trabajo no ha sido enviado a
otra revista en su forma total o parcial, para su
evaluacion o que el mismo estd en proceso de
publicacion en otra revista o en otro tipo de pu-
blicacion. De igual manera se debe de aclarar que
no existe conflicto de intereses entre los autores
que envian el trabajo.



