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EDITORIAL

En los momentos actuales, cuando pareciera que stibitamente todo se estremece, que la normalidad
desaparece, que a la vuelta de la esquina una buena parte de la zona de confort conocida se ha diluido,
sin posibilidad de regreso; nos desconcertamos. Estamos en la tipica esquina de los desencuentros, al
final de un callejon de puertas cerradas. Y es aqui cuando empezamos a comprender que tal vez, si
nos esforzamos por pensar otros mundos o por interpretar los nuevos simbolos, entonces tendremos
futuro.

Fue precisamente Carl Gustav Jung quien para nuestra fortuna nos hered6 en su libro “Simbolos de
Transformacion” una llave para resolver paradigmas en tiempos de crisis y pandemia: el ser humano
y el ave Fénix tienen similitudes. Esa emblematica criatura capaz de elevarse desde las cenizas de su
propia destruccion, simboliza también el poder de la resiliencia, como la posibilidad inigualable para
renovarnos en seres mucho mas fuertes.

A mediados de diciembre del afio 2017, la revista cientifica de la Facultad de Ciencias Quimicas
enfrento su propia crisis y desaparicion, para luego resurgir ahora “QUIMICA CENTRAL”, con el
fin de incorporar en la tradiciéon disciplinar de la Facultad la tendencia contemporanea de la
produccion indexada abierta y al servicio de la comunidad.

La politica editorial de la revista reconoce asi la necesidad de incorporar en la produccién cientifica
experimental el enfoque interdisciplinar. La revista procura espacio para publicar los resultados
obtenidos en la huella dejada por Michael Gibbons et al, destacando los diversos modos de
generacion de conocimiento.

El renacimiento de la revista se debe principalmente al entusiasmo de su Editor por transmitir la
dinamica de la ciencia y la investigacion transdisciplinaria en las sociedades contemporaneas; a su
compromiso firme para contribuir decididamente a la produccion de conocimiento en diferentes
contextos de aplicacion o uso.

Asi, en la presente edicion se incorpora esta vision multidiscipliar cuyos contenidos van desde la
contribucion del andlisis bioinformatico hasta la produccion experimental, en una muestra selectiva
al servicio de la comunidad cientifica.

Dr. José Augusto Rosero, Ph.D.
Direccion de Doctorados e Innovacion
Univesidad Central del Ecuador

vi



Quimica Central (2021) Vol. 7 Num. 1

Estudio in silico de factores transcripcionales basicos de zipper de leucina

de Carica papaya L.

In silico study of basic leucine zipper transcription factors of Carica papaya L.
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Resumen: Los factores transcripcionales regulan la expresion de genes al interactuar directamente
con el ADN. La clase de factores basicos de zipper de leucina o bZIP en arabidopsis posee 75
miembros con dominios de aminoacidos similares entre todos sus miembros. En este trabajo se
estudio in silico el genoma de papaya con la finalidad de encontrar posibles genes ortdlogos bZIP en
papaya. Se encontrd 37 secuencias posibles, se realizé el analisis bioinformatico de las secuencias.
Se agrupo las secuencias y nombré de forma similar a la clasificacion de arabidopsis. Los resultados
expuestos a continuacion podrian ser utilizados para evaluar de forma experimental la funcion

bioldgica posible de estos genes en papaya.

Palabras clave: bZIP, factores transcripcionales, papaya, caricaceas

Abstract: Transcription factors regulate gene expression by interacting directly with DNA. The class
of basic leucine zipper factors or bZIP in arabidopsis has 75 members with similar amino acid
domains among all its members. In this work, the papaya genome was studied in silico in order to
find possible ortholog bZIP genes in papaya. 37 possible sequences were found, the bioinformatics
analysis of the sequences was performed. The sequences were grouped and named similarly to the
arabidopsis classification. The results presented below could be used to experimentally evaluate the

possible biological function of these genes in papaya.

Key Words: bZIP, transcription factors, papaya, caricaceae

1. Introduccion reprimiéndola en respuesta a sefales especificas
Los factores transcripcionales (FT) son proteinas  intracelulares o ambientales (2).
que se unen a secuencias especificas de ADN y

regulan la transcripcion (/) activandola o



La base de datos TRANSFAC 7.0 (3) agrupa a los
factores transcripcionales de mamiferos en 5
superclases principales, cada una de estas se divide
a su vez en clases y estas en familias. Los bZIP
pertenecen a la superclase de dominios basicos y a
la clase de factores basicos de zipper de leucina
(del inglés Basic Leucine Zipper factors), el
dominio esta formado por una repeticion periddica
de leucinas por cada 7 residuos de aminoacidos
(denominado heptamero) y la conformacion
resultante es una o-hélice (4, 5) que permiten la
formacion del dimero de zipper de leucina (figura
la). Cada posicion de los residuos se designa con
letras empezando por la posicion gy seguidas de las
posiciones a, b, c,d, eyf. Los residuos de leucina
de forma general se ubican en cada posicion d (6) de

acuerdo como se ilustra en la figura 1b.

Adicionalmente, en el extremo N-terminal existe

una region basica que facilita la unién del ADN (4).

Zipper de
leucina

ADN

Figura 1. Descripcion  grafica de los factores
transcripcionales bZIP a) dominio basico de zipper de
leucina y forma de unién al ADN b) composicion del
heptamero en funcion de la posicion de aa.

Para Arabidopsis thaliana Jakoby et al. (7)
clasificaron a los bZIP dentro de una familia con

75 miembros, familia compuesta a su vez por 10
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grupos que compartian similitud de secuencias

proteicas.

El genoma secuenciado de Carica papaya se
publico el en el afio 2008 (8) y desde entonces ha
servido como referencia para el estudio de genes
involucrados en diferentes procesos metabdlicos
de la papaya (9-12) la caracterizacion de
secuencias bZIP del grupo D (13) asi como
también genes ortdlogos de otras caricaceas (/4

15)

El presente trabajo es un estudio in silico a partir
del genoma secuenciado de C. papaya que
contempld la  descripcion de  factores
transcripcionales basicos de zipper de leucina en

esta especie vegetal.
2. Parte Experimental

2.1. Materiales

Se utiliz6 las bases de datos bioinformaticos TAIR
de arabidopsis (/6) y PHYTOZOME (/7) para
papaya. Adicionalmente la plataforma en /linea
para prediccion de secuencias proteicas FGENESH
(18) y finalmente los softwares, MEGA7 (19),
PerfctBlast (20).

2.2. Métodos

2.2.1 Busqueda de secuencias

Se tomaron como referencia las 75 secuencias
proteicas bZIP de arabidopsis (7) y se buscaron las
secuencias de nucledtidos a partir de sus numeros
de accesion en la base de datos TAIR (/6). El
genoma completo de papaya se descargd desde
PHYTOZOME (/7). Con las secuencias de
arabidopsis se realizd6 un tBLASTx local (21)
contra el genoma de papaya mediante PerfctBlast
(20). Se seleccion6 las secuencias codificantes con

valores E menores que 107 y porcentajes de

[\
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identidad, superiores a 25% dentro del genoma de C.

papaya.

2.2.2 Andalisis bioinformdtico

Se realizé la prediccion proteica de las secuencias
FGENESH (/8), el

modelo y filogenia

mediante

(ClustalW),

codificantes
alineamiento
(Maximun Likelihood) de las predicciones proteicas
se realizd6 mediante MEGA7 (19). Se utiliz6 la
secuencia 26S (numero de accesion AAF22522.1)

que codifica para una subunidad del proteasoma de

arabidopsis como outgroup.
3. Resultados y Discusion

3.1. Numero y funcién probable de genes
CpbZIP

A partir de la busqueda tBLASTx local se encontrd
37 secuencias CpbZIP (tabla 1), se agrupd cada
secuencia en siete grupos de acuerdo con la
clasificacion para arabidopsis

Jakoby et al. (7).

propuesta por

Tabla 1. Distribucion de secuencias de nucleotidos de genes que codifican para bZIP de A4. thaliana y posibles

ortologos en C. papaya.

Grupo/N° AthZIP Funcién conocida en A. thaliana CpbZIP (este
estudio)
A/13 Respuesta a sefializacion por ABA, 7

respuesta a estrés osmotico y sequia en
tejidos vegetativos (22-26).

B/3 Modificacion de las histonas durante 1
estrés, respuesta a estrés salino en el
reticulo endoplasmatico (27,28).

C/4 Desarrollo de semillas, respuestas 2
mediadas por ABA a estrés abidtico

(29,30).

D/10 Dependiendo del factor transcripcional, 6, reportados
activador o represor de la expresion de previamente en
genes de defensa (31). papaya (13)

E/2 Desarrollo del polen (32). 3

F/3 Adaptacion a bajas concentraciones de 1
zine (33).

G/8 Germinacion de semillas, elongacion de 3
hipocétilos (34)

H/2 Captacion de nitrogeno, fotomorfogénesis 1
(35).

/13 Sefializacion osmosensora (36) 5

S/17 Respuesta a la luz (37). 8

Claramente se observé que las secuencias CpbZIP
estan presentes en un numero menor que Sus
contrapartes de arabidopsis. Esta caracteristica se
repite en practicamente todos los genes de las dos
especies al compararlas entre si, en promedio
existe una reduccion del 20% de genes en papaya.
Presumiblemente esto se debe a las diferencias

morfologicas entre arabidopsis y papaya (§).

En los grupos H y C el nimero de genes de
arabidopsis fue el doble que los de papaya,
probablemente por efecto de las dos duplicaciones
genOmicas consecutivas (de sus siglas en inglés
whole genome duplications WGD) que sufrié el
genoma de arabidopsis en comparacion con el de
papaya que no tuvo duplicacién alguna (38). Para

el resto de los genes de arabidopsis cuyo niimero



no es doble de los genes de papapa, probablemente
algunas copias de genes en arabidopsis se
perdieron por el proceso llamado de
fraccionamiento que puede ocurrir luego de un

evento de WGD (39).

Las funciones de los genes que codifican para bZIP
en arabidopsis son plenamente conocidas (tabla 1)
y como una primera aproximacion, es factible
esperar respuestas biologicas parecidas entre genes
ortélogos con secuencias similares, pero de
diferentes especies. De hecho, algunos de los genes
CpbZIP del grupo D respondieron a acido salicilico
(13) y podrian estar involucrados en la defensa en
plantas en contra de patogenos de la misma forma
como lo hacen en arabidopsis. Sin embargo, para
conocer las funciones de los demas genes de
papaya encontrados en este trabajo, se deberia
demostrar experimentalmente. Las predicciones in
silico son un excelente punto de partida, pero las
diferencias morfologicas y fisiologicas entre
arabidopsis y papaya, se remontan de acuerdo con

Fang et al. (40) hace 72 millones de afios.

Alineamiento y composicion del dominio basico

de zipper de leucina

Las 37 secuencias proteicas CpbZIP compartieron
dominios basicos de zipper de leucina similares,
formados por los heptameros de residuos de
leucina y espaciados regularmente cada 7 aa
(figura 2)lo que concuerda con lo expuesto

previamente por Hakoshima (4).
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Fig. 2. Alincamiento de secuencias predichas de
aminoacidos CpbZIP en sus respectivos grupos , se
detallaron también los heptameros Loto Lsdentro de
los dominios bZIP y los tipos de aminoacidos
alifaticos (cuadrados negros), basicos (cuadrados
blancos ), acidos (cuadrados grises claros ) e
hidroxilicos (cuadrados grises oscuros).

Como criterio para seleccionar las 37 secuencias
CpbZIP se considerdé que cada heptamero debia
contener uno de los aminoacidos L, M, I, V, C, A
y S en la posicién d ya que Moitra et al. (41)
determinaron que la estabilizacion del dominio
basico zipper de leucina depende del aminoécido
en esa posicion en particular y que el orden
descendiente de estabilidad lo conferia el
aminoacido en la secuencia indicada. De forma
general entre todas las CpbZIP predichas, la
leucina es el aminoacido que se repite con mayor

frecuencia en la posicion d dentro de todos los

heptameros (Lo a Ls).

Los heptdmeros con aa diferentes no fueron
considerados y las secuencias se cortaron hasta el
heptamero anterior completo. Este es el motivo por
el cual se encontr6 CpbZIP, con numeros de

heptameros y longitud variables (figura 2).

Los aa ubicados en posiciones g y e en cambio, son
los responsables de la formacién de dimeros y la
interaccion entre aa cargados de forma opuesta

(positiva/negativa) promueven la dimerizacion

K6 Eﬁ” 3 oo arroflD 1 NN V[§KS 3 A [k BED
v s slc llsoffnn (o BV one ik offe TRA kMxWBcE e e
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mientras que la interaccion entre aa cargados de

forma similar (positiva/positiva 0
negativa/negativa) inhiben la dimerizacion en FT
bZIP de arabidopsis (42). Esto coincide con lo
encontrado en las secuencias CpbZIP que
mostraron la presencia de aa negativos y positivos
en estas posiciones en particular que podrian
interactuar entre si de una forma especifica,
promoviendo la dimerizacion o inhibiéndola,

segun las caracteristicas de los aa involucrados.
3.3 Arbol filogenético de secuencias CpbZIP

La filogenia de las 37 secuencias generd tres clados
(Figura 3), el primero formado por los miembros de
los grupos A (4 subclados ), D (3 subclados ), G (2
subclados ), S (3 subclados ), H, C y F y un clado
mas pequeilo formado por los grupos I (3 subclados
)y E (2 subclados ) y el tercer clado formado

unicamente por la a secuencia B.

s CPbZIPY

"k CpbzIP3
CpbZIP2
CpbZIP4
A cpbzIps
CpbZIP6

[TS)V[DE][EQDIVW
v
J—

i [TR(UJE(EDJFLVIAL)

LRIRD)[TSVIX[TS]
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Fig. 3. Arbol filogenético (Maximun Likelihood ) de
CpbZIP. El mejor método de substitucion de aa para el
conjunto de datos fue calculado con MEGA 7 (19) el
analisis involucré 38 secuencias de aa.Todas las
posiciones que contenian gaps y datos faltantes fueron
eliminadas . Se adjunta la firma caracteristica de cada
grupo, el bZIP se representa como un rectangulo gris.

Se observd que la clasificacion de heptadmeros

propuesta en la figura 2 es consistente con este

CpbZIP20 )]: F
CpbZIP24 > H
CpbZIP8 B
| CPbLIPLY DMASYSS
- t CpbZ1P18 E =i
CpbZ1P19
i CPbZIP27
L CpbzIP26 DD[LVJF(CSITAJY[MI[DN]
CpbZIP28 | —— 0 —
CpbZIP25
| cpbzIP29
265

arbol es decir las secuencias se agruparon en los

clados correspondientes a su grupo en particular.

El arbol filogenético también mostrd duplicacion
especifica de linajes entre los subclados, lo que
quiere decir que cada miembro podria tener
funciones similares dentro de cada grupo que
deberian demostrarse de forma experimental. Junto
al arbol filogenético se incluy6 las firmas de cada
grupo que son representaciones graficas que
ilustran la posicion del bZIP en cada grupo y otros
dominios conservados que no necesariamente
cumplen una funcién bioldgica determinada. Estas
firmas fueron originalmente descritas también por
Jakoby et al. (7). Las letras sin corchetes
representan la secuencia de aa en esas posiciones
en particular, las mismas que son constantes en
todos los miembros del grupo, mientras que las
letras entre corchetes representan aminoacidos
variables que pueden ocupar esa posicion en
particular (solo una de las encerradas entre

corchetes).

Mediante este trabajo se determiné la presencia de
genes con caracteristicas de FT bZIP en el genoma
de papaya desde un enfoque in silico a partir bases
de datos gendémicos y prediccion de genes, como
estrategia para la notacion de genes no descritos
ain y cuya funcién biologica requiere ser
confirmada de forma experimental. De acuerdo
con Martinez (43), el advenimiento de tecnologias
de secuenciacion, el numero creciente de genomas
las  herramientas

vegetales  disponibles

y
bioinformaticas han permitido la notacion de genes
con la finalidad de incrementar el conocimiento de

las familias génicas y de la evolucion.

4. Conclusiones

Se encontr6 in silico 37 secuencias que podrian ser

ortdlogos a factores transcripcionales basicos de



zipper de leucina (CpbZIP) en el genoma de
papaya. En funcion de la similitud de las
secuencias, estas se nombraron y agruparon en 10
grupos, de forma analoga a la clasificacion de
secuencias caracterizadas bZIP de arabidopsis. Se
elaboro el alineamiento y filogenia de las
secuencias encontradas cuyas funciones biologicas

podrian ser evaluadas de forma experimental a

partir de esta informacion generada.
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CONTENIDO 1. Introduccion

1. Introduccion La cerveza es una bebida que se obtiene por

2. Meétodos de deteccion de metales pesados fermentacion de malta. Civilizaciones como los

2.1 Deteccion de metales pesados en
cerveza

sumerios y mesopotamicos, 10000 ac, fueron los

pioneros en nombrar y referirse a este producto en
3. Concentraciones de metales pesados en

sus escritos.!
cervezas artesanales

4. Efectos de metales pesados en la cerveza. . , .
La cerveza es una de las bebidas mas consumidas

5. Ingesta tolerable y efectos en la salud en el mercado a nivel global, alcanzando un 75%.

5.1 Plomo El principal productor de cerveza es China con 448
5.2. Cobre millones de hectolitros. A nivel mundial, Europa es
5.3. Cadmio el continente con mayor consumo per capita anual.
S.4. Hierro Los paises que lideran la lista de consumo son
5.5. Zinc Republica Checa con 144 L, Alemania 107 L,
5.6. Cromo

Austria 106 L y Polonia 96 L.2
5.7. Aluminio

358, Manganeso La cerveza artesanal tiene su origen a pequefia

59 Niquel escala en Reino Unido en la década de los 70, razén
510.  Arsénico por la cual se les conoce como micro cerveceria.
511. Cobalto Esta bebida se fabrica a partir de cebada, ltpulo,

Sinopsis, /Perspectivas/ Punto de vista

Referencias

levadura y agua; la concentracion de alcohol varia

y generalmente es mas alta comparada con la

cerveza industrial (> 4° gl). Sus componentes
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finales son alcoholes, hidratos de carbono no
fermentados en forma de dextrinas, vitaminas,
minerales, acidos, fenoles, dioxido de carbono y

agua alrededor del 90 %.?

La cerveza artesanal ha ido ganando espacio en el
mercado nacional e internacional. La mayor parte
de la produccion de esta cerveza se ha centrado en
las micro cervecerias, lo cual ha provocado
estragos econdmicos en las grandes industrias
tradicionales de cerveza. Un ejemplo es el caso de
Budweiser que en el pasado basaba su publicidad
en las raices de la compaiiia, siendo originarias de
una microcerveceria, lo cual causo efectos en los
productores mas grandes.* En Ecuador existen
cincuenta y cinco (55) micro cervecerias
registradas en Quito, Guayaquil, Cuenca, Manta,
Loja e Ibarra principalmente.” El 79,2 % de los
ecuatorianos que consume bebidas alcoholicas
prefiere la cerveza con respecto al 20,8 % que
decide ingerir bebidas destiladas como el ron,
vodka, whisky y también vino. Seglin cifras
reveladas en la Encuesta Nacional de Ingresos y
Gastos en Hogares Urbanos y Rurales del Instituto
Nacional de Estadistica y Censos (INEC),® desde
el 2010 se ha abordado con impulso el
emprendimiento de las cervezas artesanales; como
ejemplo la "Republica de la Cerveza" en Guayaquil
es un emprendimiento privado que tiene como

proposito distinguir e impulsar la degustacion de

algunas variedades de cerveza.’®

Uno de los factores que juega en contra de la
calidad de una cerveza artesanal es la presencia de
metales pesados. Este contaminante pueden
provenir de varias fuentes como: la materia prima,
el empleo de aditivos que contengan trazas
metalicas durante el proceso de fermentacion y

maduracion, y la contaminacion proveniente de la

corrosion del equipamiento para la elaboracion de
la cerveza.” Estos metales inducen alteracion de las
propiedades de envejecimiento prematuro de la
cerveza, ademas de causar posibles dafios a la salud

de los consumidores.

Los Metales Pesados son elementos quimicos que
poseen alta densidad (mayor a 4 g cm™'), masa y
peso atémico por encima de 20, y son tdxicos en
concentraciones bajas. Entre los de gran
importancia se pueden citar: Plomo (Pb), cobalto
(Co), Estafio (Sn), Cadmio (Cd), Manganeso (Mn),
Zinc (Zn), Hierro (Fe), Mercurio (Hg), Cobre (Cu),
Molibdeno (Mo), Niquel (Ni), Cromo (Cr),
Aluminio (Al), Selenio (Se), Vanadio (V), Talio
(T1), Arsénico (As), entre otros.*” El objetivo de la
presente revision es abordar la temética actualizada
de la presencia y determinacion de metales pesados
en cerveza artesanal, puntualizando al final del
manuscrito sobre los problemas que pueden
acarrear en la salud de los consumidores la
presencia de los principales metales que se han

reportado como contaminantes en esta bebida.

2. Métodos de deteccion de metales

pesados

Entre los métodos mas empleados para detectar

metales en cerveza, se encuentran:
espectrofotometria de absorcion atomica con horno
de grafito (GF-AAS, por sus siglas en inglés),"
espectroscopia de absorcion atémica con llama
(FAAS, por sus siglas en inglés),'" redisoluciéon
anodica por polarografia, voltamperometria de
diferencial

redisolucion anddica

(DPASV,

con pulso

por sus siglas en inglés),"!
espectrometria de masas de plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS, por sus siglas en

inglés),'? espectrometria de emision Optica de



plasma inducida por microondas,'® polarografia
diferencial de pulsos (DPP, por sus siglas en
inglés),'* espectrofotometria de absorcién atomica
electro térmica (ETAAS, por sus siglas en
inglés),"” espectrofotometria de absorcion atémica
con atomizacioén en horno de grafito y correccion
Zeeman'®

y métodos espectrométricos de

absorcion molecular UV-Vis.!
2.1. Deteccion de metales pesados en cerveza

Para cada metal se puede elegir un método de
determinacion especifico que dependerd de la
naturaleza y las propiedades del elemento, y de la
matriz donde se encuentre dicho metal. Para
determinar metales pesados en muestras de cerveza
se debe considerar la eficiencia de los
procedimientos de digestiéon como tratamientos de
ceniza seca, digestion con 4cido nitrico y la

desgasificacion de la muestra.

En el caso del Fe, la espectrofotometria de

absorcion  molecular UV-Vis con 1,10
fenantrolina, se ha encontrado como método mas
apropiado para la determinacion en la cerveza en
comparacion con la FAAS. Mientras que esta
misma técnica utilizando tiocianato de potasio
(KSCN) y 4acido sulfosalicilico comparado con

FAAS poseen el mismo grado de precision.!’

Para la determinacioén de Cu, Al y Cd en cerveza,
se han desarrollado procedimientos mediante
espectrometria de absorcion atomica
electrotérmica. Las muestras de cerveza se tratan
con perdxido de hidrogeno (H.0»), acido nitrico
(HNO3) y fosfato diacido de amonio (NH4H2PO4)
y se inyectan en el horno donde son mineralizadas,

con la finalidad de atomizar los metales."

Quimica Central (2021) Vol. 7 Num. 1

Mediante espectrometria de masas de plasma
acoplado inductivamente, durante la produccion de
cervezas artesanales se ha monitoreado la
existencia de metales pesados como Fe, Pb, Cd, Ni,
Cu, Zn, Cr y As. Los resultados mostraron que la
materia prima como: agua, malta, lupulo y
levadura, son fuentes de contaminaciéon muy baja
(ug L) en Cr, Zn y Cu. Mientras que, la fase de
filtracion puede generarse el aumento de la
concentracion de Cd, Zn, Fe y As en la bebida.
Cervezas artesanales elaboradas sin la filtracion
incremento en la

final no presentaron

concentracion de estos metales en el producto .'?

Mediante espectrometria de emision Optica de
plasma microondas, se ha

determinado Zn, Fe, Cr, Cu, Mn, Co, Ni, Al junto

inducida  por

con otros elementos en muestras de cerveza
industriales y artesanales, se lograron parametros
analiticos como limite de deteccion (LOD, por sus
siglas en inglés), precision y exactitud adecuados

para el propésito del trabajo.'?

En Cuenca-Ecuador se ha reportado el contenido
de Zn, Cd, Pb y Cu en las cervezas artesanales mas
consumidas, mediante la técnica de redisolucion
anodica por polarografia. Las muestras fueron
pretratadas mediante desecacion, a 100 °C en
estufa, se afadio gotas de aceite de oliva para evitar
la espuma y se calent6 a fuego hasta que se detuvo
la hinchazon de la muestra; se calcind en la mufla
a 525 °C hasta obtener cenizas blancas. Para el caso
del Pb, 2 de cada 8 cluster estaban fuera de la
norma, con un contenido de mas de 0,1 mg L;
para el del Zn, 1 de cada 8§ cluster analizados
sobrepaso la concentracion de Zn permitido, segun
la norma el limite permitido es hasta 1 mg L'!; para
el caso del Cu, 2 de cada 8 claster analizados

sobrepasaron la concentracion de Cu, segin la
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norma acepta hasta 1 mg L', La norma vigente
para cerveza no regula el contenido de Cd, razon
por la cual para el andlisis de los resultados
obtenidos de este metal se tomo6 como referencia la
norma brasilefia para cervezas; todos los cluster
estaban dentro de la norma ya que los contenidos

no sobrepasaron los 0,5 mg L™!.18

El método de voltamperometria de redisolucion
anodica (ASV) ha sido utilizado para determinar
metales pesados como Cu, Pb y Cd en bebidas de
malta sin alcohol. En una investigacion de bebidas
en Iran se detectaron concentraciones de Cu, Pb y
Cd de 0,51, 0,04 y 0,05 mg/100 mL,
respectivamente. De acuerdo a la ingesta diaria
aceptable (IDA) establecida por los EEUU, los
niveles de estos metales se encuentran por debajo

del IDA."

La voltamperometria de redisolucién anddica
asistida por ultrasonido (sono - ASV), ha permitido
la deteccion del contenido total de Cu en cerveza,
utilizando electrodos de pelicula fina de mercurio
y de carbono vitreo. Para ello, se introduce una
sonda de inmersion en una celda de tres electrodos
con temperatura controlada, opuesta a un electrodo
de trabajo de Nafion cubierto con mercurio, una
pelicula de mercurio formada ex situ o un electrodo
de carbon vitreo desnudo. Por este método, se
requiere un pretratamiento minimo de la muestra,
que consiste en la acidificacion de la cerveza con
HNO; diluido y la desgasificacion con argon.
Después de la deposicion de Cu sobre el electrodo
en presencia de ultrasonido, se emplea una

exploracion de onda cuadrada para obtener la sefial

analitica. En ausencia de ultrasonido, la pasivacion
de los electrodos por especies organicas y las tasas
mas bajas de transporte de masa impiden la
obtencion de cualquier sefial medible. La limpieza
cavitacional in situ del electrodo por insonacion
mantiene la actividad del electrodo. Los niveles de
contenido total de Cu en cerveza “Pedigree Bitter”,
se encontraron en el rango de 100 a 300 pg de
Cu-L". Este reporte destaca la validez del método
sono-ASV como una técnica electroanalitica util en

medios complicados de medir.?’

Se ha utilizado voltamperometria de separacion por
adsorcion de pulso diferencial (DPAdSV) para
determinar Fe en cervezas. Un método altamente
sensible, selectivo, rapido, confiable y economico
para el andlisis directo de Fe libre en muestras de
cerveza “Lager” pdlidas, oscuras y sin alcohol.
Para ello se utilizo el electrodo colgante de gota de
mercurio. El Fe libre en las cervezas oscuras fue
mas alto que en las cervezas palidas, que aun es
mas alto que el contenido de Fe libre en las
cervezas sin alcohol. Las Cervezas oscuras
presentaron un promedio de 121 pug L' de Fe, las
cervezas palidas 92 pug L' y las cervezas sin
alcohol 63 pg L. El Fe libre en cervezas puede
estar relacionado con las mayores cantidades de
ingredientes en las cervezas oscuras, como son
lipulo y malta, los cuales poseen cantidades
significativas de Fe. La malta oscura se obtiene por
extraccion con agua caliente lo que causaria
probablemente la solubilidad parcial del Fe,

aumentando asi la concentracion en las cervezas

oscuras .%!
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Resultados en la determinacion de metales pesados
en cervezas artesanales en algunas investigaciones
se muestran en la tabla:

3. Concentraciones de metales pesados en

cervezas artesanales

Tablal. Metales pesados de cervezas artesanales. Primera parte.

Metales

Método

Informacion
de la
cerveza**

Cr

Ni

Zn

Cd

Pb

Cu

ng L

ng L

ng L

ng L

ng L

ng L

Referencia

Espectrometria
de emision
optica de
plasma
inducida por
microondas

Ciudad Cruz
das Almas,
Bahia-Brasil

1,0-
118,15

<7-1130

550-2580

16,64-
3670,3

Espectrometria
de masas de
plasma
acoplado
inductivamente
(ICP-MS)

Cerveza lager
/
Italia

n.d.*-
2451

n.d.

n.d.-
1081,60

n.d.-
35,29

n.d.

n.d.

Espectroscopia
de absorcion
atémica con

llama (FAAS)

Bialystok-
Polonia

13,3-85,8

22

Espectrometria
de absorcion
atomica
electrotérmica
(ETAAS)

Espana

31-84

Espectrometria
de absorcion
atomica con

atomizacion en

horno de
grafito y
correccion

Zeeman

Rural/
Brasil

1,4

32

Espectrofotom
etria de
Absorcion
Atdémica con
Horno de
Grafito (GF-
AAS)

Guayaquil-
Ecuador

0,32-0,76

Espectroscopia
de absorcion
atémica con

llama (FAAS)

Quito-
Ecuador

8,6 -44,3

55,2 -
78,5

Espectrofotom
etro de
absorcion
atomica

Zambia

30-22700

0-500

0-3000

23

** Tipo de cerveza y/u origen. * no detectado
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Tablal. Metales pesados de cervezas artesanales. Segunda parte.

Metales
Método Informacion de | zn )y | Ccdan | PbA) | Cu(l) | Referencia
la cerveza
ug L pgLt | pgL! ng L
Rubia Compafifa | 17 1597 | 5151 | 728 | 148750 1
/Cuenca-Ecuador
Negra
Compaiiia/ 382-478 10-19 3-34 95-382 18
Cuenca-Ecuador
Roja Compadiia/ | o3 347 | 1357 | 9100 | 94-207 18
Cuenca-Ecuador
Redisolucion anodica
en el polarografo Rubia Factory/ 106-999 29-133 18-34 171-308 18
Cuenca-Ecuador
Roja Factory/ | ¢4 53¢ | 14.50 | 1564 | 111451 18
Cuenca-Ecuador
Negra Factory/ | 99 ¢6¢ 0-95 22-58 | 239-17659 18
Cuenca-Ecuador
Voltamperometriade
Redisolucion Anodica Quito-Ecuador 3732 - 44,8 — 1
con Pulso Diferencial | < 0 - cHado 705,6 274,0
(DPASV)
Polarografia
diferencial de pulsos 132 -
(DPP)y San Luis Potosi- 6 é 4 14
voltamperometria de México ’
separacion anodico
(ASV)
Voltamperometria de Cerveza sin
separacion anddica alcohol/ 1,34 0,05 0,04 0,51 19
(ASV) Irén

** Tipo de cerveza y/u origen.
* no detectado
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Tablal. Metales pesados de cervezas artesanales. Tercera parte.

Metales
Informacion
Método dela Al Fe As Mn Co Referencia
cerveza**
pgl' | pgl' | pgl' | pgl' | pgL!
Espectrofotometri
a de Absorcion Guayaquil- 0
Atdémica con Ecuador n.d*- 3,9
Horno de Grafito
(GF-AAS)
Espectrometria de
mas;zociigisma Cerveza' 4,22 - n.d.-4.81 12
. . lager - Italia 40,03
inductivamente
(ICP-MS)
Espectroscopia de 62.4-
absorcion atomica | Bialystok- 1 1’99 65,4-277 2
con llama Polonia
(FAAS)
Espectrometria de
absorcion atdmica ~ 90 - 960 15
L. Espana
electrotérmica
(ETAAS)
Espectrometria de
emision '(')pticg de | Ciudad Cruz 2.11- 0.08-0.57 i
plasma inducida | das Almas, 7329
por microondas | Bahia-Brasil ’
(ICP-OES)
Espectrofotometr n.d.-
o de absorcion Zambia 245000 3
atomica (AAS)

** Tipo de cerveza y/u origen.
* no detectado

En la Tabla 1 primera parte, se pudo identificar seis
metales en sus formas totales. El Cr detectado en
cervezas artesanales de Brasil por Pires et al.,'
mediante ICP-OES fue de 118,15 pug L, siendo
mas alto que el reportado por Passaghe et al.'? para
cervezas de Italia mediante ICP-MS, 24,51 ug L
11213 En cuanto al Ni se encontr 1130 ug L' en
cervezas artesanales de Brasil por el método de
ICP-OES empleado por Pires et al.,'> mientras que

en cervezas de Italia registradas por Passaghe et

al.'? por el método ICP-MS no se pudo detectar
dicho metal.'*!* El Zn detectado en cervezas
artesanales en Quito-Ecuador y Zambia, muestra
ser mayor en Zambia hasta una concentracion
22700 pug L' y menor en Ecuador hasta 44,3 ng L
11023 E] Cd total que se determind en cervezas
artesanales de Italia, Espafia, Brasil y Ecuador,
muestra ser mayor en Italia por el método ICP-MS,
3529 pg L' y significativamente menor en
Ecuador segun el registro de Rodriguez'® mediante

el método de GF-AAS, 0,76 ug L™1.'%!2 E] Pb total




Quimica Central (2021) Vol. 7 Num. 1

cuantificado en cervezas artesanales de Italia,
Brasil, Ecuador y Zambia muestra ser mayor en
Zambia con 500 ug L', mediante el método FAAS,
y no detectable en Italia por el método de ICP-
MS.'?23 El Cu total que se determiné en cervezas
artesanales de Brasil, Italia, Polonia, Espaiia, Brasil

y Zambia, muestra ser mayor en Brasil por el

En la Tabla 1 segunda parte, se muestra la
deteccion de cuatro iones metalicos. El Zn(II)
detectado en cervezas artesanales de Cuenca-
Ecuador, Quito — Ecuador, México e Iran, sefiala
una mayor concentracion en las cervezas “Rubia
Compafiia”, registradas por Becerra,'® en Cuenca-
Ecuador por el método de redisolucion anddica por
polarografia, y menor concentracién en cervezas
sin alcohol registradas por Sadeghi et al.,'” en Iran
por el método de ASV, 1277 y 1,34 ug L,
respectivamente.'®!*  El Cd(II) detectado en
cervezas artesanales de Cuenca-Ecuador, México e
Irdn, sefiala una mayor concentraciéon en las
cervezas “Rubia Factory” registradas por Becerra'®
en Cuenca-Ecuador, que las cervezas sin alcohol
registradas por Sadeghi et al.,'* en Iran, 133 y 0,05
ug L, respectivamente por los métodos descritos
anteriormente.'®!” El Pb(Il) detectado en cervezas
artesanales de Cuenca-Ecuador, Quito-Ecuador,
Meéxico e Iran, sefiala mayor concentracion en las
cervezas registradas por Borja'' en Quito-Ecuador,
por el método de DPASV, y menor concentracion
en cervezas sin alcohol registradas por Sadeghi et
al.,'” en Iran por el método de ASV, 274 y 0,04 ug
L', respectivamente.''” El Cu(Il) detectado en
cervezas artesanales de Cuenca-Ecuador e Iran,
seflala una mayor concentraciéon en las cervezas

“Negra Factory” registradas por Becerra'® en

respectivamente.'>** El As detectado en cervezas

artesanales de Guayaquil-Ecuador e Italia, sefiala

método ICP-OES con 36703 pg L' y no
detectable en Italia por el método de ICP-MS.'*!3
Se puede observar una mayor cantidad de estos
cinco metales en cervezas artesanales de Brasil y
Zambia. Lo cual evidencia que, la fuente de estos
metales puede ser diversa y que depende mucho de

la localidad de estudio.

Cuenca-Ecuador, que las cervezas sin alcohol
registradas por Sadeghi et al.,'” en Irdn, 17659 y
0,51 pg L' respectivamente, por los métodos

1819 Como

descritos anteriormente. se puede
observar las cervezas sin alcohol analizadas en esta
tabla contienen menor concentracion de iones
metalicos, lo cual induce a corroborar lo descrito
por Concon,?* Robards,” Reilly y otros,* que el
alcohol podria contribuir en la solubilidad de los
metales en el proceso extractivo durante la
maceracion.?*26

Enla Tabla 1, tercera parte, se muestra la deteccion
de cinco metales. E1 Al y Mn total detectado en
cervezas artesanales de Espafa por Vifias et al.,'” y
de Polonia por Zambrzycka et al.,** sefialan valores
significativos de concentraciéon por los métodos
ETAA y FAAS, 960 y 277 ug L™ respectivamente,
mientras que el Co total registrado por Pires et al.!?
en cervezas de Brasil mediante ICP-OES es
minima su presencia, 0,57 pg L'.'*1522 EI Fe total
detectado en cervezas artesanales de Italia,
Polonia, Brasil y Zambia, sefiala una mayor
concentracion en las cervezas registradas por
Reilly*® en Zambia por el método de AAS, y menor
concentracién en cervezas registradas por
Passaghe et al.,'? en Italia por el método de ICP-

MS, 245000 y 40,03 pg L™,

una concentracion similar en las cervezas

registradas por Rodriguez'® en Guayaquil-Ecuador



por el método de GF-AAS, respecto a las cervezas
registradas por Passaghe et al.,'* en Italia por el

método de ICP-MS, 39 y 4,81 pg L7,

respectivamente.'%!?

4. Efectos de metales pesados en la cerveza

La presencia de metales pesados en cerveza, en
concentraciones altas desfavorecen el proceso de
fermentacion porque pueden generar efectos

toxicos para las levaduras.?’

Se conoce que los cambios de sabor ocurren

inevitablemente en la cerveza durante el
envejecimiento y depende del tipo de cerveza, de
su naturaleza y condiciones de almacenamiento.
Un tipo importante de cambio durante el
envejecimiento de la cerveza es causado por
compuestos carbonilicos aromadticos activos, que

pueden formarse por reacciones de radicales.”®

Segtin Bamforth y Parsons (1985),” los radicales
hidroxilos son los intermediarios mas importantes
en la formacion de compuestos aromatizantes
envejecidos en la cerveza; ya que, pueden dar paso
a la degradacion de los componentes organicos.
Por otro lado, los metales pesados catalizan estas
reacciones e intervienen en la formacion de
radicales de 4cidos grasos.>* Por lo tanto, los iones
de metales pesados son de importancia decisiva
para el envejecimiento de la cerveza. En este
sentido, se conoce, que iones de Fe y Cu tienen una
influencia negativa en la estabilidad del sabor de la
cerveza. Se reporta que las concentraciones de Cu
por debajo de 50 pg L' causan dafios en el
producto final. Los origenes de estos dos metales
en la cerveza se dan a partir de materias primas,
equipos de elaboracion, tierra de diatomeas, entre

otros, que ha sido bien investigado como pérdida
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durante el proceso de elaboracion de granos
pelados, produccion de levadura y elaboracion de

cerveza.’!

Los niveles de Cd en la cerveza pueden ser debido

a los residuos de productos agroquimicos
utilizados como insecticidas y fungicidas, que
contienen Cd; también puede atribuirse, entre otras
razones, a la contaminacién ambiental en aquellos
lugares donde existen complejos industriales cerca

de las gramineas.*?

Una maceracién prolongada a temperaturas muy
altas probablemente cause una extraccion completa
de Cd del mosto; caracteristicas tecnologicas como
el prensado y factores quimicos como el contenido
de alcohol, acidez del mosto, también podrian
causar la extraccion de Cd.**?® Este efecto se
puede atribuir a la gran mayoria de los metales
pesados como Fe, Pb, Al, Cr, Mn, Ni, Zn, Co, Cu,

entre otros.

5. Ingesta tolerable y efectos en la salud

Existen algunos elementos que son necesarios en la
alimentaciéon del hombre denominados como
esenciales, sin embargo, se debe analizar cuando
metales intervienen en dosis

estos pesados

elevadas o en la ingesta diaria de los alimentos.
5.1. Plomo

El Pb encontrado en las cervezas puede tener su
origen desde el medio ambiente como resultado de

actividades humanas tales como liberacion

industrial, productos quimicos desechados

incorrectamente o aplicacion inapropiada de

pesticidas y humos del trafico™.
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Este metal no cumple una funcioén esencial. Una
persona adulta sin exposicion al Pb, puede ingerir
a través de la alimentacion entre 0,3 y 0,5 mg de Pb
por dia; este metal es eliminado hasta el 80 %
mediante el funcionamiento de los rifiones. Si la
ingesta diaria supera los 0,6 mg, entonces es capaz
de acumularse y causar intoxicacion®*. E1 Comité
Mixto FAO/OMS ha establecido para el Pb una
ingesta semanal tolerable provisional (PTWI, por
sus siglas en inglés) de 25 pg por kilogramo de
peso corporal por semana.*

Durante la absorcion del Pb en el torrente
sanguineo, éste es transportado por los globulos
rojos unidos a las proteinas del plasma en un 95%
de la fraccion circulante del metal, posteriormente
el Pb se distribuye al sistema 6seo y hacia los
tejidos blandos como médula oOsea, sistema

nervioso central, rifion e higado.”® Un
procedimiento muy similar ocurre con el resto de

los metales pesados.

La presencia de Pb en el organismo interrumpe el
metabolismo de la vitamina D y del Ca, ademas,
ocasiona competencia con el Fe y el Ca causando
problemas a la salud, éstas son anemia e
hipocalcemia respectivamente. Una vez que el Pb
ingresa al organismo, el grupo de enzimas que
metabolizan los aminoacidos azufrados (metionina
y cisteina), lo convierten en PbS.*> El Pb
inorganico se absorbe, se distribuye, se acumula y
se excreta de forma directa, es decir, no se
metaboliza. En cambio, el Pb orgéanico es
transformado a Pb3(PO4), y posteriormente a
Pb3(PO4)4 €l cual posee una solubilidad menor, y
por consiguiente no se excreta de igual manera que
el Pb inorganico inicial, aumentando asi la
concentracion y generando la acumulacion del

metal en el organismo.*>-¢

El envenenamiento agudo por Pb puede causar
sintomas como: calambres en el estomago, pérdida
de apetito, fatiga, nauseas, vomito, mal humor,
dificultad para dormir, dolor de cabeza, dolores
articulares, dolores musculares, disminucién del
deseo sexual, estrefiimiento y anemia. El
envenenamiento cronico, es decir, a largo plazo,
causa efecto perjudicial en varios sistemas, de los

cuales los de mayor impacto son el renal,

hematopoyético, reproductor y nervioso.>’

5.2. Cobre

El Cu presente en las cervezas puede tener su
origen desde la contaminacion del equipamiento
durante el proceso de elaboracion, en la que se
genera la deposicion del metal a causa de la

corrosion del material.*®

El Cu es un micronutriente esencial que se
encuentra presente entre 50-120 mg en la persona
adulta. De este total de Cu, el 60 % forma parte del
esqueleto, los musculos y la piel, aunque también
estd presente en algunos 6rganos como el cerebro
cuales

higado en los existe mayor

y el
concentracion.*® El Cu funciona como componente
de varias metaloenzimas que actian como oxidasas

para lograr la reduccion del oxigeno molecular.

Nuestra ingesta requerida es de 1000 pg de Cu
diariamente. El Cu en cantidades prominentes es
capaz de ocasionar dafios permanentes a la salud;
en nifios menores de un afio que perciban una
ingestion elevada de dicho metal durante catorce
dias o mas puede causar enfermedad al higado y
rifion. En cuanto a la persona adulta el consumo
excesivo de Cu puede ocasionar trastornos

digestivos entre ellos: calambres estomacales,

diarrea, nauseas y vomito.*’



5.3. Cadmio

El Cd al igual que el Pb puede aparecer en la
cerveza, por origen de la contaminacion ambiental
depositado en las semillas de las gramineas

utilizadas para la fabricacion de la bebida.*?

El Cd, no se considera esencial para la vida
humana. Lo relevante del Cd son los niveles de
exposicion, es decir, las vias por las que el Cd
ingresa al alimento. Se puede medir Cd en la
sangre, la orina, el cabello y las ufias, partes del

cuerpo donde se acumula este metal.*!

En cuanto a la ingestion semanal tolerable en los
alimentos, La Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria establecio el valor de 2,5 pg de Cd por
kg de peso corporal.** Los consumos en grandes
cantidades desenlazan efectos secundarios,
incluyen disfuncion renal proteinuria y necrosis de
este organo, hipertension, dafio hepatico, toxicidad
reproductiva, dafio pulmonar si la exposicion es
por efectos  Oseos

inhalacién, 'y como

osteomalacia.
5.4. Hierro

La presencia del Fe en la cerveza se le atribuye
especialmente a la corrosion del equipamiento
utilizado para la produccion de la bebida, pero,
ademas, es el resultado de la solubilidad del
mineral durante la extraccion de la malta oscura al
aplicar agua caliente a la materia prima rica en

Fe.?!

El Fe es un mineral esencial que cumple funciones

diversas en el organismo tales como la
intervencion en procesos metabolicos, forma parte
de complejos moleculares, es componente de

enzimas, participa en la sintesis de ADN al
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constituir la enzima ribonucleotido reductasa,
cumple funciones de transporte de electrones al
tener la capacidad de aceptarlos y donarlos, y
también, en el transporte oxigeno por medio de la
hemoglobina. El Fe absorbido se utiliza para
formar hemoproteinas o a su vez se almacena en

forma de ferritina.*?

La recomendacion de ingesta diaria es de 10 a

22mgdia'* El exceso de Fe produce
hemocromatosis la cual es una enfermedad causada
por la acumulacién de Fe, que genera cambios
patoldgicos; los sintomas son astenia, letargia,
artralgia, y en etapa avanzada de la enfermedad
cirrosis diabetes e

causa hepatica,

hiperpigmentacién cutdnea.*’
5.5. Zinc

El Zn presente en las cervezas tiene origen similar
al del Fe, por lo que maceraciones prolongadas a
temperaturas altas puede favorecer al aumento de

su concentracion.*®

Es un componente funcional de varias proteinas
que contribuyen a la expresion génica y la
regulacion de la actividad genética. También tiene
un papel en la funciéon inmunolégica y las
citosinas.* La Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria*® establece una ingesta diaria tolerable
de entre 16,3 y 9,4 mg dia' para los hombres y de

12,7y 7,5 mg-dia para las mujeres.

La intoxicaciébn aguda incluye sintomas como
nauseas, vomitos, dolor epigéstrico, calambres
abdominales y diarrea. La toxicidad crénica dada
por ingestas de entre 50 mg dia”' y 300 mg dia’!
durante largos periodos causan trastornos similares

a los de una deficiencia de cobre y se manifiestan
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por cambios fisiologicos y bioquimicos como
hipocupremia, leucopenia, neutropenia, anemia
sideroblastica, disminuciéon de la funcion de
enzimas que contienen cobre, alteraciones del

metabolismo del colesterol.*’

5.6. Cromo

El contenido de Cr en la cerveza resulta de la
composicion de los ingredientes utilizados en el
proceso de elaboracion de la cerveza y también de
fuentes exogenas, desde la contaminacion del
equipo de la cerveceria utilizado para el manejo de
la  cerveza, incluida la  fermentacion,
acondicionamiento, filtracion, carbonatacion y

material de embalaje.*®

Mientras que el Cr(IIl) es considerado esencial, ya
que participa en la eficacia de la insulina para la
regulacion del metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas, el Cr(VI) puede provocar
toxicidad sistémica que se produce por ingestion.
Los efectos toxicos por parte de este Cr(VI) son
dafio glomerular y tubular, sensibilizacion cutanea,
inflamacion de neumocitos, citotoxicidad, accidon
caustica directa, e interaccion con biomoléculas.
Segun la International Agency for Research on
Cancer (IARC), el ion Cr(VI) es considerado
carcindgeno del grupo I, alertando su peligrosidad
ya que estd asociada por las aberraciones
cromosomicas, alteraciones de cromatidas

hermanas y reacciones cruzadas en la cadena de

ADN.¥

La EFSA ha establecido una ingesta diaria de
Cr(III) tolerable de 300 ug kg™ de peso corporal.®®
El Cr(VI) al ser carcinégeno por via oral y, aunque
la mayor parte se convierte en la forma trivalente

en el estdbmago, no se puede descartar que una parte

pequefla pase a los intestinos y se absorba. La
EFSA ha establecido una dosis de referencia
(BMDL10) de 1 mg kg™ de peso corporal por dia

por los efectos carcindgenos sobre el intestino.*’
5.7. Aluminio

El Al resultante en la cerveza es causado por la
corrosion de los materiales utilizados durante la
elaboracion de la bebida. Es mas critica su
presencia en cervezas envasadas en lata de
aluminio durante el tiempo en el que se encuentra

almacenada antes de su consumo.’!

No se conoce que el Al realice una funcion
fisiologica en el organismo humano. La Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
establece la ingesta semanal tolerable para un
adulto de 60 kg el valor de 1 mg de Al/ kg de peso
corporal.>?

Se han descrito efectos neurotdxicos clinicamente
relevantes en pacientes en didlisis los cuales

mostraban desorientacion, deterioro de la memoria

y, en etapas avanzadas, demencia.>
5.8. Manganeso

El Mn presente en cervezas tiene su origen durante
el proceso de elaboracion de la bebida por la
corrosion del material de los tanques de
almacenamiento, y otra fuente es originaria en la
molienda de las materias primas, pero estd presente
en niveles ain més altos en el lupulo que puede ser

lixiviado durante la maceracion.>*

El manganeso es un elemento esencial. un cofactor

para una serie de reacciones enzimaticas,

particularmente aquellos involucrados en la

fosforilacion, colesterol y sintesis de acidos grasos



El Instituto Norteamericano de Medicina (IOM)
estableci6 en 2001 una ingesta adecuada de
2,3 mg dia' para un hombre adulto, 1,8 mg dia™

para una mujer adulta.*’

La toxicidad del manganeso se denomina
"manganismo". Es un trastorno neuropsiquiatico
caracterizado por irritabilidad, dificultad para
caminar, alteraciones del habla, y comportamiento
compulsivo que puede incluir correr, pelear y

cantar.>
5.9. Nigquel

El Ni aunque se encuentra en las materias primas
en cantidades traza, es posible aumentar la
concentracion en la cerveza por la contaminacion
durante el almacenamiento y transporte a través del
contacto de la bebida con el equipo, los tanques y

el empaque.*®

Es esencial en pequefias cantidades. La EFSA
(2015) establecio la ingesta diaria tolerable de 2,8
mg de Ni / Kg de peso corporal, aunque ese valor
podria no ser lo suficientemente protector para los

individuos sensibilizados al Ni.*®

EI1 Ni es un conocido hematotoxico, inmunotoxico,

neurotoxico,  genotoxico, toxico para la

reproduccion, téxico pulmonar, nefrotdxico,
hepatotoxico y cancerigeno. Puede causar la
formacion de radicales libres en varios tejidos, lo
que conduce a diversas modificaciones en las bases
del ADN, aumenta la peroxidacion de lipidos y
alteracion del homeostasis del

sulfhidrilo.’

calcio vy
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5.10. Arsénico

La presencia de As en la cerveza se debe
principalmente a la contaminacion por aplicacion
de pesticidas durante la agricultura de la graminea
utilizada para la fabricacion de la bebida. Otra
fuente de contaminacion es la tierra de diatomeas,
la cual es utilizada para eliminar levadura, ltipulo y
otras particulas durante el proceso de filtracion.'*!2
El Grupo Cientifico de Contaminantes de la
Cadena Alimentaria (CONTAM) de la EFSA
(2009) establece la ingesta semanal tolerable
provisional (ISTP) de 15 mg kg™ de peso corporal.
El As provoca sintomas gastrointestinales, graves
alteraciones del sistema cardiovascular y sistema
nervioso central, y eventualmente muerte. En los
individuos observarse

supervivientes, puede

melanosis, hemolisis, encefalopatia,
hepatomegalia, polineuropatia y depresion de la

médula 6sea.”®

5.11. Cobalto

El Co al igual que varios metales descritos con
anterioridad puede migrar por corrosion desde el

material de los equipos hasta la cerveza.®®

El Co es esencial para la formacion de la vitamina
B-12. La ingesta media de Co de los adultos es de
5-8 ug dia™'. Atn no se ha establecido una cantidad

diaria recomendada (RDA) segura para el Co.>

Concentraciones elevadas puede provocar efectos
adversos como cardiomiopatia y problemas de

vision o audicion.®°
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Sinopsis/perspectiva/punto de vista

De los métodos aplicados para la cuantificacion de
metales pesados en cerveza artesanal, existe un
predominio de los espectroscopicos. Sin embargo,
las técnicas electroquimicas aparecen como una
alternativa versatil y econdémica con alta
sensibilidad, para la determinacioén de Zn (II), Cd
(II), Pb (I) y Cu (II), con posibilidad de aplicar su
cobertura. ICP-MS es la mas utilizada debido a que
puede discriminar is6topos, ademas de sus limites
de deteccién muy bajos (menores a 10° mg L™).
Este método requiere de equipamiento muy caro y
sofisticado, y su ventaja es que permite cuantificar
un amplio nimero de metales como: Cr, Ni, Zn, Pb,

Al Fe, Cd, Cu, As y Mn.

En esta revision se han abordado algunos métodos,
sin embargo quedan muchos estudios por hacer en
matriz de cerveza artesanal, algunos de ellos ya se
han aplicado en alimentos, como el reportado por
Guoning & Tieqiu, (1991)°!, quien cuantifico
simultaneas de Cu, Pb, Zn, Cd, Fe, Co, Niy Mn en

alimentos electroquimicamente.®!

De acuerdo con esta revision, es evidente que los
metales pesados podrian aparecer en cualquier
etapa de su elaboracién, segin la tabla 1,
principalmente se han encontrado al Zn, Pb, Fe,
Cu, y Cd, de los cuales, el Zn, Fe, y Cu estan en
mayores concentraciones, los cuales podrian
considerarse potencialmente peligrosos para la

salud, si su ingesta sobrepasa los niveles tolerables.

Igual que a nivel mundial, la cerveza artesanal
representa una bebida en crecimiento en Ecuador,
y a diferencia de la cerveza industrial puede atraer
mayores riesgos de exposicion en metales pesados,

debido al poco control sanitario durante su

produccion. Finalmente, los autores queremos
remarcar que es una necesidad urgente estudiar a
profundidad la calidad de la cerveza artesanal, para
evitar futuras complicaciones en los consumidores,
para ellos invocamos a utilizar tecnologias
analiticas baratas y versatiles como son los

diferentes métodos electroquimicos, en los casos

que sean posible.
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Resumen: La zoonosis es considerada un problema de salud publica a nivel mundial y una de las
enfermedades con mayor incidencia es la salmonelosis ya que el microorganismo sobrevive a
condiciones ambientales extremas y por su fécil transmision mediante el contacto directo con
animales y alimentos contaminados con materia fecal. Los reservorios zoonoticos mas importantes
son los perros (Canis lupus familiaris) y las palomas domésticas (Columba livia) por su cercana
convivencia con el ser humano y porque excretan el patdgeno hasta tres meses posteriores a la
infeccion. El objetivo de la investigacion fue determinar la prevalencia de Salmonella spp. en heces
caninas y de paloma doméstica en el Parque “La Carolina”. Se recolectaron 100 muestras de heces
de cada animal anotando las caracteristicas macroscopicas mas relevantes seguido de un analisis
microbiologico adecuado. Los resultados mostraron una prevalencia del 3% en heces caninas y 5%
en heces de paloma doméstica. El andlisis estadistico de las caracteristicas macroscopicas como
factor de riesgo en la determinacion de Salmonella spp. no tiene una correlacion significativa. Se
concluye que la existencia del microorganismo en la materia fecal de ambos reservorios zoondticos
representa el primer paso para determinar un problema de salud publica. Por ello, posteriormente es
necesario analizar que serovariedades fueron encontradas en este estudio y profundizar en que grado

afectan la salud del ser humano, ya que este patogeno es eliminado y diseminado con facilidad.

Palabras clave: Zoonosis, Salmonella spp., Heces, Perros, Palomas domésticas

Abstract: Zoonosis is considered a public health problem worldwide and one of the diseases with
the highest incidence is salmonellosis because the micro-organism survives extreme environmental
conditions and because of its easy transmission through direct contact with animals and food
contaminated with faecal matter. The most important zoonotic reservoirs are dogs (Canis lupus

familiaris) and domestic pigeons (Columba livia) because of their close cohabitation with humans
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and because they excrete the pathogen up to three months after infection. The aim of the research
was to determine the prevalence of Sal/monella spp. in canine and domestic pigeon faeces in "La
Carolina" Park. A total of 100 faecal samples were collected from each animal, noting the most
relevant macroscopic characteristics followed by an appropriate microbiological analysis. The results
showed a prevalence of 3% in canine faeces and 5% in domestic pigeon faeces. Statistical analysis
of macroscopic characteristics as a risk factor in the determination of Salmonella spp. has no
significant correlation. It is concluded that the existence of the microorganism in the fecal matter of
both zoonotic reservoirs represents the first step to determine a public health problem. Therefore,

later it is necessary to analyze which serovars were found in this study and to delve into the degree

to which they affect human health, since this pathogen is easily eliminated and spread.

Key Words: Zoonosis, Salmonella spp., Feces, Dogs, Domestic pigeons

1. Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
define a las enfermedades zoonoticas como un
grupo de infecciones transmitidas de animales a
seres humanos debido su contacto directo e
indirecto, a través de mordeduras, aranazos, saliva,
caspa y especialmente por el contacto con sus
excrementos (1). Las zoonosis se consideran un
problema de salud a nivel mundial, ya que han
provocado 600 millones de casos de enfermedades

y 420 000 muertes en el afio 2015 (2).

Segtn la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS) de los 1 415 patdgenos humanos conocidos
en el mundo, 61% son zoonoticos (3). En Ecuador
se ha registrado que el 80% de patologias
infecciosas estan relacionadas con el contacto
cercano entre animales y humanos, principalmente
con la materia fecal (4). La materia fecal animal
puede transmitir virus, bacterias, hongos y
protozoos (5). Dentro de las bacterias que han sido
aisladas con mayor importancia en lugares
publicos destaca Salmonella que es causante de la

infeccion conocida como salmonelosis (6).

La sintomatologia ocasionada por Salmonella
enteritidis en los humanos cursa con ficbre,
diarrea, vomitos, colico abdominal, malestar
general y escalofrios (7). Los dos principales
modos de transmision de Salmonella spp. segin la
OMS son el consumo de alimentos contaminados
con materia fecal y el contacto directo con los

animales (1).

Los parques y plazas de muchas ciudades tienen un
alto transito de personas y muchas de ellas, se
dedican a la venta y preparacion de comida
ambulante. Esto implica la presencia de animales
cuyos desechos bioldgicos como las heces fecales
podrian diseminarse y llegar a contaminar el suelo,
agua y alimentos consumidos por la poblacion. Las
autoridades sanitarias constantemente buscan
controlar la presencia de la fauna urbana en estos
sitios, sin llegar a darse una solucion efectiva
(9)(10). Se ha calculado que alrededor de 5 566 a 6
350 perros que deambulan libremente en las calles
de todo el Distrito Metropolitano de Quito (11) y
se ha registrado que en el centro histérico de esta

misma ciudad viven aproximadamente 2 000

palomas domésticas en constante movimiento (12).



Los perros y las palomas domésticas son muy
cercanos al ser humano y constituyen los mayores
reservorios de Salmonella spp., ademas, este
microorganismo puede sobrevivir durante un
tiempo prolongado en las heces debido a que
desarrolla ciertas capacidades bacterianas para
soportar los cambios drésticos de pH, mantener una
elevada adhesion a las células intestinales del
humano o de otro animal, conservar una alta
competencia para sobrevivir al antagonismo de la
flora intestinal, penetrar en los tejidos sin dificultad

y producir toxinas (exotoxinas o endotoxinas) (8).

Los perros pueden transportar este patdgeno de
forma asintomdtica o sintomdtica, pero con
desprendimiento intermitente, incluso algunos
serovares de Salmonella spp. pueden adaptarse
gendmicamente para sobrevivir en esta especie
hospedadora (11). Por otro lado, la paloma
doméstica es potencialmente zoondtica, ya que su
materia fecal se dispersa con mucha facilidad en el

ambiente contaminando alimentos y agua (5).

El objetivo de esta investigacion fue determinar la
prevalencia de Salmonella spp. en heces caninas y
de paloma doméstica recolectadas en el Parque “La
Carolina” del Distrito Metropolitano de Quito, un
sitio altamente concurrido de la ciudad, donde la
venta y preparacion de comida ha aumentado
drasticamente debido a la migracion y donde la

presencia de perros y palomas es constante.
2. Parte experimental
2.1. Materiales y reactivos

Debe describirse la calidad, pureza, origen de los
reactivos, materiales y equipos utilizados en la
investigacion. Como medios de cultivos se
emplearon: Agua Peptonada Tamponada CONDA
Agua Peptonada Tamponada CONDA, Caldo

Rappaport Vassiliadis CONDA, Agar XLD
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DIFCO, Agar TSA HIMEDIA, Agar TSI
HIMEDIA, Agar LIA CONDA, Agar Simmons
Citrato DIFCO, Agar Urea MERCK, Agar MIO
CONDA, Agar Fenilalanina Desaminasa CONDA
y Caldo BHI CONDA.

2.2. Diseiio y muestra

Debido a la falta de registros o bases de datos que
indiquen una poblacion exacta de perros y palomas
domésticas existentes en el lugar del muestreo, este
estudio no posee un marco muestral, por lo que
para el célculo del tamafio de muestra se utiliza la
formula que considera a la poblacion como infinita

o desconocida:

Z?xpxq
n=——m
e

Donde:

e n =tamafio de muestra

e 7 =valor de estandarizacién que indica el
nivel de confianza (constante 1,96 para el
95% de representatividad)

e ¢ = limite error muestral (10% = 0,1)

e p =probabilidad a favor (0,5)

e g =probabilidad en contra (0,5)

~ (1,96)*x(0,5) x (0,5)
B 0,1)?

= 96,04

Por lo tanto, se recolectaron 100 muestras de heces
caninas y 100 de heces de palomas domésticas
tanto frescas como secas. Las muestras secas se
incluyeron en el estudio para conocer si a pesar de
la influencia de las condiciones ambientales y de la
microbiota del entorno ain era posible aislar
Salmonella y también porque la materia fecal en
estas condiciones tiene mayor facilidad de

dispersarse en el ambiente y contaminar distintas

areas entre las que se puede considerar los lugares
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donde se expenden alimentos, lo que podria sugerir
la evidencia de ser un potencial riesgo para la

salud.

Las muestras fueron recolectadas en envases
estériles y se mantuvieron entre 2 a 8°C previo a su
procesamiento en el laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Central del Ecuador. El periodo de
muestreo fue los domingos desde el 29 de Julio
hasta el 2 septiembre del afio 2018. El parque se
dividié en 7 zonas para la recoleccion de las
muestras de heces: jardin botanico (9 muestras de
heces de perro, 11 de paloma), pista atlética (13
muestras de heces de perros, 18 de paloma), juegos
infantiles (30 muestras de heces de perro,16 de
paloma), zona canina (7 muestras de heces de
perro, 1 de paloma), laguna “El Quinde” (10
muestras de heces de perros, 27 de paloma), pista
de ciclismo (10 muestras de heces de perro, 9 de
paloma) y canchas (21 muestras de heces de perros,
18 de paloma). Se registraron caracteristicas como:

tipo y consistencia de todas las muestras.
2.3. Deteccion de Salmonella en heces

Se sigui6 la metodologia descrita en “Manual para
la Vigilancia, Prevenciéon y Control Sanitario de
Agentes Zoonoticos y Zoonosis relacionada a la
Paloma Doméstica” del Ministerio de Salud de
Perti (13) y en el caso de los perros se aplico el
“Instructivo Técnico para la Deteccion de
Salmonella spp” segin la norma ISO 6579:2002
(14). Luego, se pes6 1 gramo de cada una de las
muestras de heces de perros y de palomas, luego se
colocé en un tubo contenia 9 ml de medio de pre-
enriquecimiento Agua de Peptona Tamponada y se
incubo a 37°C por aproximadamente 24h. A
continuacién, se tom6 1 mL del caldo y se

subcultivo en Rappaport-Vassiliadis que se incubo

a41.5°C por un periodo de entre 18 y 24h. Después
se sembro en agar Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD) que se incubo por 24 a 48 h a 37°C. Las
colonias sospechosas de Sa/monella spp. (centros
de color negro y colonias transparentes) se aislaron

y criocongelaron para su posterior identificacion.
2.4. Identificacion de bacterias aisladas

Las bacterias fueron identificadas por pruebas
bioquimicas como: LIA (desarboxilacion de la
lisina), TSI (fermentacioén y produccion de sulfuro
hidrégeno y gas), Simmon Citrato, MIO
(descarboxilacién de la ornitina para la produccion
de indol y movilidad bacteriana), Urea (enzima
descarboxilasa

ureasa) y Fenilalanina

(desaminacion de la fenilalanina) (13) (14).
2.5. Analisis de Datos

Para realizar el analisis estadistico, todos los datos
fueron trasladados a una base de datos en Microsoft
Office Excel 2016 y se transfirieron al programa
informatico Software SPSS version 2.0, también se
utiliz6 el programa bioinformatico WinEpi
Working in Epidemiology de la Universidad de
Facultad de

Todos

Zaragoza de la Veterinaria

(www.winepi.net). estos  programas
ayudaron al andlisis descriptivo de los resultados
para finalmente establecer la prevalencia de
Salmonella spp. en las muestras de materia fecal
canina y de paloma doméstica, haciendo uso de
calculos  estadisticos = como:  porcentajes,
frecuencias, rangos de prevalencia real, Chi2 de
Pearson, Chi2 con correccion de Yates, test exacto
de Fisher, Odds Ratios (OR) e intervalos de

confianza.
3. Resultados

En la Tabla 1 se presentan las bacterias aisladas en

la materia fecal de ambos agentes zoonoéticos. Se



aislo en mayor porcentaje cepas de Enterobacter
aerogenes (43% en heces de perros y 48% en
palomas) seguido de Escherichia coli (35% en
heces de perros y 40% en palomas) y con menor
frecuencia otros agentes microbianos como
Proteus spp. (12% en heces de perros y 1% en
palomas), Klebsiella pneumoniae (6% en heces de
perros y 4% en palomas), Shigella spp. (5% en
heces de perros y palomas), Serratia marcenses
(1% en perros) y Salmonella spp. (3% en heces de
perros y 5% en palomas). El analisis estadistico
realizado mediante el programa bioinformatico
indica que el rango de prevalencia real de
Salmonella en heces de perros es de 0 — 6% y para

las palomas es de 1 — 9%.

Tabla 1. Bacterias aisladas de las muestras de heces

de perros y palomas

Perros Palomas
(N=100) (N=100)
MP IC MP I1C
Bacterias
(%) 95% (%) | 95%
Salmonella ; 0,14 — s 0,40 —
Spp. 2,52 7,32
Enterobacter 0,47 — 0,70 —
43 48
aerogenes 1,43 2,20
Escherichia 0,45 — 0,70 —
35 40
coli 1,43 2,13
Klebsiella 6 0,42 — A 0,18 —
pneumoniae 5,57 2,38
Shiell s 0,28 — s 0,28 —
igella spp.
& PP 3,57 3,57
Serratia
1 - 0 -
marcences
p . 1,72 — . 0,01 —
roteus spp.
PP 15,93 0,58

MP: muestras positivas

El analisis estadistico comparativo entre los dos

grupos investigados; es decir, perros y palomas
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domésticas y la variable de prevalencia indican que
el 5% encontrado en las heces de palomas
domésticas tiene una estimacion de riesgo OR =
1,70; por lo tanto, es 1,70 veces mds probable que
se encuentre Salmonella spp. en heces de paloma
doméstica que en heces de perros, aunque estos
resultados no son estadisticamente significativos
por la minima diferencia encontrada entre los
reservorios zoondticos, lo que sugiere que tanto las
heces de perros como las de palomas pueden

contener Salmonella spp.

Las muestras positivas para Salmonella spp. fueron
aisladas en diferentes zonas del parque: canchas
4,8%, juegos infantiles 3,3% y pista atlética 7,7%
en las heces caninas; juegos infantiles 6,3%, laguna
“El Quinde” 7,4%, pista atlética 5,6% y pista de

ciclismo 11,1% en las heces de paloma doméstica.

El analisis estadistico de las caracteristicas
macroscopicas se realizo para evaluar los posibles
factores de riesgo existentes en las muestras de
heces que puedan indicar que los perros o las
palomas domésticas tengan salmonelosis. Segun el
tipo de muestra, en la materia fecal canina seca se
cuantificé una prevalencia de 2/53 (3,77%) con un
OR =2,13 (IC 95% = 0,19 — 24,25), por otro lado,
en las heces secas de paloma doméstica indicaron
una prevalencia de 3/59 (5,08%) con un OR=2,25
(IC 95% = 0,36 — 14,11). Asimismo, se registro la
consistencia de la materia fecal canina que
contenia Salmonella spp. que fue inicamente firme
3/62 (4,83%), mientras que en la materia fecal de
la paloma doméstica se aisld esta bacteria con
mayor frecuencia en heces blandas 2/26 (7,69%)
con un OR = 1,97 (IC 95% = 0,31 — 12,52). Los
resultados obtenidos no son estadisticamente
significativos, por lo que no se puede establecer
entre  las  caracteristicas

una relacion
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macroscopicas y la presencia de Sa/monella spp. en

las heces de perros y palomas domésticas.
4. Discusiones y conclusiones

La prevalencia de Sa/monella en la materia fecal de
los perros en nuestro estudio fue del 3% y en
palomas del 5%. Otros estudios reportan
porcentajes mayores en heces de perros, como el
de Amadi et al., donde analizaron 144 muestras de
heces no diarreicas de perros callejeros y aislaron
el 5,6% en seis parroquias de la isla de Granada
entre los meses de agosto y octubre del 2016 (15).
El aislamiento del 5% en la materia fecal de paloma
doméstica (Columbia livia) concuerda con el
estudio realizado en Sorocaba, Brasil en el periodo
de noviembre 2014 a marzo 2015, donde se reportd
una prevalencia del 4,23% de un total de 118
muestras (18). Resultados similares se obtuvieron
en el estudio de Gong et al., donde se describe una
prevalencia similar de positividad igual a 4,1%
(19). Por otro lado, en una investigacion realizada
en Egipto se reportd una prevalencia mas alta del
13,3% (6/45) durante un periodo de 12 meses entre
2010 — 2011, con el analisis de hisopos rectales de
muestras frescas (20). Los hallazgos en este ultimo
estudio pueden atribuirse a la diferencia en la
recoleccion de la muestra, obteniendo un mejor

resultado en el hisopo rectal que en las muestras de

heces.

Por otro lado, en una investigacion en la ciudad de
Bari (Italia) entre el 15 de abril y 15 noviembre del
2010, donde se examinaron un total de 152
muestras fecales caninas y 66 muestras fecales de
paloma doméstica no se logro aislar Salmonella,
esto puede deberse al mayor control sanitario que
existe en los paises del primer mundo a diferencia

de Latinoamérica (21).

Otro estudio realizado en Ecuador reportd una
prevalencia mayor (12,5%) al muestrear heces de
perros en Yaruqui-Quito (16). En Nigeria, una
investigacion report6 una prevalencia del 43,7% de
Salmonella spp. al analizar heces de perros
callejeros (17). La diferencia entre las prevalencias
de cada estudio se debe principalmente a la
influencia de factores como: modo de muestreo,
cantidad de muestras, métodos de aislamiento e
identificacion del microorganismo y el lugar de la

toma de muestra.

El aislamiento de diferentes bacterias en una
misma muestra suele ser muy comun y se conoce
como coinfeccion, que se evidencid en esta
investigacion. Duijvestijn et al, reportaron también
uno o mas agentes patogenos en el 86,5% de
cachorros diarreicos y 77,8% de cachorros
asintomaticos, los animales estuvieron infectados
con uno, dos, tres y hasta cuatro patogenos, 29,2%,
27,1%, 16,7% y 10,4% respectivamente. Entre
estos se reportd Salmonella spp, Clostridium
perfringens, Clostridium difficile, Escherichia coli
-hemolitica, Campylobacter spp., virus y parasitos
(22). En otro estudio donde se analizaron muestras
de materia fecal de paloma doméstica de una
ciudad de Costa Rica se reportaron coinfecciones
ya que se logro aislar Salmonella entérica (24,1%),
Chlamydophila psittaci (9,2%), Escherichia coli
enteropatogena (6,4%) y Campylobacter jejuni
(1,4%) (23).

En cuanto a las caracteristicas macroscopicas,
otros estudios también recalcan la importancia de
determinar el tipo de muestra, como en la
investigacion de Cinquepalmi et al., donde
analizaron 418 muestras fecales de perros (44%
muestras frescas y 56% muestras envejecidas)

aunque finalmente, no se logra aislar el patdgeno



(24). Por otro lado, en el caso de las palomas, existe
un estudio realizado en Brasil reportan una
prevalencia total de 7,94% de 126 muestras fecales
frescas y secas (25). Por lo tanto, ambos tipos de
muestras son de alto riesgo de contaminacion para
los humanos en especial para personas
inmunodeprimidas, ancianos, nifilos y mujeres
embarazadas, debido a la larga supervivencia del
patdgeno en la materia fecal de los dos reservorios
zoondticos y en especial en el caso de las palomas
que puede existir mayor diseminacion de las heces
por su vuelo migratorio. Finalmente, con respecto
a la consistencia de las heces, el estudio de
Westermarck et al., recalca la importancia de su
determinacion donde se afirma que los perros
sanos tienen una prevalencia de 0 a 2%, mientras
que en los perros diarreicos puede llegar al 30% en
el caso que sean alimentados con una dieta
inapropiada de carnes crudas y existan otros
factores insalubres (26). Por lo que, podria ser
importante reportar la consistencia de la materia
fecal, aunque también se conoce que la presencia
de diarrea no es un signo clinico que indique que
los animales padecen de enteritis causada por

Salmonella spp. porque pueden ser portadores

asintomaticos (19).

Entre las limitaciones de este estudio debemos
considerar que en los resultados obtenidos no se
determina el género, edad, alimentacion y otras
caracteristicas que pueden influir en la microbiota
de las heces de los animales analizados. Ademas,
el uso de procesos automatizados y la inclusion de
analisis por biologia molecular pueden ayudar a
identificar los serotipos de Salmonella circulantes
y asi establecer su verdadero potencial para causar
enfermedades en humanos. Por otro lado, entre las
fortalezas de este estudio estd la contribucion

estadistica y la determinacion sobre el posible
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papel de las heces de perros y palomas como

fomites para la diseminacion de bacterias
patdgenas como Salmonella spp. Otra fortaleza es
que en este estudio se analiza materia fecal de las
dos especies zoonoticas de mayor presencia en
parques y plazas de las ciudades, lo que implica un
mayor contacto con la poblacion que asiste a estos

sitios.

En conclusion, los datos de prevalencia de
Salmonella reportados en este estudio indican la
existencia del microorganismo en la materia fecal
de ambos reservorios zoondticos y representan el
primer paso para determinar un problema de salud
publica. Por ello, es necesario que posteriormente
se analicen que serovariedades fueron encontradas
en este estudio para determinar el grado con el que
afectan la salud del ser humano. Las muestras
fecales de paloma doméstica tienen una
prevalencia mayor que la de perros, lo que es
alarmante porque son animales que recorren
grandes distancias por su capacidad de volar, por
lo que el microorganismo puede llegar a

distribuirse mas facilmente. Es mandatorio
establecer medidas de control y regulacion de estos
animales en los lugares recreativos y muy
transitados evitar la

para adquisicion  de

salmonelosis y otras enfermedades zoonoticas.
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Resumen: Se determiné el efecto sobre el color y las propiedades reoldgicas al reemplazar el
colorante sintético rojo 40 por colorantes antocianico y copigmentos en una formulacion de
mermelada. Se prepar6 una base de mermelada con una metodologia y formula unitaria
estandarizadas. Se afiadi6 los colorantes variando su concentracion entre 200 y 800 ppm; es decir;
los factores de estudio fueron el tipo de colorante y su concentracion y las variables respuesta fueron
el color y el area de histéresis. Se determind que el tipo de colorante utilizado no presentod
significancia estadistica sobre el color, debido a que la interaccion del copigmento en una matriz con
46,75% de agua desfavorece el equilibrio de las fuerzas de interaccion entre la antocianina y el acido
rosmarinico, que forman el copigmento. El efecto de interaccion generado por la concentracion y
tipo de colorante tiene significancia estadistica en el area de histéresis. Por lo tanto, la reologia
permitié determinar que la adicion de los colorantes aumenta el area de histéresis; es decir, favorece
la destruccion del sistema al ser sometido a esfuerzos. Sin embargo, los colorantes podrian ser
aplicados a nivel industrial, ya que no se observaron lazos de histéresis que significarian la

destruccion irreversible del producto

Palabras clave: area de histéresis, propiedades reoldgicas, colorante rojo 40, colorante antocidnico,
copigmento

Abstract: The effect on color and rheological properties was determined by replacing red 40
synthetic dye with anthocyanin dye and copigments in a jam formulation. A jam base was prepared

with a standardized methodology and unitary formula. The dyes were added varying their

36
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concentration between 200 and 800 ppm; that is, the study factors were the type of dye and its

concentration and the response variables the color and the area of hysteresis. It was established that

the type of dye used did not have statistical significance on color, because the interaction of the

copigment in a matrix with 46.75% of water discourages the equilibrium of the interaction forces

between the anthocyanin and the rosmarinic acid that form the copigment. Otherwise, the interaction

effect generated by the concentration and type of dye has statistical significance in the hysteresis

area. Thus, The Rheology allowed to determine that the addition of dyes increases the hysteresis

area; in the other words, it favors the destruction of the system when subjected to efforts. However,

it could have industrial applicability, since were not observed hysteresis ties, that would mean the

irreversible destruction of the product.

Key Words: zone of hysteresis, rheological properties, dye red 40, anthocyanin dye, copigments

1. Introduccion

El color de los alimentos es uno de los parametros

mas importantes para los consumidores al
momento de elegir un producto; los seres humanos
tienen la tendencia a elegir alimentos con colores
vivos ya que lo relacionan con frescura y

beneficios para su salud.!

La industria alimentaria utiliza colorantes, que en
su mayoria son de origen sintético, debido a su alto
poder de tincion. El uso de colorantes sintéticos
genera dafios a la salud, como lo demuestra el
estudio desarrollado en la ciudad de Southampton.
La investigacion se enfoco en nifios entre los 3 y 9
anos, definidé el efecto del consumo de ciertas
mezclas de benzoato de sodio con colorantes; entre
ellos el rojo 40, representado en la figura 1. El
estudio concluyé que las mezclas podrian
exacerbar la hiperactividad en los nifios hasta la
nifiez media; motivando a organismos reguladores
de Europa la prohibicion de su consumo o que en
la etiqueta se incluya la leyenda “podria tener un

efecto en la actividad y atencién de los nifios”.>

Figura 1 Estructura quimica de colorante sintético
rojo 40.

Se ha demostrado que la microbiota intestinal
metaboliza el 70% de los colorantes azo como el
rojo 40; a través, de enzimas azoreductasas; en
donde, los principales productos del metabolismo
son compuestos quimicos andlogos al 1-naftol y
aminas aromaticas toxicas o mutagénicas.’ Por
tanto, la industria alimenticia debe buscar nuevas
alternativas; en donde, el uso de colorantes
naturales debe cobrar relevancia, considerando los
beneficios adicionales que €stos pueden aportar.
Por ejemplo, la administracion de una mezcla de
bayas maduras de las variedades ‘Titblue’
(Vaccinium virgatum asheii Aiton) y ‘Rubel’
(Vaccinium corymbosum L.) a adultos mayores con
deterioro cognitivo leve; durante 16 semanas,
mejora la memoria visual espacial.* Ademas,
existen estudios

que demuestran que las



antocianinas representadas en la figura 2; tienen
actividad anticancerigena positiva al atacar la
inflamacion, el estrés oxidativo y las vias de

sefializacion apoptética.’

OH
OH
@
HO. O,
X
‘ = OH
0 (o)
OH HO OH
HO

Figura 2 Estructura quimica de cianidina-3-O-

glucosido.

Por lo tanto, la adicién de antocianinas permite el
desarrollo de alimentos funcionales; ademas,
aumentan la vida util y aceptabilidad de alimentos
como; yogurt’, jarabes® y caramelos duros,® totillas
de maiz.” También se ha afladido antocianinas

estabilizadas por copigmentacion, a matrices

alimenticias como; por ejemplo, néctares de fresa.?

Por otra parte, el tratamiento térmico empleado
durante la elaboracién de mermeladas provoca la
pérdida de sustancias bioactivas, provocando
cambios en su coloracién; por ejemplo, la
elaboracion de mermeladas de fresa a 85°C
disminuy6 en 20,57% las  antocianinas
monomeéricas totales en comparacion con la fruta;
ademas, el producto es mas oscuro ya que
disminuy6 en 25.49% el parametro L* con respecto
a la fruta.? Por lo tanto, la adicion de antocianinas
permite recuperar el color y las sustancias
la manufactura de

bioactivas perdidas en

mermeladas.

El andlisis sensorial es el método Optimo para
determinar la calidad de los alimentos; sin
embargo, se requiere mucho tiempo y dinero para

formar y capacitar jueces expertos que solamente
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son capaces de analizar de 6 a 8 muestras diarias
debido a la fatiga del panelista.'” Por el contrario,
la reologia permite determinar coémo los alimentos
fluyen o se deforman en funcién de pardmetros
medibles como viscosidad instantanea inicial, area
de histéresis, modulo elastico, médulo viscoso,

tixotropia y reopexia.!!

2. Parte experimental

2.1. Materiales y reactivos

Las materias primas para la formulacion de la
mermelada fueron grado alimenticio (USP):
Pectina (Ceanpectin®), 4acido citrico anhidro,
sorbato de potasio, benzoato de sodio, fructosa,
rojo 40. Etanol al 96% grado técnico y hexano
grado analitico. El estandar dcido rosmarinico al

96% (Sigma-Aldrich).

Con respecto a los equipos se utilizé una balanza
analitica y de precision con marcas Denver y
Ohanus respectivamente. El Rotavapor marca J.P.
Selecta, una tamizadora marca Gilson, fluidos
supercriticos SCF GREEN
TECHNOLOGY Yy estufas de conveccion forzada

marca

y natural marca brinder; permitieron estandarizar la
muestra de mortifio Vaccinium floribundum Kunt'y
extraccion del colorante antocidnico. Los equipos
que permitieron determinar las propiedades
fisicoquimicas de las formulaciones de mermelada
fueron: un potencidometro marca Horiba, rehdmetro
marca Malvern Instru, Calorimetro diferencial de
barrido marca TA, espectrofotdmetro marca Cary

50 y finalmente los refractometros de 0-32° Brix y

50-80° Brix, marca BOECO.
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2.2. Métodos
2.2.1 Estandarizacion de la muestra de

mortino.

Para la estandarizacion de la muestra de mortifio
Vaccinium floribundum Kunt, que consiste en la

seleccion, lavado, desinfeccidn, secado, molienda

y desengrasado; se utilizd la metodologia planteada
en la investigacion de Suérez & Narvéez (2016)'?;
se hizo una modificacion en cuanto al
desengrasado que se realizé con CO, supercritico
en el equipo SCF GREEN TECHNOLOGY Spe-
ed SFE con los pardmetros que se detallan en la

tabla 1.

Tabla 1. Condiciones para el desengrasado con CO, supercritico

Parametro Control de analisis
Fluido supercritico CO, 350,6 bar y 40°C
Velocidad de entrada CO, 5L/min

Tanque de almacenamiento de la 42 °C

materia prima

Vial de recepcion del material 89°C

apolar

2.2.2 Extraccion de antocianinas.

La muestra de mortifio Vaccinium floribundum
Kunt estandarizada; se sometié a percolacion con
etanol al 96% a 23 gotas por minuto. Concluida la
percolacion; al extracto etandlico de antocianinas
se le realiz6 3 extracciones liquido-liquido con 50
mL de hexano. Se concentraron los extractos en
rotavapor J.P. Selecta RS 3000V; los residuos se
secaron a 40°C = 1°C en la estufa con aire
circulante BINDER BF53 y se control6 hasta peso
constante en balanza analitica Denver Pt 214. Con
este extracto se prepararon disoluciones de

concentracion de 10g/L y 5g/L de antocianinas.
2.2.3 Preparacion de copigmentos.

Se prepararon en etanol al 96%. 5 mL de
soluciones de 10g de antocianinas/L y 960 mg de
acido rosmarinico/L. Se mezclaron y la solucion
resultante se seco en una caja Petri prepesada hasta

la evaporacion total del etanol en una estufa con

aire circulante BINDER BF53 a 40°C + 1°C. La
evaporacion total del etanol fue verificada por el

peso constante.

2.2.4 Caracterizacion espectrofotométrica del

extracto total de antocianinas y copigmentos

Se realiz6 un barrido en un rango entre 400-700nm

de las soluciones etanodlicas de 5g/L  de
antocianinas y copigmentos. Posteriormente se
batocromico e

calculd6 el desplazamiento

hipercrémico.

2.2.5 Caracterizacion térmica del extracto total

de antocianinas y copigmentos.

Se utilizo el calorimetro diferencial de barrido TA
Instruments Q2000 para obtener termogramas de
extractos secos de antocianinas y copigmentos. Se
utilizaron capsulas de aluminio Standar Pan TA
T1G1122 y T1G1122. Se pesd en balanza Meter
Toledo GWP® B451386191 de apreciacion

0,001mg la capsula de referencia; la capsula vacia



y aproximadamente 0,8mg de la sustancia a
analizar. El andlisis se realizd en un intervalo de
temperatura de 15 - 200°C a una velocidad de

calentamiento de 10°C/min.

2.2.6 Formulacion de la mermelada y base de

mermelada.
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Las fresas comerciales se lavaron con abundante
agua potable, se cortaron los pedinculos de las

fresas y se licuaron para obtener la pulpa.

Se pesod en balanza analitica Denver Pt 214 los
reactivos de la formula unitaria que se especifica
en la tabla 2. Se triturd en un mortero el sorbato de
sodio y el benzoato de sodio (mezcla 1) y se molio

en mortero el acido citrico.

Tabla 2. Formula unitaria de la mermelada.

INGREDIENTE PORCENTAJE
Fructosa 28,0

Pulpa 70.9
Estabilizante para preparaciones de fruta 0,1

Ceanpectin ® 0,5

Sorbato de potasio 0,04

Benzoato de sodio 0,04

Acido citrico 0,42

TOTAL 100

En la figura 3 se observa el montaje del sistema
para la preparacion de la mermelada. Se colocé el
agua, fructosa y la mezcla 1 en un vaso de
precipitacion de 250 mL. El sistema se sometid por
5 minutos a 300 rpm de agitacién y la plancha de
calentamiento a 50 °C. Manteniendo las mismas
condiciones se afiadi6 el acido citrico previamente
molido. Se afiadieron los gelificantes -Estabilizante
para preparaciones de fruta- y - Ceampectin® -se
subio la agitacion a 500 rpm durante 1 minuto y se
sometid al sistema por 27 minutos a 300 rpm de
velocidad de agitacion con

la plancha de

calentamiento a 300°C.

Figura 3. Montaje del sistema para la preparacion
de mermelada

Se pesé la mermelada en una balanza de precision
Ohanus PA 1502 y se determind el rendimiento del
proceso; considerando la féormula unitaria como el
100%. Al producto final también se midi6 el pH en
el potenciometro Horiba F12, los grados Brix (°Bx)
°Bx BOECO
224159CB y finalmente se determino la humedad.

en el refractometro de 50-80

40
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Para la preparacion de la base de la mermelada, se
considerd que la fresa posee 90% de agua'’. Por lo
tanto, se sustituyo la pulpa por 63,81% de agua tipo
IIT; utilizando la metodologia de la preparacion de

la mermelada mostrada en la tabla 2.

2.2.7 Adicion de colorantes.

A la mermelada y la base de mermelada se
afiadieron los diferentes colorantes que se detalla

en la tabla 3.

Tabla 3. Formulaciones con los respectivos colorantes

Codificacion Descripcion

200BA Base de mermelada con 200 ppm de extracto total de
antocianinas

200BAC Base de mermelada con 200 ppm de copigmento

200BR40 Base de mermelada con 200 ppm de colorante
sintético rojo 40

800BA Base de mermelada con 800 ppm de extracto total de
antocianinas

800BAC Base de mermelada con 800 ppm de copigmento

200MA Mermelada de fresa con 200 ppm de extracto total
de antocianinas

200MAC Mermelada de fresa con 200 ppm de copigmento

200MR40 Mermelada de fresa con 200 ppm de colorante
sintético rojo 40

800MA Mermelada de fresa con 800 ppm de extracto total
de antocianinas

800MAC Mermelada de fresa con 800 ppm de copigmento

800MR40 Mermelada de fresa con 800 ppm de colorante
sintético rojo 40

2.2.8 Estudio espectrofotométrico

Se pes6 en balanza analitica Denver Pt 214 0,1g de
200MA y se macer6 en metanol por 1 hora. El
macerado se filtr6 en membrana con tamafio de
poro de 0,22 pum. Al filtrado se afadi6 1,5mL de
estdndar de antocianinas a 25 mg/mL, se afor6 a

10mL y se realiz6 un barrido en el rango del visible

(400-700nm) en el espectrofotometro UV-Vis
Cary 50 ELOG103519.

El mismo procedimiento se desarrolld para
800MA, 200MAC, 800MAC, con la adicién de su

respectivo estandar.
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2.2.9 Evaluacion de propiedades reologicas. en el rehometro Bohlin 2004305 a un GAP de 2000

micra.
A la base de mermelada, y a las formulaciones

200BA, 200BAC, 800BA, 800BAC detalladas en  2.2.9.1 Barrido de amplitud.

la tabla 5, se les realizaron tres diferentes analisis ) .
Los parametros de analisis se detallan en la tabla 4.

Tabla 4. Parametros para el barrido de amplitud

Parametro Condicion de analisis
Frecuencia (Hz) 0,1
Minimo estrés aplicado (Pa) 0,2387
Maximo estrés aplicado (Pa) 50
Aplicacion de esfuerzos Logaritmico
Sentido Ida y vuelta

Tiempo de espera para el descenso de esfuerzos (s) 2

Tiempo de integracion (s) 10
Periodos 1

Numero de puntos 20
Tiempo por punto (s) 12

Se grafico la curva G y G en funcién de los esfuerzos.
2.2.9.2 Barridos de frecuencia simple oscilatoria.
Los parametros de andlisis que se detallan en la tabla 5.

Tabla 5. Parametros para el barrido de frecuencia simple oscilatoria

Parametro Condicion de analisis
Esfuerzo (Pa) 10

Minima frecuencia (Hz) 0,1

Maxima frecuencia (Hz) 10

Aplicacion frecuencias Logaritmico

Sentido Ida y vuelta

Tiempo de espera para el descenso de frecuencias (s) | 2

Periodos 1

Numero de puntos 100

Se grafico lacurva Gy G en funcion de la frecuencia.
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2.2.9.3 Viscosidad.

Los parametros de andlisis que se detallan en la tabla 6.

Tabla 6. Parametros para la viscosidad

Parametro Condicion de analisis
Minimo estrés aplicado (Pa) 0,2387
Maximo estrés aplicado (Pa) 10

Aplicacion de esfuerzos

Lineal con analisis de Tixotropia

Sentido Ida y vuelta
Tiempo de analisis (s) 10
Periodos 1

Numero de puntos 50
Velocidad maxima (rad/s) 10

Se grafico la curva de viscosidad instantanea (I].)

en funcion de la velocidad de deformacion (s’l).
Ademas, de la curva de flujo que es: Esfuerzo (Pa)

en funcion de la velocidad de deformacion (s'l).
2.3. Disefio experimental

La tabla 7 detalla y codifica a los factores de

estudio: Tipo de colorante (Tc) con dos niveles

(+1,-1) y la concentracion de colorante (C¢) con
dos niveles (+1,-1); por lo tanto, se obtiene un
disefio factorial completo 2> a un intervalo del
95% de confianza y las variables respuesta fueron
el area de histéresis (AH) y el color medio

espectrofotométricamente

Tabla 7. Disefio experimental

Codificacion
Factor
- +
Tipo de colorante (T¢) Extracto total de Copigmentos
antocianinas
Concentracion (C) 200 ppm 800 ppm

2.4. Analisis estadistico

Para el disefio factorial completo se aleatorizaron

las dos corridas experimentales en el programa

estadistico JIMPO. Con los resultados de la primera
réplica del disefio mediante Algoritmo de Yates se

calcul6 para cada variable respuesta la magnitud y



signo de los efectos primarios y del efecto de

interaccion.

Para la determinacion de la significancia
estadistica de los efectos se registraron los
resultados de las dos réplicas de disefio. Para cada
tratamiento se obtuvo la diferencia (d) y se calculo
la variancia estimada de acuerdo con la ecuacion 1.
2 d
Si :? €Y)
Calculo de la varianza estimada para cada

tratamiento. '

La raiz cuadrada de la varianza estimada para cada
tratamiento corresponde a la desviacion estandar
de la respuesta S, que permitid calcular la
desviacion estandar de los efectos de acuerdo con

la ecuacion 2.

2 Sresp

vntimero de corridas efectivas

(2)

Sefecto:

Calculo de Sqpeio

Se consider6 si el efecto es estadisticamente
significativo; mediante el criterio que se muestra
en la ecuacién 3 en donde K proviene de la
distribucion t de Student a un intervalo del 95% de
confianza. Procedimiento que permitié sugerir el
naturales en alimentos

uso de colorantes

procesados.
| efecto | >k Sefecto

(3)

Criterio para la significancia estadistica del

efecto.!
3. Resultados y discusion
3.1. Extraccion de la fase apolar

Las condiciones de extraccion de la fase apolar con

CO, supercritico de una muestra estandarizada de
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mortifio Vaccinium floribundum Kunt permitieron
extraer 1,01% de la fase apolar; que representa el
93,52%, este calculo se realizdé en base al 1,00 +
0,8% de fase apolar reportado en la investigacion
desarrollada por Sudrez & Narvéaez (2016)."* Es
decir, no se pudo extraer la totalidad de la fase
apolar; esto podria deberse a que el tanque de
almacenamiento de la materia prima se mantuvo a
40 °C para conservar los compuestos sensibles al
calor; debido a que, en la investigacion realizada
por Carlotta Campalani, se determiné que el
desengrasado optimo del orujo de frutas con CO,
supercritico es a una presion de 300 bar; un flujo
de entrada del CO, de SmL/min y una temperatura
de almacenamiento de la materia prima de 70°C;
pero, al disminuir la temperatura a 40°C,
disminuye la eficiencia de extraccion en un 35%'°.
Por lo tanto, se debe optimizar las condiciones para
que mediante el uso de fluidos supercriticos se

pueda extraer la totalidad de la fase apolar.
3.2. Extraccion de antocianinas

Se determind espectrofotométricamente que el
extracto etandlico tiene un maximo de absorcion de
538 nm que corresponde a la longitud de onda de

absorcion de las antocianinas.

Por otra parte; en la investigacion de Catalina
Vasco y colaboradores; se determindé por HPLC
que el extracto de mortifio ecuatoriano Vaccinium
floribundum Kunt contiene 345 mg cianidina-3-O-
glucosido/100 g de muestra seca; ademas,
proantocianidinas como (+) catequina y (-)
epicatequina en una concentracion de 10 = 0.3 y 8

+ 4.1 mg/100 g de muestra seca respectivamente'.
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3.3. Caracterizacion espectrofotométrica y

calorimétrica del extracto total de

antocianinas y copigmentos

El analisis espectrofotométrico de las soluciones
etanolicas de Smg/mL de extracto total de
antocianinas y copigmentos representados en la
tabla 8, indican que existe un porcentaje de
desplazamiento batocromico del 0,17% y un
porcentaje de desplazamiento hipercromico de

2,25%; es decir un aumento en la coloracion

Adicionalmente, por calorimetria diferencial de

barrido se demostré un desplazamiento de la

temperatura inicial de degradacion de 26,68°C de
los copigmentos con respecto a las antocianinas;
este cambio importante podria deberse a las
interacciones m -n intermoleculares entre las

antocianinas 'y el  copigmento  (4cido

rosmarinico)!’. Este resultado podria estar
relacionado con la investigacion de Nattapong
Kanha y colaboradores; que compararon la cinética
de degradacion térmica de las antocianinas y sus
respectivos copigmentos; se determiné que la
copigmentaciéon tiene un efecto positivo con
respecto a las antocianinas; ya que, sube el tiempo

de vida media'®

Tabla 8. Caracterizacion espectrofotométrica y calorimétrica del extracto total de antocianinas y

copigmentos
Espectrofotometria Calorimetria diferencial de barrido
Tipo de colorante Maiximo de | Absorbancia | Temperatura inicial de degradacion
absorcion (nm) ©O)
Extracto total de | 538 0,710 84,04
antocianinas
Copigmentos 538.,9 0,726 110,72
3.4. Elaboracion de la mermelada y base de competencia entre la precipitacion y la

mermelada

Es importante el orden de adicion de las materias
primas en el proceso de preparacion de la
mermelada y base de mermelada. La adicion del
acido citrico se hizo vez solubilizados el benzoato
de sodio y el sorbato de potasio para asegurar la
formacion los acidos sorbico y benzoico que tienen

actividad antimicrobiana.'®

La adicion de los gelificantes —Ceanpectin®- y —
Estabilizante para preparaciones de fruta- debe
hacerse una vez desarrollado el procedimiento

anterior para evitar que en el sistema exista una

gelificacion.”

Otros aspectos considerados fueron el tiempo del
tratamiento térmico y la velocidad de agitacion. Un
exceso del tratamiento térmico provocaria un dafio
irreversible al producto por la caramelizacion del
azucar. Por lo tanto, se increment6 la velocidad de
agitacion de 300 rpm a 500 rpm durante 1 minuto
en la adicion del -Ceampectin®- y el -Estabilizante
para preparaciones de fruta- para evitar la
formacion de grumos en la solucion y en la hélice

del agitador.



La estandarizacion del procedimiento en la
preparacion de mermeladas es importante porque
permite la reproducibilidad de los resultados de la
investigacion; ademas, en la industria permite la
correcta determinacion de los costos de la carga

fabril.
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3.5. Caracterizacion de la mermelada y base

de mermelada

Las caracteristicas fisicoquimicas que posee la
mermelada y la base de mermelada se representan
en la tabla 9 y se puede observar que se encuentran
en un pH o6ptimo de acuerdo con el (CODEX
STAN 296-2009, MOD) para las confituras, jaleas
y mermeladas. Las mermeladas se encuentran en
un pH bajo debido a que el &cido evita la formacion
de acidos pectinicos, con lo cual disminuyen las
particulas cargadas y aumenta la tendencia de las

moléculas a asociarse.?’

Tabla 9. Propiedades fisicoquimicas de la mermelada y base de mermelada.

Parametro Base de mermelada Mermelada

pH 3,219 3,322

° Brix 55 55

Humedad 46,75% £ 0,34% 48,22% + 0,30%
Rendimiento 60,98% + 2,22% 68,80% + 3,19%

El rendimiento del proceso presentado en la tabla
9; corresponde a todas las etapas del proceso,
excepto a la adicion del colorante. Este valor
permite calcular la cantidad de colorante adecuada
para la formulacion final y estimar los costos de

produccién a escala industrial.

Ademas, las formulaciones tradicionales son
elaboradas con 50% de sacarosa y tienen 65°Brix;
en cambio la mermelada desarrollada en esta
investigacion tiene como edulcorante fructosa en
un 28% obteniéndose un producto con 10°Brix
menos. Esta caracteristica proporciona una ventaja
comparativa a la formulacion elaborada y aporta a

disminuir el consumo de azicares en un producto

que mantiene sus caracteristicas sensoriales.

La base de mermelada y la mermelada tienen

55°Brix, esto podria justificarse analizando que la

mermelada supera en un 7.82% el rendimiento del
proceso con respecto a la base de mermelada, es
decir, en la preparacion de la base de mermelada,
aumento la evaporacion del agua, provocando un
aumento en la concentracion de s6lidos totales y un
menor rendimiento; posiblemente este aumento de
la evaporacion del agua no ocurridé en la
preparacion de la mermelada, por los componentes

de la fruta.
3.6. Estudio espectrofotométrico

Los copigmentos tienen un desplazamiento
hipercromico del 2,25% con respecto de las
antocianinas; es decir, un aumento de coloracion.
Sin embargo, como se representa en la tabla 10, la
adicion de 800ppm de antocianinas a la mermelada
0.033;

aportan una absorbancia de y los
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copigmentos a la misma concentracion; aportan

una absorbancia de 0.034, es decir un
desplazamiento hipercromico del 3,03%. Por lo
tanto, la adicion de copigmentos a la mermelada
aumenta el desplazamiento hipercrémico, esto

podria estar relacionado con el pH 3.219 de la

mermelada; ya que, en la investigacion de
Nattapong Kanha se determiné que para los
copigmentos de cianidina-3-O-glucésido con acido
de
hipercromico aumenta en 27,11%, al subir de un

pH3aunpH4 '8,

feralico, el porcentaje desplazamiento

Tabla 10. Estudio espectrofotométrico de las formulaciones

Caodigo Absorbancia en pico a Variacion de absorbancia
538nm
MERMELADA CON ANTOCIANINAS
Estandar 0,184 0,000
000MA 0,192 0,008
200MA 0,196 0,012
800MA 0,217 0,033
MERMELADAS CON COPIGMENTOS
Estandar 0,217 0,000
000MAC 0,219 0,002
200MAC 0,231 0,014
800MAC 0,251 0,034

3.7. Estudio reologico

El estudio reologico se realizd con la base de
mermelada sin la adicién de colorantes. No se
realizoé el estudio reologico con la mermelada para
evitar la introducciéon de variables que no se
puedan controlar al afiadir la fruta; ya que existen
diferentes tipos de fresas. Estudios similares se
desarrollan en la industria farmacéutica para
evaluar la interaccion de los excipientes con los

principios activos de la formulacion 2!
3.7.1 Barrido de amplitud

El barrido de amplitud de la base de mermelada
representado en la figura 4 demuestra que en la
base de mermelada no existe viscoelasticidad lineal

porque no hay una tendencia constante del médulo

elastico y viscoso en funcién del esfuerzo.? Por el
contrario, se observa una caida drastica del médulo
viscoso en el intervalo de 0 a 10 Pa, por lo tanto,
este rango fue utilizado como intervalo de

esfuerzos para los ensayos de viscosidad.

— MODULO ELASTICO
— MODULO VISCOSO

MODULO ELASTICO (Pa)

o 1ICI ZID 3‘0 4'0 5'0
ESFUERZO (Pa)

Figura 4. Barrido de amplitud de la base de

mermelada

MODULO VISCOSO (Pa)



3.7.2 Barrido de frecuencia

En el barrido de frecuencias de la base de
mermelada representado en la figura 5, se observa
un aumento del modulo eldstico a bajas
frecuencias; es decir a largo plazo primard el
modulo elastico sobre el viscoso en la base de

mermelada.

Otro aspecto importante es que; la adicion de los
diferentes colorantes no modifica el barrido de

amplitud y de frecuencias.

600 T T T T T T 140

500 .“.\ | /f i
——MODULO ELASTICO , ,
—MODULO VISCOSO

T
=)
=3

MODULO VISCOSO (Pa)

400

80

300
60
200+ k40

20

MODULO ELASTICO(Pa)

100

FRECUENCIA (Hz)
Figura 5. Barrido de frecuencias de la base de

mermelada

ESFUERZO (Pa)

——BASE
—— 200BA
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3.7.3 Curvas de flujo

En las curvas de flujo de la base de mermelada con
los diferentes colorantes a 200 ppm y 800 ppm
representadas en la figura 6, se observa que la base
de mermelada sin colorantes regresa al punto
inicial del reograma; es decir, se reconstruye la
estructura del sistema en la aplicacion del descenso

de los esfuerzos (10,094 s).

El fenémeno anterior puede deberse a que; la base
de mermelada al ser sometida al ascenso de
esfuerzos cortantes se va gradualmente rompiendo
hasta que todas las particulas estan dispersadas —
sol—, dando una viscosidad minima. En el descenso
de los esfuerzos las particulas comienzan a formar

racimos, floculos delgados y nuevamente el gel.”

ESFUERZO (Pa)

—— BASE
800BA

—— 200BAC —— 800BAC
0 —— 200BR40 —— 800BR40)|
0
0 5 10 15 0 5 10 15

VELOCIDAD DE DEFORMACION (1/s)

VELOCIDAD DE DEFORAMACION (1/s)

Figura 6. Curvas de flujo de la base de mermelada con los diferentes colorantes: a 200 ppm (izquierda), 800

ppm (derecha)

48
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Por el contrario, las bases de mermelada con
diferente concentracion de colorantes no llegan al
punto inicial del reograma; por lo tanto, necesitan
mas tiempo para reconstruir su estructura; sin
embargo, no  ocurrirdn  fendmenos  de
sedimentacion y dafios en el producto ya que en las

curvas de flujo no se observan lazos de histéresis

que son indicativos de la destruccion irreversible.*
El tiempo extra que necesitan las demas
formulaciones para reconstruir su estructura en
comparacion con la base mermelada sin colorantes,
se ve reflejado en las areas de histéresis que se
representan en la tabla 11, y son indicativos del

grado de destruccion del sistema?®.

Tabla 11. Areas de histéresis de las formulaciones

Tratamiento Area de histéresis (Pa/s)
BASE 11,772
200BR40 59,986
200BA 94,504
200BAC 46,509
800BR40 91,315
800BA 80,342
800BAC 65,992

La formulacion 200BA aumenta el area de
histéresis en 82,732 Pa/s en comparacion con la
base de mermelada sin colorantes; esto podria
deberse a que las antocianinas presentes en la base
de mermelada provocan un cambio en la
conformacién de la pectina; es decir modifican su
posicion relativa y aumentan el grado de
destruccion.>* Por el contrario, la formulacion
200BAC aumenta el area de histéresis en 34,737
Pa/s en comparacion con la base de mermelada sin
colorantes; es decir, las antocianinas favorecen el
grado de destruccion con respecto a los
copigmentos; esto podria deberse a que en los
copigmentos las antocianinas forman enlaces de
hidrégenos con el 4cido rosmarinico; por lo tanto,

ya no existe antocianina libre para provocar un

cambio conformacional en la pectina.

Ademas, la formulacion 800BR40 aumenta el area

de histéresis en 79,543 Pa/s en comparacion con la

base de mermelada; esto podria suceder debido a
que, como afirma Fereyra Susana (2015);%° la
disminucion de particulas cargadas en la
mermelada aumenta la tendencia de las moléculas
a asociarse. El rojo 40 representado en la figura 1;
es una sal arildiazonio que aporta con cargas y
disminuye la tendencia de las moléculas asociadas
a formar el gel; por lo tanto; 800BR40 tiene un

mayor grado de destruccion.

La formulacion 800BAC aumenta el area de
histéresis en 54,22 Pa/s en comparacion con la base
de mermelada sin colorantes; esto podria deberse a
que el 4cido rosmarinico presente en la base de
mermelada, no ayuda a disminuir el grado de
destruccion; de igual manera la formulacion
200BAC aumenta el area de histéresis en 34,737

Pa/s en comparacion con la base de mermelada.

Por lo tanto, la adicion de antocianinas y

copigmentos aumenta el area de histéresis; es decir



el grado de destruccién del sistema. Sin embargo,
podrian ser aplicados a nivel industrial porque no
se observan lazos de histéresis que son indicativos
del grado de destruccién del sistema coloidal®. De
igual manera, en la investigacion de Vernon-
Carter; se determiné una disminucion de la dureza

de tortillas de maiz por la adicion de antocianinas.’
3.7.4 Curvas de viscosidad

En la curva de viscosidad de la base de mermelada
sin colorantes representada en la figura 8, se

observa un descenso de la viscosidad instantanea
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desde 24,13 Pas a 2,036 Pas cuando fluyen hasta
una velocidad de desplazamiento de 4,377 s, es
decir corresponde a un fluido pseudopléstico. Esta
propiedad es importante porque la mermelada
podra formar pequenas peliculas al ser untada en el

pan o en el producto que el consumidor desee.

Ademas, se observa un efecto reopéxico al aplicar
el descenso de los esfuerzos que corresponde a un
aumento de la viscosidad instantanea de 17,33 Pas
a 306 Pas al descender los esfuerzos de 1,107 Pa a

0,9128 Pa respectivamente.

- -l N N w
[=3 o o o o
=3 o S =] S

VISCOSIDAD INSTANTANEA (Pa s)

o
=}
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0 1

2 3 4
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Figura 7. curva de viscosidad de la base de mermelada

Todos estos efectos, se comprenden mediante la
teoria del entrecruzamiento de cadenas (Chain
Entanglement), que explica el espesamiento de
polimeros de alto peso molecular solubles en agua.
Las cadenas son solvatadas por el agua formando
enlaces de hidrégeno lo que les permite estirarse;
el desorden asi generado provoca un
entrecruzamiento entre las cadenas atrapando
componentes de la matriz.> En el caso de la base
de mermelada este efecto podria deberse a que los
gelificantes -Ceampectin ®- y — Estabilizante para
preparados de frutas- son polimeros de alto peso

molecular y solubles en agua.

Por el contrario, como se observa en la figura 6, la
adicion de los colorantes en la base de mermelada
a 200 ppm y 800 ppm baja el efecto reopéxico de
la base de mermelada sin colorantes, esto podria
justificarse asumiendo que la formacion de enlaces
de hidrégeno entre el agua y los polimeros
disminuyen; debido a que los colorantes también
forman enlaces de hidrogeno con los polimeros y/o
las moléculas de agua. Por lo tanto, esta
disminucion representaria que las cadenas de

polimero no se estiren y que no disminuya

notablemente entrecruzamiento de estas.

D
=
e
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Figura 8. Curvas de viscosidad de la base de mermelada con los diferentes colorantes: a 200 ppm (izquierda),

800 ppm (derecha)

Las curvas de viscosidad permitieron determinar la
viscosidad instantinea inicial; que es un parametro
indicativo de la presentacién del producto.” El
analisis de la tabla 12 muestra que en las bases de

mermeladas con los tipos de colorantes a 200 ppm

y 800ppm, no hay variaciones en la viscosidad
instantanea inicial. Por lo tanto, las mermeladas
diferentes  colorantes a  dichas

con los

concentraciones almacenadas en los envases

presentaran la misma viscosidad

Tabla 12. Parametros reoldgicos de las formulaciones

Tratamiento Velocidad de | Esfuerzo (Pa) Viscosidad Viscosidad
deslizamiento Instantinea Instantinea
final (s) Inicial (Pas) minima (Pas)

200BR40 11,56 7,359 23,6 0,6365
200BA 16,04 6,744 22,22 0,4205
200BAC 9,3 7,734 23,98 0,8316
15,33 6,939 0,4527
800BR40 24,78
15,33 6,744 0,4398
800BA 13,71 6,938 22,67 0,5062
12,08 7,327 0,6067
800BAC
12,08 7,132 24,54 0,5902




Si la viscosidad instantdnea de la mermelada es
demasiado baja, se caera de la rodaja de pan.** Sin
embargo; no se pudieron realizar comparaciones
con datos tedricos ya que en la bibliografia
consultada no existen valores de la viscosidad de

mermeladas en la cual ocurra este fendémeno.

Tomando como referencia el andlisis anterior y la
tabla 12; se que las
formulaciones son 200BAC y 800BAC ya que

concluye mejores
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tienen la mayor viscosidad instantdnea minima en

comparacion con las demds formulaciones.
3.8 Analisis estadistico del color

El disefio experimental para el color se desarrolld
en la base de mermelada y la significancia
estadistica de los efectos representados en la tabla
13; fueron determinados por el método estadistico

Algoritmo de Yates.

Tabla 13. Significancia estadistica de los efectos para el area de histéresis

Tipo de efecto | Variables Valor del efecto + error | Significancia
estandar estadistica
Primarios T, -0,0014=+ 0,0067 No Significativo
. 0,0694+ 0,0064 Significativo
Secundario T, .C, -0,0034=+ 0,0099 No Significativo

Tal como se esperaba la concentracion del
colorante tiene un efecto significativo en el color.
Sin embargo, no existe significancia estadistica
entre los tipos de colorantes; por lo tanto, la adicion
de los copigmentos a la mermelada no generara una
mayor coloracién en comparacion con las
antocianinas. Esta determinacion es importante ya
que la producciéon de copigmentos implica el
tratamiento de antocianinas con fenoles libres, lo

que incrementa los costos del colorante; en

consecuencia, el costo del producto final.

La ecuacidn 4 establece que la absorbancia —color-
, Unicamente depende de la concentracion de

colorante en la zona experimental analizada.
A=0.0879 - 0,0347C., (4)

Ecuacion matematica que describe la absorbancia

en funcion del efecto significativo

3.9. Anadlisis estadistico de las propiedades

reologicas

En la tabla 14 se representa la significancia
estadistica de los efectos para el area de histéresis,
determinado por el método estadistico Algoritmo

de Yates.
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Tabla 14. Significancia estadistica de los efectos para el area de histéresis

Tipo de efecto | Variables Valor del efecto + error | Significancia
estandar estadistica
Primarios T, -31,1725+ 4,9362 Significativo
C. 2,6605+ 6,6124 No Significativo
Secundario T, .C, 16,8225+ 3,5048 Significativo

Por lo tanto, el area de histéresis depende del tipo
de colorante y de Ila interaccion con la
concentracion de colorante en la zona experimental

analizada, como se representa en la ecuacion 5.
AH=71,8368-15,5863 T, +8,4113T,. C, (5)

Ecuacion matematica que describe el area de

histéresis en funcion del efecto significativo

Cuando la interaccion de los efectos es
significativa, las conclusiones que se obtienen a
partir de los efectos primarios no siempre son
correctas. Por lo tanto, s6lo se interpretan los
efectos primarios de aquellos factores que no

interactian con ningtin otro.?!

En base andlisis anterior y la tabla 14, se concluye
que la interaccion del tipo de colorante con la
concentracion tiene significancia estadistica en el
area de histéresis. Esto podria deberse a los
cambios conformacionales, formacion de enlaces
de hidrogeno que se detallan en la secciéon 3.7. El
enlace de hidrogeno es una atraccion electrostatica
débil (20 kJ/mol o 4.7 kcal/mol), en comparacion
con el enlace covalente (400 kJ/mol o 95 kcal/mol);
sin embargo, como todas las antocianinas y
copigmentos tienen la capacidad de formar enlaces
de hidrogeno, en conjunto representan una gran

fuerza.”’

4. Conclusion

La adicion del colorante sintético rojo 40,
antocianinas y copigmentos, influyeron en las
propiedades reologicas de una formulacion base de
mermelada; esto se ve reflejado en el aumento del
area de histéresis, sin embargo, los colorantes
estudiados podrian ser aplicados a nivel industrial,
ya que no se observan lazos de histéresis que son
indicativos de la destruccion irreversible del
sistema al someterse a esfuerzos. Con respecto al
color, la adicion de copigmentos a la mermelada,
aumenta el efecto hipercromico; pero no es
estadisticamente significativo con respecto al color
que proporcionan las antocianinas sin copigmentar.
De tal manera las antocianinas corresponden a un
colorante natural efectivo para reemplazar el
colorante rojo 40; es decir el desarrollo de

alimentos funcionales.
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Resumen: Ante la pandemia mundial conocida como COVID-19, causada por SARS-COV-2, se han
generado importantes cambios a nivel mundial, debido al alto indice de morbilidad. En enero del
2020, la OMS establecié lineamientos para frenar la propagacion, y algunos laboratorios de
investigacion han emprendido la ardua labor de elucidar aspectos genéticos y moleculares de
relevancia para encontrar blancos de accion. Entre las principales metodologias de diagnostico se
encuentra la PCR, donde se realiza el levantamiento de genes especificos del virus. En esta revision
se compila informacion respecto a aspectos inmunologicos y vacunas, cabe resaltar que aun hay
mucho lo que estudiar del proceso post-vacunacion y considerar las respectivas precauciones con la
poblacion vulnerable como es el caso de pacientes geriatricos, ya que en la actualidad no existen
tratamientos seguros y eficaces, se espera resultados de estudios a largo plazo de las vacunas que han
sido aprobadas por la Organizacion Mundial de la Salud, las que en su mayoria utilizan acidos

nucleicos de ARNm de la proteina de pico del virus.

Palabras clave: COVID-19, SARS-COV-2, Inmunologia, Bases Moleculares, Vacuna

Abstract: Faced with the global pandemic known as COVID-19, caused by SARS-COV-2,
important changes have been generated worldwide, due to the high morbidity rate. In January 2020,
the WHO established guidelines to curb the spread, and some research laboratories have undertaken
the arduous work of elucidating relevant genetic and molecular aspects to find targets for action.
Among the main diagnostic methodologies is PCR, where virus-specific genes are raised. In this
review, information regarding immunological aspects and vaccines is compiled, it should be noted
that there is still much to study in the post-vaccination process and consider the respective
precautions with the vulnerable population, such as geriatric patients, since there are currently no

safe and effective treatments, results are expected from long-term studies of vaccines that have been
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approved by the World Health Organization, which mostly use nucleic acids from mRNA of the virus

spike protein.

Key Words: COVID-19, SARS-COV-2 Immunology, Molecular Basis, V
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1. Introduccion

Esta revision es de caracter descriptivo, recopila
informacion de los Gltimos 10 afios, de diferentes
bases de datos como: PubMed, BioCell, Sciclo,
Elsevier, Redalyc, MDPI (Instituto
Multidisciplinario de Publicaciones Digitales),

PLOS (Public Library of Science), JAFC (Journal



of Health Sciences). BJPS (Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences),) y Medicinal Chemistry
Research, las publicaciones recopiladas fueron
seleccionadas de acuerdo con la informacion
respecto al SARS-COV-2,
enfermedad COVID-19,

proporcionada
responsable de la
inmunologia y datos de biologia molecular de
relevancia, para identificar dianas terapéuticas. Los
resultados obtenidos han permitido armar un
documento que compila informaciéon fundamental
base para el desarrollo de las vacunas, que han sido
propuestas por algunos laboratorios, quienes
actualmente terminan la fase tres de investigacion
clinica. Dada la premura en el requerimiento de
vacunas como estrategia para el control de la
pandemia COVID-19, algunos laboratorios tales
como Pfizer, Moderna, Astra Zeneca ya cuentan
con autorizacion de la Organizacion Mundial de la
Salud para su comercializacion. Esta revision
presenta un enfoque molecular e inmunolédgico del
SARS-COV-2, también informaciéon respecto al
desarrollo de vacunas. Esta revision ayudard a
comprender las tecnologias y etapas de

investigacion de algunos laboratorios que ya estan

produciendo la vacuna COVID-19.

1.1. Hipotesis
Los
moleculares del SARS-COV-2 (COVID-19), son

antecedentes  inmunopatogénicos y
la base para el diagnostico, tratamiento y desarrollo

de vacunas.

1.2. Objetivos
» Dilucidar a través de una revision
sistematica la Inmunopatogenia molecular

del SARS-COV-2 (COVID-19)
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» Conocer los principales antecedentes,

tipos y caracteristicas de las vacunas que

han sido aprobadas por la OMS.

2. Antecedentes

Durante los ultimos afios se ha generado
conmocién mundial debido a la pandemia COVID-
19, segiin la informaciéon de la Organizacion
Panamericana de la Salud: “Los coronavirus (CoV)
son una gran familia de virus que causan
enfermedades que van desde el resfriado comun
hasta enfermedades mas graves. La epidemia de
COVID-19 fue declarada por la OMS una
emergencia de salud pulblica de preocupacion

internacional el 30 de enero de 2020. (1)

La pandemia por COVID-19 golped a todos los
paises de las Américas en 2020, infectando a mas
de 35 millones de personas y causando unas
850.000 muertes, a nivel mundial, la enfermedad
causada por el virus SARS-CoV-2, afect6 a 216
paises y territorios, causando mas de 80 millones
de casos y 1,7 millones de fallecimientos. Las
Américas fueron el continente mas afectado, en el
contexto de una region con grandes desigualdades
(2). El sistema de Salud de Ecuador trabaja en
coordinacion con entidades internacionales actores
Sistema de Salud en las

fundamentales del

Naciones Unidas, se trabaja en estrecha
coordinacion con la Organizacion Panamericana
de la Salud / Organizacion Mundial de la Salud
(OPS-OMS), y la Oficina del Alto Comisionado
para Asuntos Humanitarios (OCHA), el Programa
de las Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD),
afin de establecer medidas sanitarias que eviten la
proliferacion del virus, estrategias terapéuticas y la

gestion de vacunas, desde la adquisicion hasta la
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distribucion y establecer los programas de

vacunacion. (3) (2)

La pandemia de COVID-19 es un claro
recordatorio de que las enfermedades infecciosas
no conocen fronteras. Todos los paises son
vulnerables, independientemente de los niveles de
ingresos o de la solidez de sus sistemas de salud.
En toda la Region de Europa, donde decenas de
millones de personas han estado viviendo
encerradas durante semanas y mas de 100 000
personas han muerto, la velocidad y la devastacion
del nuevo coronavirus ha trastornado por completo
las vidas. (3) Dijo la Sra. Afshan Khan, Directora
Regional de UNICEF para Europa y Asia Central.
“Es fundamental que los programas de
inmunizacién de rutina continlen durante esta
crisis, al mismo tiempo que se protege
adecuadamente a los trabajadores de la salud y a
las personas que reciben las vacunas, se debe dar

prioridad a llegar a los nifios mas vulnerables”.(4)

Se debe prestar la debida atencion a minimizar el
riesgo excesivo de morbilidad y mortalidad por
enfermedades prevenibles por vacunacion (EPV)
que se produciria si se interrumpieran los servicios
de inmunizacion. Cualquier interrupciéon de los
servicios de inmunizacion, incluso por periodos
cortos, resultara en una acumulacion de personas
susceptibles y una mayor probabilidad de brotes de
VPD. Dichos brotes pueden resultar en muertes
relacionadas con VPD y una mayor carga sobre los
sistemas de salud ya presionados por la respuesta

al brote de COVID-19. (5) (6)

Ademas del SARS-CoV-2, existen mas especies de
coronavirus: NL63, 229E, OC43, HKU1, SARS-
CoV y MERS-CoV vy los mas patogénicos para el

ser humano son el SARS-CoV, que brot6 en China

(2002 y 2003), y el MERS, que broté en Arabia
Saudita (2012). Con estas especies, el SARS-CoV-
2 guarda una homologia de genoma del 76-79% y

50%, respectivamente (7)

2.1. Etiopatogenia

Los coronavirus (CoV) son virus de ARN de

cadena positiva envueltos en el orden de
Nidovirales, los viriones tienen una apariencia de
corona bajo el microscopio electrénico, razéon por
la cual los virus reciben su nombre de la palabra
latina corona, que significa 'halo'. La mayoria de
los coronavirus infectan a los animales
(murciélagos, aves y mamiferos), que actlian como

un reservorio del huésped intermedio. (8) (1)

Actualmente, se sabe que siete coronavirus
infectan a los seres humanos, cuatro de ellos causan
una enfermedad leve a moderada. El, HCoV-
0C43, HCoV-HKU1 y HCoV-229E causan
resfriados comunes e infecciones graves del tracto
respiratorio inferior en los grupos de edad mas
jovenes y mayores, mientras que HCoV-NL63 es
una causa importante de (pseudo) crup y
bronquiolitis en nifios (8). SARS-CoV responsable
del sindrome respiratorio agudo severo (SARS) en
2002, MERS-CoV el sindrome respiratorio de
Oriente Medio (MERS) en 2012 y SARS-CoV-2,
identificado con un grupo de casos de neumonia en

Wuhan, China a fines de 2019. (5) (9)

Se trata de virus esféricos (de 100-160 nm de
didmetro) y con envoltura, cuyo genoma estd
formado por una unica cadena de ARN con
(+ssRNA, del
RNA)

polaridad  positiva inglés

singlestranded  positive-sense y de
aproximadamente 30.000 pares de bases (entre 26
y 32 kilobases); presenta una capucha metilada en

el extremo 5’ y una cola poliadenilada (poli-A) en



el extremo 3’ que le aporta un gran parecido al
ARN mensajero del hospedador. En lineas
generales, los coronavirus inician su replicacion
con la entrada de los viriones — forma infecciosa
del virus— cuando pierden su envoltura y depositan
su ARN viral en el citoplasma de la célula
eucariota, donde el parecido con el ARNm del
hospedador le permite adherirse directamente a los
ribosomas para su traduccion. Alli, se emplea
como plantilla para traducirse directamente en la
poliproteina la/lab, en la cual estan unidas todas
las proteinas que formaran el complejo de
replicacion-transcripcion en vesiculas de doble
membrana. A partir de dicho complejo, se
sintetizan ~ diversos ~ ARN  subgenémicos
codificantes para los polipéptidos y proteinas
(estructurales y no estructurales) que determinan la
biologia del virus y la simetria helicoidal de su
nucleocapsida. Por microscopia electronica, los
viriones se reconocen por una pequefla “corona”

que presentan a su alrededor situacion que justifica

su nombre (1) (10)

3. Materiales y métodos

Se realiz6 busqueda bibliografica en las bases de
datos de PubMed, BioCell,
Redalyc, MDPI (Instituto Multidisciplinario de
Publicaciones Digitales), PLOS (Public Library of
Science), JAFC (Journal of Health Sciences). BIPS

Scielo, Elsevier,

(Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences),) y
Medicinal Chemistry Research, con los términos
“Pathogenesis COVID-19”, “Molecular Biology
COVID-19”, “COVID-19 Vaccine”. Los criterios
de inclusion fueron: Ensayos clinicos en humanos
y revisiones acordes a las palabras claves de
investigacion (COVID-19, SARS-COV-2,

Inmunologia, Bases Moleculares, Vacuna). Se
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hallaron un total de 84.900 resultados de los cuales
se seleccionaron los articulos mas centrados los
protocolos de desarrollo de vacunas e informacion

molecular de SARS-COV-2.

Se utilizaron fuentes primarias, las cuales estan
conformadas por las publicaciones de algunos
investigadores de diferentes paises, cuyo aporte en
lo inmunizaciéon molecular del SARS-COV2
(COVID-19), es fuentes

relevante, como

secundarias se  han  revisado  revistas
especializadas, paginas web en especial las de
laboratorios ~ farmacéuticos,  quienes  han
emprendido la ardua labor de investigacion y
desarrollo de la vacuna contra el SARS-COV2
(COVID-19). La busqueda se realizd de forma
independiente, en base de datos, en espafiol e
inglés.

El disefio de estudio es prospectivo observacional,
en las técnicas de seleccion de informacion se ha
procurado minimizar el sesgo de seleccion
utilizando informacion de revistas indexadas,
categorizando la informacién encontrada como de

bajo riesgo de sesgo.

4. Marco teorico
4.1. Bases Moleculares

Las técnicas de biologia molecular han jugado un
papel ponderal para el diagnostico a través de
técnicas de PCR (reaccion en cadena de Ia
polimerasa), asi como para la determinacion de la
constitucion del genoma del virus, determinacion
de parentescos a través de arboles filogenéticos,

elucidacion de mutaciones o variantes del virus.



Quimica Central (2021) Vol. 7 Num. 1

4.1.1. PCR (Reaccion en cadena de la

polimerasa)

La prueba de la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa en (RT-PCR
o qRT-PCR si es cuantificada en tiempo real) es
una técnica molecular de deteccion y amplificacion
de 4cidos nucleicos, es decir de material genético,
ARN, del SARS-CoV-2 en distintas muestras
biologicas clinicas. En la actualidad es la técnica
de referencia y de eleccion para el diagndstico de

COVID-19. (11) (12)

Los genes diana mas usados para la deteccion de
SARS-CoV-2 son el gen E (recomendado por la
OMS como screening de primera linea), el gen
RdRp, para estudio de confirmacion y el gen N
para estudio adicional de confirmacion. Otro gen
usado es el Orflab. Para el diagndstico de
confirmacion en zonas sin circulacion del virus
COVIDI19 se necesita que los resultados sean
positivos, frente a dos genes distintos de COVID-
19, uno de ellos especifico del mismo, o resultado
positivo frente a un betacoronavirus mas una
identificacion al menos parcial del genoma del
virus COVID-19. En zonas de transmision
comunitaria como nuestro pais en la actualidad, se

considera suficiente el resultado positivo de la

rRT-PCR  para un TUnico gen que sea
discriminatorio de COVID-19. (13)

4.1.2. Filogenética

De acuerdo con los estudios filogenéticos

realizados en China a pacientes de Wubhan,
provincia de Hubei, sitio originario de la pandemia
COVID-19, se tiene la siguiente informacion: EIl
genoma del virus consta de seis marcos principales
de lectura abierta (ORF) que son comunes a los

coronavirus y a varios otros genes accesorios. Una

region corta de ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp) de un coronavirus de murciélago
(BatCoV RaTG13), que se detectd previamente en
Rhinolophus affinis de la provincia de Yunnan,
mostrd una alta identidad de secuencia con 2019-
nCoV. (14) El andlisis filogenético del genoma de
longitud completa y las secuencias de genes de
RdRp y spike (S) mostrd que, para todas las
secuencias, RaTG13 es el pariente mas cercano de
2019-nCoV y forman un linaje distinto de otros
SARSr-CoV. (15) (16) Los genes S de 2019-
nCoV y RaTG13 son més largos que otros SARSr-
CoV. Las principales diferencias en la secuencia S
del gen de 2019-nCoV son las tres inserciones
cortas en el dominio N-terminal, asi como los
cambios en cuatro de cada cinco de los residuos
clave, en el motivo de uniéon al receptor en
comparacion con la secuencia de SARS-CoV.
Debe estudiarse mas a fondo si las inserciones en
el dominio N-terminal de la proteina S de 2019-
nCoV confieren actividad de unién al 4cido sidlico
como lo hace en MERS-CoV. La estrecha relacion
filogenética con RaTG13 proporciona evidencia de
que 2019-nCoV puede haberse originado en
murciélagos. (14) (16)

4.1.3. Morfologia y estructura molecular

El genoma del SARS-CoV-2 es similar al de los
CoV tipicos y contiene al menos diez marcos de
lectura abiertos (ORF). Los primeros ORF (ORF1la
/'b), aproximadamente dos tercios del ARN viral,
se traducen en dos poliproteinas grandes. En
SARS-CoV y MERS-CoV, dos poliproteinas, ppla
y pplab, se procesan en 16 proteinas no

estructurales (nspl-nspl6), que forman el
complejo de replicasa transcriptasa viral. (16) Esas
nsps reorganizan las membranas que se originan en

el reticulo endoplasmico rugoso (RER) en



vesiculas de doble membrana donde se produce la
replicacion viral y la transcripcion. Los otros ORF
de SARS-CoV-2 en un tercio del genoma codifican
cuatro  proteinas  estructurales  principales:
proteinas de pico (S), envoltura (E), nucleocapside
(N) y de membrana (M), asi como varias proteinas
accesorias. con funciones desconocidas que no

participan en la replicacion viral. (16), (17)

Varios grupos de cientificos en China han
descubierto que el SARS-CoV-2, al igual que el
SARS-CoV, requiere la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2) como receptor para entrar
en las células. La union del virus con los receptores
de la célula huésped es un determinante
significativo

infeccion.(17), (18), (19)

para la patogénesis de la

Entre las funciones de las proteinas estructurales
principales estan: La proteina (S) facilita la union
del virus al receptor de la célula huésped, la
proteina (M) ayuda a mantener la curvatura de la
membrana y la uniéon con la nucleocapside, la
proteina (E) juega un papel importante en el
ensamblaje y liberacion del virus y la proteina (N)
forma parte de la nucleocapside al unirse al
material genético viral. La proteina accesoria (HE)
se halla solo en algunos Betacoronavirus y su
actividad esterasa facilita la entrada del virus en la
célula huésped, ademas, de ayudar en la su

propagacion. (20) (21)
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Fig. 1. Forma y estructura del virion de SARS-
CoV-2. Particula virica de SARS-CoV-2 que posee
una nucleocépside compuesta por RNA genomico
asociado a la proteina (N), cubierto por una
envoltura externa de proteinas estructurales

principales (S), (M) y (E) y proteinas accesorias
como (HE). (Adaptado de Li (17)).

4.1.4. Mutaciones

La variante mas nueva del coronavirus responsable
de la circulacion de COVID-19 en Europa,
presenta una mutacion A222V en la glicoproteina
de pico y se designa como clado GV, parte del
clado G. La mutacion no esta en el sitio de union
del receptor, sino que est4 afuera y, podria, afectar
la estabilidad del complejo proteico con un efecto
menos pronunciado que el D614G basado en su
posicioén estructural y tampoco se espera que
cambie mucho la union del anticuerpo,
dependiendo del sitio donde se une el anticuerpo.

(20) (15)

Actualmente, no hay evidencia que respalde que
las mutaciones acumuladas, desde la introduccion
del virus SARS-CoV-2 en la poblaciéon humana,
hayan causado un aumento de la gravedad de la
enfermedad. Por el contrario, una variante con una
delecion de 382 nucledtidos que circula en
Singapur de enero a marzo de 2020 se asocié con
una menor gravedad de la enfermedad (8), (22),
pero esta variante no se ha encontrado en Singapur

ni en ningun otro lugar desde entonces. Sin
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embargo, existe alguna evidencia que indica que la
variante del virus que lleva una mutacién
(sustitucion de aspartato a glicina en la posicion
614), en la glicoproteina de pico, pero no ubicada
en el dominio de unién al receptor de la proteina,
podria afectar la transmisibilidad del virus. Los
investigadores todavia estan debatiendo el efecto
de esta mutacion (8). Los estudios de entrada de
células virales con variantes de la posicion 614 de
la glicoproteina de pico mostraron que la
sustitucion de glicina se asocia con una mayor tasa
de entrada de células de 2,2 a 7,7 veces,

dependiendo del entorno experimental (8).

Las mutaciones en el dominio de unién al receptor
de la glicoproteina de pico son de particular interés,
ya que pueden afectar la infectividad y la
especificidad del huésped. (8) Se han informado
algunas mutaciones en este dominio, pero hasta
ahora son raras y no estan presentes en ninguno de

los principales clados del SARS-CoV-2. (23)

Las mutaciones en los sitios de unién de los
cebadores utilizados para los ensayos de deteccion
de la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT-PCR) tienen
implicaciones significativas para las pruebas

precisas, pero hasta ahora han sido raras. (8)

4.1.5. Pruebas de diagnostico COVID-19

Hay tres tipos principales de ensayos de deteccion
relevantes para las pruebas de diagnostico y la
deteccion de COVID-19, segun el objetivo que se
estd detectando: (24)

. Las pruebas de acido nucleico detectan la
presencia de ARN viral, normalmente estos
utilizan un paso de amplificacion basado en RT-

PCR.

. Las pruebas de antigeno detectan la
presencia de un antigeno viral, generalmente parte

de una proteina de superficie.

. Las pruebas de anticuerpos detectan la
presencia de anticuerpos generados contra el
SARS-CoV-2. Los tres ensayos mds utilizados son
los ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas
(ELISA), los ensayos de quimioluminiscencia
(CLIA) y los ensayos de flujo lateral (LFA).
Ademas, se utilizan pruebas de neutralizacion de
virus, que pueden detectar especificamente
anticuerpos neutralizantes, pero esto se utiliza
principalmente para la validacion de ensayos y la
investigacion. Los informes preliminares sobre los
ensayos ELISA han mostrado una buena
correlacion de los resultados de la titulacion de
anticuerpos con los anticuerpos neutralizantes del

virus. (8) (25)

Aparte de estos principales ensayos de deteccion,
también se puede realizar la secuenciacion del
genoma completo para determinar la secuencia del
virus SARS-CoV-2 en una muestra, con posibles

variantes de cuasiespecies. (8)

4.2. Inmunologia

Cuando el virus ingresa a las células, su antigeno
se presentard en las células de presentacion de
antigeno (APC), que es una parte central de la
inmunidad antiviral del cuerpo. Los péptidos
antigénicos se presentan mediante un complejo
principal de histocompatibilidad (MHC; o antigeno
leucocitario humano (HLA) en seres humanos) y
luego se reconocen por linfocitos T citotoxicos
(CTL) especificos del virus. Por lo tanto, la
comprension de la presentacion de antigenos de

SARS-CoV-2, ayudara a nuestra comprension de



la patogénesis de COVID-19.
Desafortunadamente, todavia falta informacion al
respecto, y solo tenemos antecedentes de
investigaciones anteriores sobre el SARS-CoV y el
MERS-CoV. La presentacion del antigeno del
SARS-CoV depende principalmente de las
moléculas del MHC 1, pero el MHC II también

contribuye a su presentacion. (17)

Ademas, los polimorfismos de genes de MBL
(lectina de unidén a manosa) asociados con la
presentacion de antigenos estan relacionados con el
riesgo de infeccion por SARS-CoV. Estas
investigaciones proporcionaran pistas valiosas

para la prevencion, el tratamiento y el mecanismo

de COVID-19. (26)

Existen antecedentes de que las proteinas
estructurales del SARS-CoV, como la espiga, la
membrana y la nucleocapside (N), son factores de
la antigenicidad del virus, en comparacion con las
proteinas no estructurales. La proteina de la
nucleocapsida (N) del coronavirus es una proteina
altamente fosforilada que no solo es responsable de
la construccion del complejo de ribonucleoproteina
al interactuar con el genoma viral y regular la
sintesis de ARN y proteinas virales, sino que
también sirve como un potente inmundgeno que
induce reacciones humorales y celulares. E1 CD8+,
los epitopos de células T derivados de la proteina
N del SARS-CoV definida hasta ahora, se agrupan
principalmente en dos regiones inmunogénicas
principales. Uno de ellos, los residuos 219 a 235,
comprende la mayoria de los epitopos CTL
minimos derivados de la proteina N identificados
hasta ahora (N220-228, N223-231, N227-235,
etc.). La otra region, los residuos 331 a 365,

también incluye péptidos de alta inmunogenicidad

que pueden inducir respuestas de linfocitos T de
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memoria contra SARS-CoV. Sin embargo, hasta
ahora, no se ha investigado en esta region ningun
epitopo CTL minimo con una restriccion de alelo

HLA dada. (27)

La presentacion de antigenos estimula la
inmunidad humoral y celular del cuerpo, que estan
mediadas por células B y T especificas del virus.
Hay estudios que sugieren que el anticuerpo IgG
especifico del SARS persiste durante mucho
tiempo, pero el IgM especifico del SARS se
mantiene medible durante un periodo mucho mas
corto, lo que sugiere que el anticuerpo IgG contra
el SARS-CoV puede representar la respuesta
inmune humoral primaria que protege a los
pacientes contra el SARS. El perfil de anticuerpos
anti-SARS puede ser util en el diagndstico y en las
encuestas epidemioldgicas. La presencia de titulos
altos de anticuerpos IgG contra el SARS-CoV en
los pacientes en la etapa de convalecencia también
sugiere que se podria desarrollar una vacuna viva
atenuada o inactivada para la inmunizacion activa
y un anticuerpo IgG especifico del SARS humano

concentrado para la inmunizacion pasiva para el

tratamiento de SARS. (17)

El informe de Lancet muestra que el SDRA es la
principal causa de muerte por COVID-19. De los
41 pacientes infectados con SARS-CoV-2
admitidos en las primeras etapas del brote, seis
murieron de SDRA. Uno de los principales
mecanismos del SDRA es la tormenta de citocinas,
la respuesta inflamatoria sistémica mortal
incontrolada que resulta de la liberacion de grandes
cantidades de citocinas proinflamatorias (IFN-a,
IFN-y, IL-1pB, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF-o,
TGEFB, etc.) y quimiocinas (CCL2, CCL3, CCLS,
CXCLS8, CXCLY9, CXCLI10, etc.) por células

efectoras inmunes en la infeccion por SARS-CoV.
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La tormenta de citocinas desencadenard un ataque
violento del sistema inmunoldgico al cuerpo,
causara SDRA y falla orgénica multiple, y

finalmente conducira a la muerte. (17)

4.2.1. Respuesta inmunologica a vacunas

SARS-CoV-2

Segun Kamradt (28), En ausencia de datos
experimentales o clinicos solidos sobre las
respuestas inmunitarias inducidas por el SARS-
CoV-2, podemos hacer algunas suposiciones
fundamentadas en experiencias previas con
coronavirus endémicos (por ejemplo, 229E u
0C43), el virus SARS-CoV y el MERS-CoV. Los
estudios experimentales, serologicos y
seroepidemiologicos sugieren que los coronavirus,
incluido el SARS-CoV-2, inducen anticuerpos
neutralizantes y protectores. Estos estudios
también parecen indicar que la proteccion mediada

por anticuerpos es de corta duracion.

Se sabe menos sobre las respuestas inmune celular,
es decir, la respuesta de las células T contra los
coronavirus. (28) La evidencia experimental de
estudios en ratones sugiere que las células T que
residen en la mucosa del tracto respiratorio podrian
ser un correlato importante de proteccion. Sin
embargo, aunque los ratones pueden infectarse con
SARS-CoV, no

coronavirus, incluido el

desarrollan los sintomas

caracteristicos del SARS y COVID-19. Por lo

pulmonares graves
tanto, estos resultados deben interpretarse con
precaucion. Las células T humanas de la mucosa
respiratoria de humanos enfermos y convalecientes
serian necesarias para aclarar el problema, pero son

dificiles de encontrar. (29)

4.2.2. Respuesta inmunitaria innata

Segin Soto (20), Para montar una respuesta
antiviral, el sistema inmune innato detecta una
infecciébn mediante receptores de reconocimiento
de patrones (PRRs), es decir, receptores que
identifican moléculas intrinsecas presentes en los
patdgenos. Estas  moléculas intrinsecas
corresponden a los patrones moleculares asociados
apatogenos (PAMPs) (17) (7). Entre los receptores
PPR conocidos en la actualidad, se incluyen
principalmente los receptores tipo toll (TLR).
Estos receptores corresponden a proteinas
transmembrana que presentan dos dominios, un
dominio exterior que se une a PAMP y un dominio
interior que inicia las vias o cascadas de
sefalizacion, induciendo diferentes respuestas

bioloégicas.(17). Entre los PAMPs que son
reconocidos por los receptores TRL se incluyen
lipidos, lipoproteinas, proteinas y 4cidos nucleicos
de virus, bacterias, pardsitos y hongos (17), (18),
(30), (31). En el caso de los CoV, se sabe que sus
PAMPs estan asociados su RNA (30), (31).
Cuando la proteina (S) de los CoV se une al
receptor ACE2 de la célula huésped y se fusiona
con membrana celular, se forma un endosoma
donde el virus ingresa junto con su RNA. Los
PAMPs asociados a este RNA son reconocidos por
receptores tipo toll presentes en endosomas como

TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 (7), (30), (31), (32).

Este evento de reconocimiento lleva a la activacion
de varias vias de sefializacion y de factores de
transcripcion, como el factor nuclear kappa B
(NFkB), proteina activadora (AP-1), factor de
regulador del interferon 3 (IRF3) y factor regulador
del interferon 7 (IRF7) con su consecuente
translocacion nuclear. NFkB y AP-1 estimulan la

expresion de genes que codifican muchas de las



proteinas necesarias para la inflamacion, tales
como, factor de necrosis tumoral (TNF), citoquinas
(IL-1, IL-6 e IL-12) y quimioquinas (CCL2 y
CXCLS) (Rokni et al.) IRF3 e IRF7 promueven la
produccién de interferon tipo I (INF-a e INF-b) los
que son importantes frente a las respuestas
antivirales, ya que, son capaces de suprimir la
replicaci6on y diseminacién viral en etapas
tempranas y, ademds, inducir una respuesta inmune

adaptativa efectiva. (7)
4.2.3. Respuesta inmunitaria humoral

La respuesta inmune humoral juega un importante
papel protector en las fases posteriores a la
infeccion, especialmente con la produccion de
anticuerpos, evitando asi una reinfeccion futura (7)
(20). La respuesta inmune mediada por linfocitos T
es esencial en la inmunidad adaptativa frente a las
infecciones virales. (7) (17). El microambiente de
citoquinas generado por las células presentadoras
de antigenos, como las células dendriticas, dicta la
direccion del tipo de respuesta de los linfocitos T.
Los tipos de respuestas generadas por los linfocitos
T son: Linfocitos T helper (CD4+), que organizan
la respuesta adaptativa activando a los linfocitos B
en la produccion de anticuerpos y linfocitos T
citotoxicos (CD8+) que son esenciales para matar
a las células infectadas por el virus (17), (33). En
el caso de la epidemia de SARS-CoV del afio 2002,
los epitopos o determinantes antigénicos para los
linfocitos T y B se establecieron para las proteinas
estructurales del virus, es decir, las proteinas (S),
N), M) y (E). (34) (30). Aunque atn es muy
limitado el conocimiento sobre respuesta humoral
en SARS-CoV-2, la evidencia muestra que las
respuestas especificas de los linfocitos T son
importantes para el reconocimiento de SARS-

CoV-2 y a su vez, en la destruccion de las células
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infectadas, particularmente, en los pulmones de los

individuos infectados. (20)

4.3. Vacunas contra el COVID-19

La pandemia COVID-19, para este tiempo enero
del 2021, no ha sido controlada en ningtn pais,
siendo un riesgo para la salud dado los altos indices
de morbilidad en la poblacion, ademds del
requerimiento de infraestructura y equipos en
hospitales para satisfacer la demanda de oxigeno
de pacientes con cuadro clinico grave. Cabe
mencionar las posibles mutaciones del virus
situacion que ha sido informada en Reino Unido:
“el primer ministro britanico, Boris Johnson,
explicd que la propagacion del virus en muchas
partes de esta region esta impulsada por la nueva

variante del virus". (35) (36)

Algunos laboratorios han gestionado arduo trabajo
para desarrollar la vacuna, aquello es un punto

importante que abordamos a continuacion.

4.3.1. Antecedentes de la vacuna COVID-19

Segun el informe del grupo de Analisis Cientifico
sobre Coronavirus del ISCIII, las vacunas tienen el
objetivo de prevenir el desarrollo de una infeccion,
se basan en la introduccion en el organismo de un
microorganismo modificado para que el sistema
inmunitario se defienda de él y genere memoria
inmunitaria, es una forma de provocar al sistema
inmunitario para que se active frente a un
microorganismo determinado. Se basa en la
capacidad del sistema inmunoldgico de generar
memoria. (37) Cuando sufre una infeccién se
generan linfocitos de memoria que guardan el
‘recuerdo’ frente a esa infeccion concreta. Este
proceso requiere semanas, pero la ventaja es que,

si el organismo se enfrenta de nuevo al mismo
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microorganismo, el sistema inmunitario reacciona

en pocos dias con una potente respuesta. (38)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
inform6 que hasta mediados de junio del 2021,
habia 11 wvacunas candidatas, en la tltima
actualizaciéon del 31 de julio, se recensd 26
"vacunas candidatas", las que estaban siendo
probadas en ensayos clinicos humanos. La mayoria
de estos ensayos se encuentran en '"fase 1"
(evaluacion de la seguridad del producto), o en
"fase 2" (prueba de eficacia). Solo cinco vacunas
se encuentran en fase 3, donde se comprueba su
eficacia con miles de voluntarios. Se trata de la
vacuna que estan desarrollando los laboratorios:
alemane BioNTech y estadounidense Pfizer, la que
desarrolla la biotecnologica estadounidense
Moderna, los dos proyectos de los laboratorios
chinos Sinopharm y Sinovac, y el que realiza la
Universidad de Oxford, con la farmacéutica
britanica AstraZeneca, la vacuna rusa, desarrollada
por el Centro de Investigacion Epidemioldgica y
Microbiologia Nikolai Gamaleya, con el ministerio

ruso de Defensa, estd en fase 1, segtin las bases de

datos de la OMS. (3)

El 11 de agosto de 2020, Rusia se convirtio en el
primer pais del mundo en aprobar una vacuna
contra el sindrome respiratorio agudo severo
coronavirus 2 (SARS-CoV-2). La vacuna, que se
vectores

basa en dos de adenovirus, fue

desarrollada por el Centro Nacional de
Epidemiologia y Microbiologia de Gamaleya
(Mosct, Rusia). Su aprobacion fue anunciada por

el presidente Vladimir Putin. (4)

Cabe mencionar un comentario del Dr. Peter
Openshaw, profesor de medicina experimental en

el Imperial College London (Londres, Reino

Unido): “La respuesta inmune puede no ser
directamente proporcional al grado de proteccion;
esto solo se puede averiguar en ensayos a gran

escala”. (35) (39)

La distancia con las primeras inmunizaciones en el
hombre solo es de unos meses/semanas, advierte a
la AFP (Agencia de Noticias Francesa) la viréloga
francesa Marie-Paule Kieny, antigua directora
general adjunta de la OMS. En general, hasta
ahora, solo se han publicado los resultados
preliminares (fase 1 y 2). (40) Paises de todo el
mundo han pedido por adelantado millones de
dosis de otras vacunas COVID-19 prospectivas, y
el lanzamiento depende de los resultados de los
estudios de fase 3. Por ejemplo, EE. UU. Ha
comprado 100 millones de dosis de la vacuna
candidata a ARNm de Moderna y 300 millones de
dosis de la vacuna de vector de adenovirus de
Astrazeneca. Otros paises pueden optar por hacer
arreglos similares con el Centro Gamaleya. Los
informes de prensa han citado al ministro de
Relaciones Exteriores de Azerbaiyan diciendo que
el pais estaba "listo para considerar la posibilidad
de comprar una vacuna rusa contra el coronavirus
una vez que se hayan completado los
procedimientos para su reconocimiento por parte

de la OMS". (4)

Los ultimos, son los de la vacuna candidata de la
Universidad de Oxford y el de una empresa china,
CanSino, publicados el 20 de julio del 2020, que
han mostrado que son bien tolerados por los
pacientes y provocan "una fuerte respuesta
inmunitaria". (4) Coment6 Jonathan Ball, profesor
de virologia Molecular de la Universidad de
Nottingham (Reino Unido): "no sabemos si estos

niveles de inmunidad pueden proteger contra la

infeccion, ni si esta vacuna puede proteger a los



mas fragiles de las formas graves del covid-19".

(40)

4.3.2. Tipos de vacunas

Todas las vacunas tienen como objetivo exponer el
cuerpo a un antigeno que no causara enfermedad,
pero provocard una respuesta inmunitaria que
puede bloquear o matar el virus si una persona se
infecta. Hay al menos ocho tipos que se estan
probando contra el coronavirus y se basan en

diferentes virus o partes virales. (41), (39)

4.3.3. Vacunas vivas atenuadas

Segun el Instituto de Salud Carlos III: este tipo de
vacunas presenta son virus vivos modificados para
no ser peligrosos. Para generar estas vacunas se
requiere un conocimiento en profundidad del virus
para conocer cudles de sus genes son los que
causan mas dafio, lo que llamamos ‘genes de
virulencia’. (37) Una vez identificados se generan
virus deleccionados o mutados en estos genes, un
proceso complejo que requiere técnicas avanzadas
de genética reversa. La ventaja de este abordaje es
que las vacunas resultantes son muy potentes
porque se reproduce la replicacion viral, mientras
que el inconveniente es que se requieren estudios
de seguridad exhaustivos para garantizar la

atenuacion viral perseguida. (42)

Sin embargo, las vacunas vivas tienen limitaciones.
Por ejemplo, dado que contienen una pequefia
cantidad de un virus vivo debilitado, las personas
que presentan un sistema inmunitario debilitado
pueden tener problemas de salud a largo plazo,
como es el caso de pacientes geriatricos,
oncologicos, quienes han tenido un trasplante de

organos. (37) (39)
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Ademas, este tipo de vacunas deben mantenerse en
frio, situacion que limita su almacenamiento en
lugares que tengan refrigeradores habilitados.
Estas vacunas se han utilizado para inmunizar a las
personas en caso: sarampion, paperas, rubéola,

rotavirus, viruela, varicela, fiebre amarilla. (39)
4.3.4. Vacunas inactivadas

Segun el instituto de Salud Carlos I1I, respecto a las
vacunas inactivadas de virus del SARS-CoV-2, son
preparaciones que se crece en cultivos celulares y
que se destruye mediante calor o fijacién por
productos quimicos. Este virus una vez inyectado
inducira una respuesta inmune frente a distintos
componentes de su estructura. La ventaja de esta
vacuna es que es muy segura y es relativamente
facil de fabricar. El principal inconveniente es que
son vacunas poco potentes y que tienen que estar
adecuadamente purificadas para su uso en
humanos. Este abordaje esta en desarrollo y se han
realizado ya ensayos en animales a los que esta

vacuna parece proteger frente a la infeccion. (43),

(37

4.3.5. Vacunas de subunidades, recombinantes,

polisacaridos y combinadas

Las vacunas de subunidades, recombinantes,

polisacaridas y combinadas utilizan partes
especificas del germen, como su proteina, azicar o
capsula. Utilizan partes especificas del patogeno,
ofrecen una respuesta inmunitaria muy fuerte
dirigida a partes claves del microorganismo.
También se pueden utilizar en practicamente
cualquier persona que las necesite, incluso en
personas con sistemas inmunitarios debilitados o
problemas de salud a largo plazo. La unica
limitaciéon de estas vacunas es que posiblemente
necesite vacunas de refuerzo para tener proteccion

continua contra las enfermedades. Estas vacunas se



Quimica Central (2021) Vol. 7 Num. 1

utilizan para proteger contra: Enfermedad
Haemophilus influenzae tipo b, Hepatitis B, HPV
Tos ferina,

(virus del papiloma humano),

Enfermedad neumocicica, culebrilla. (21)

Segun el Instituto de Salud Carlos III: En el caso
de SARS-CoV-2, la proteina diana es la de su
superficie, la proteina “S”. Numerosos prototipos
de vacunas se basan en la sintesis y expresion de
esta proteina que sintetizan y expresan la proteina
bajo distintas formas. La ventaja es que es una
vacuna muy segura, pero su potencia puede ser baja
o insuficiente cuando se suministra en forma de
proteina soluble. Para potenciar su acciéon una
estrategia es incorporarla anclada en una
‘plataforma’, como las ‘viral like particles’ o
nanoparticulas que le confieren una estabilidad
mayor y una mayor potencia en la presentacion
antigénica. En este tipo de vacunas es importante
conocer muy bien la estructura de la proteina para
inducir anticuerpos neutralizantes frente a la
misma. Muchas proteinas virales tienen diferentes
conformaciones -nativa, intermedia, pre-fusion- y
se debe inmunizar con la estructura del “Spike”,

mas inmunogénica y que genera anticuerpos

neutralizantes. (37)
4.3.6. Vacunas con toxoides

Las vacunas con toxoides utilizan una toxina,
fabricada a partir del germen que causa una
enfermedad. Crean inmunidad a las partes del
microorganismo causante de la enfermedad, pero
no al microorganismo en si. La respuesta
inmunitaria va dirigida a la toxina, es posible que
necesite vacunas de refuerzo para tener proteccion
continua contra las enfermedades. Las vacunas con

toxoides se utilizan para proteger contra: Difteria,

tétanos. (37)

4.3.7. Vacunas denominadas “de vector viral”

Utilizan como soporte otro virus al que se
transforma y adapta para combatir el covid-19. Es
la técnica elegida por los rusos, asi como por la
Universidad de Oxford que utiliza un adenovirus
de chimpancé. Asimismo, otros proyectos se basan
en vacunas de "ADN" o de "ARN", productos
experimentales que utilizan material genético

modificado. (44)

4.3.8. Panorama del desarrollo de vacunas

COVID-19

En febrero de 2020, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) convocd a investigadores a nivel
mundial para definir la agenda de investigacion de
medicamentos y vacunas contra el SARS-CoV2, a
través de la Iniciativa Global para Investigacion y
Desarrollo. Las prioridades de la Agenda de R&D
Blueprint para desarrollo de vacunas incluyen el

desarrollo de:

e Modelos animales en los cuales evaluar la
efectividad de la vacuna

e Pruebas estandarizadas para apoyar el
desarrollo de vacunas, particularmente la

e evaluacion de respuesta inmune

e Protocolo multi-pais para los ensayos
clinicos de fase 2b/3 con la intencién de
facilitar la

e coordinacién y eficiencia

e [Estudios de potencia y procesos de
produccién para que se puedan producir
grandes

e cantidades de vacunas (45)

La Alianza Mundial para la Preparacion contra
Epidemias e Innovaciones, (CEPI por sus siglas en

inglés), esta movilizando recursos para el



desarrollo de vacunas, para incrementar, las
posibilidades de éxito y financiar los ensayos
clinicos de algunas vacunas candidatas contra el
SARS-CoV-2. La intencion es lograr que haya
algunas vacunas candidatas que puedan someterse
a las autoridades regulatorias para su aprobacion
para uso general o para uso en situaciones de brotes

(49).

Virus
Inactivated
Weakened

Virus
Viral vector
Nucleic acid  |um—
I in-based

Other*

Fig. 2 Matrices del desarrollo de vacunas

(Adaptado de Callaway (41))

4.3.9. Vacuna propuesta por Sinovac Biotech

Segun Calleway et al., 2020 Sinovac Biotech en
Beijing ha comenzado a probar una version
inactivada de SARS-CoV-2 en humanos, Muchas
vacunas existentes se fabrican de esta manera,
como las usadas contra el sarampiéon y la
poliomielitis, pero requieren extensas pruebas de

seguridad.

En la ciudad china de Jiaxing se ofrece la vacuna
experimental frente a la COVID-19 de la
farmacéutica Sinovac Biotech, CoronaVac, para
los grupos de alto riesgo, entre los que se incluyen

el personal sanitario. (46)

Funciona mediante el uso de particulas virales
muertas para exponer el sistema inmunologico del
cuerpo al virus sin riesgo de una respuesta de
enfermedad grave. CoronaVac se ha sometido a
ensayos de fase tres en varios paises. Los datos

provisionales de los ensayos de tultima etapa en
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Turquia e Indonesia mostraron que la vacuna tenia

una eficacia del 91,25% y el 65,3%,
respectivamente. Los investigadores en Brasil
dijeron inicialmente que tenia un 78% de
efectividad en sus ensayos clinicos, pero en enero
de 2021 revisaron esa cifra al 50,4% después de
incluir mas datos en sus calculos. A principios de
noviembre, sus ensayos se detuvieron brevemente
después de la muerte informada de un voluntario,
pero se reanudaron después de que se descubrid

que la muerte no tenia vinculos con la vacuna. (40)

4.3.10. Vacuna propuesta por Moderna

Desarrollada por: Moderna & NIH, Cambridge,
Massachusetts, EE. UU. Socios biotecnologicos:
Lonza, Suiza. Vacuna basada en ARNm que
codifica la proteina S del SARS-CoV-2 en su
conformacién prefusion (variedad S-2P, con dos
sustituciones sucesivas de prolina en las posiciones
de aminoécidos 986 y 987), en una nanoparticula

lipidica. (47) (48).

Con fecha 30 de noviembre y con 30.000
participantes, la farmacéutica norteamericana
Moderna Inc., ha actualizado los resultados
provisionales de eficacia de su vacuna frente a la
COVID-19, mRNA1273 (49), mediante una nota de
prensa. En la misma se detalla que se han registrado
196 casos de COVID-19 de los que 185 ocurrieron en
el grupo placebo y 11 en vacunados, lo que supone
una eficacia del 94.1% para COVID-19 sintomatico.
30 casos se etiquetaron como graves y todos ellos se
dieron en el grupo placebo, lo que representa una
eficacia frente a COVID-19 grave del 100%. 33 casos
se constataron en personas de 65 o mas afios y 42 en
voluntarios de “comunidades diversas” (47) (50). Se
registrd un fallecimiento relacionado con COVID-19

en el grupo placebo. El perfil de seguridad es similar

al previamente descrito en comunicados de prensa.
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Los efectos mas comunes fueron dolor local, mialgia,
artralgia y cefalea. Los efectos adversos aumentaron
en frecuencia y gravedad con la segunda dosis. (47)

(48)

43.11.
(COMIRNATY)

Vacuna  propuesta Pfizer

por

Desarrollada por: BioNTech (Mainz, Alemania) y
Pfizer (EE. UU.). Comirnaty, la vacuna de ARNm
de COVID-19 (nucleésido modificado) es una
vacuna para
coronavirus 2019 (COVID-19) en personas de 16

afios o mas. (51), (52)

prevenir la enfermedad por

La vacuna contiene una molécula llamada ARN

mensajero (ARNm) con instrucciones para
producir una proteina del SARS-CoV-2, el virus
que causa COVID-19. La nueva vacuna de ARNm
de Covid-19 no contiene el virus en si y no puede
causar COVID-19. El uso de Comirnaty, vacuna de
ARNm COVID-19 (nucleésido modificado) en
una situacion de emergencia también ha sido
respaldado

Medicamentos (EMA),

por la Agencia Europea de
la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
de América y Health Canada y otras autoridades
reguladoras (incluidos Bahrein, Israel, Kuwait,
México, Oman, Qatar, Arabia Saudita, Singapur y

el Reino Unido). (9)

La fabricacion de la vacuna Pfizer COVID-19
(BNT162b2) consiste en la produccion del ARNm
que codifica la proteina Spike para el virus SARS-
CoV-2 seguido de la encapsulacion del ARNm en
nanoparticulas lipidicas. Se proporciono evidencia
para demostrar que la vacuna se fabrica bajo
Buenas Practicas de Fabricacion (GMP) en todos
los sitios de fabricacion que proporcionan

suministro a Canadd y que se han establecido

controles en el proceso, parametros de proceso y

pruebas de liberacion de control de calidad para
monitorear la calidad del producto durante todo el
proceso. Las especificaciones utilizadas para
evaluar los atributos de calidad y la consistencia de
la producciéon se consideraron aceptables. Esta

informacion respalda la autorizacion bajo la Orden

Provisional. (53), (54)

4.3.12. Vacuna propuesta por Can Sino

Biologicals

CanSino Biologics Inc. ("CanSinoBIO", HK6185),
anuncia que su candidata a vacuna recombinante
de coronavirus nuevo (vector de adenovirus tipo 5)
("Ad5 -nCoV™), desarrollado juntamente con el
Instituto de Biotecnologia de Beijing es la primera
nueva vacuna contra el coronavirus para COVID-
19 que llega a estudios clinicos en fase 1 en China.
La vacuna candidata se basa en la plataforma de
tecnologia de vacuna de vectores virales basada en
adenovirus, que también se ha aplicado con éxito
para desarrollar la vacuna innovadora a nivel
mundial contra la infeccién por el virus del Ebola.
Los resultados de los estudios preclinicos en
animales de “Ad5-nCoV” muestran que la vacuna
candidata puede inducir una fuerte respuesta
inmune en modelos animales. Los estudios
preclinicos de seguridad en animales demostraron

un buen perfil de seguridad. (55)

4.3.13. Vacuna  propuesta Inovio

por

Pharmaceuticals

Inovio disefia la vacuna de ADN INO-4800 en tres
horas después de recibir la secuencia genética
utilizando su tecnologia patentada de plataforma de
medicamentos de ADN, INO-4800 fue disenado
para coincidir con precisiéon con la secuencia de
ADN del virus. Las ventajas de la plataforma de
medicamentos de ADN de Inovio son la rapidez

con la que se pueden crear y fabricar los



medicamentos de ADN, la estabilidad de los
productos que no requieren congelacion durante el
almacenamiento y el transporte, y su sdlida
respuesta inmunitaria, asi como la seguridad y la
tolerabilidad. (56) Los medicamentos de ADN de
Inovio administran plasmidos optimizados
directamente en las células por via intramuscular o
intradérmica utilizando el dispositivo inteligente
de mano patentado por Inovio Illamado
CELLECTRA®. CELLECTRA utiliza un breve
pulso eléctrico para abrir pequefios poros en la
célula de forma reversible para permitir que entren
los plasmidos. Una vez dentro de la célula, los
plasmidos comienzan a replicarse, fortaleciendo
asi los propios mecanismos de respuesta naturales
del cuerpo. La administracion con el dispositivo
CELLECTRA asegura que el medicamento de
ADN se administre directamente a las células del
cuerpo, donde puede comenzar a funcionar de
inmediato y generar una respuesta inmune. Los
medicamentos de ADN de Inovio no interfieren ni
cambian de ninguna manera el ADN de un

individuo. (56)

4.3.14. Vacuna propuesta por Oxford, Astra

Zeneca

Una vacuna que utiliza como vector un adenovirus
de chimpancé, ChAdOx1 nCoV-19 que vehiculiza
el gen que codifica la proteina espicular de la
cubierta del virus. Una dosis de esta vacuna ya
demostré6 que protegia a primates no humanos
frente a la enfermedad inducida por el MERS-CoV.
(57)

Ya en un ensayo previo realizado en ratones en los
que se estudiaron las respuestas inmunes humoral
IgG,

junto a

y celular, se observaron respuestas

predominantemente del tipo Thl,

anticuerpos neutralizantes en todos los vacunados.
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Respecto al ensayo en macacos Rhesus, seis
recibieron la vacuna a investigar. Se detectaron en
todos ellos anticuerpos especificos frente a la
proteina S a los catorce dias y anticuerpos
neutralizantes, aunque a bajas concentraciones.
Adicionalmente, también se detectaron respuestas
celulares T especificas frente a esa proteina. A los
veintiocho dias tras la vacunacion se practicoé un
challenge con virus salvaje y se comprob6 como el
score medio de la clinica en el tracto respiratorio
fue mayor en los animales del grupo control,
detectandose tanto el genoma virico como su
subgenoma (sgARN), esto ultimo indicativo de

replicacion virica. (57)

4.3.15. Vacuna propuesta por Rusia

Sputnik V es la primera vacuna registrada en el
mundo a base de una plataforma probada basada en
vectores adenovirales humanos. Actualmente se
encuentra en la lista de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) entre las 10 principales vacunas
candidatas que se acercan al final de los ensayos

clinicos y al inicio de la produccion en masa. (58)

Los “vectores” son vehiculos que pueden
introducir material genético de otro virus en una
célula. El gen del adenovirus, que es el causante de
la infeccion, se sustrae y en su lugar se inserta un
gen con el codigo de la proteina de otro virus. El
elemento insertado es seguro para el organismo y
ayuda al sistema inmunoldgico a reaccionar y
producir anticuerpos que nos protegen de la
infeccion. La plataforma tecnologica basada en
vectores adenovirales permite la creacion de
nuevas vacunas de forma rapida y eficaz a través
de la modificacion del vector original de
transmision con material genético de nuevos virus,
lo que permite obtener nuevas vacunas en poco

tiempo. Dichas vacunas provocan una fuerte
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reaccion por parte del cuerpo humano con el
objetivo de generar inmunidad. Los adenovirus
humanos estan considerados entre los mas
sencillos de modificar con estos fines. Por eso se

han convertido en vectores muy populares. (58)

4.3.16. Vacunas de suero equino

Debido a la emergencia sanitaria, existe una
necesidad urgente de encontrar soluciones rapidas
y efectivas para el tratamiento de la enfermedad.
Hasta la fecha, el uso de plasma de convalecientes
es la inica inmunoterapia disponible para pacientes
hospitalizados con COVID-19. El wuso de
anticuerpos policlonales equinos (EpAbs) es otra
alternativa terapéutica interesante. La nueva
generacion de EpAbs incluyen el procesamiento y
purificacion de estos y la obtencion de fragmentos
F(ab’)2 con alta pureza y un excelente perfil de
seguridad en humanos. Los EpAbs son faciles de
producir, lo cual permite el desarrollo rapido y la
elaboracion a gran escala de un producto
terapéutico. (59) Ante la actual emergencia
epidemiolégica y sanitaria se necesitan soluciones
rapidas y eficaces. Los anticuerpos policlonales
equinos (EpAbs) pueden ser una de estas
soluciones provisionales. Los EpAb reconocen una
amplia gama de epitopos (lo que limita el riesgo de
mutaciones de escape virales) y tienden a
desarrollar una mayor avidez que los anticuerpos
monoclonales (mAb) por sus antigenos afines.
Ademas, los EpAbs son faciles de fabricar, lo que
permite un rapido desarrollo y ampliacion para uso
humano. Si bien en el pasado el riesgo de
enfermedad del suero, principalmente debido a la
presencia de fragmentos Fc, desfavorecio el uso de
EpAbs, la nueva generacion de EpAbs procesados

y purificados que contienen fragmentos F (ab')2

altamente purificados demostrd ser segura y bien

tolerada. (Zilberman et al., 2020), (60)

DESARROLLO DEL SUERO HIPERINMUNE ANTI-COVID-19 |

Fig. 6 Desarrollo del suero Hiperinmune anti-
COVID-19 “Tratamiento basado en anticuerpos
policlonales equinos”, Crédito de la imagen:
Cortesia de Inmunova para SciDev.Net, adaptado
SciDevNet, “Argentina aprueba suero equino

como tratamiento para COVID-19”, 11-01-2021.

5. Resultados

5.1. Resultados de la seleccion de informacion
Por cada enunciado especifico, se evalu6 el nivel
de evidencia (muy alto, alto, moderado o bajo
contemplando las limitaciones en el disefio y riesgo
de sesgo de los estudios, inconsistencia de los
resultados basada en la heterogeneidad de los
estudios; desenlaces evaluados en los estudios,

sesgo de publicacion.

En el siguiente diagrama de flujo se detalla el

proceso de busqueda y seleccion de resultados:

~
(U]



Estudios identificados en la bisqueda de bases de
datos utilizando las palabras claves restringido para
informacion de los dltimos 10 afios

Se eliminaron  estudios

duplicados

\

Se seleccionaron los resultados de acuerdo a la
revision del titulo y del resumen, los més cercanos al
titulo y objetivos de investigacion.

Exclusion de resultados que

no cumplen con los criterios

\

Eleccion de resultados de acuerdo al texto completo,
clasificindolos  en  inmunopatogenia, estudios
moleculares, diagndstico y Vacunas SARS-COV-2
(coviD-19)

Se excluyen estudios por:
Disefio de estudio cruzado,

presencia de sesgo de
seleccion.

123 estudios incluidos en esta revision

Esquema 1. Seleccion de informacion

5.2. Resumen vacunas

En la siguiente tabla se resume de forma
comparativa pardmetros

vacunas aprobadas por OPS & WHO:

importantes de las

Tabla 1. Comparacion de algunas vacunas aprobadas
para COVID-19, adaptado de OPS & WHO (45)
Vacuna contra la COVID-19:

PARAMETRO BNT162b2 Moderna AztraZen
Pfizer/ mRNA- 1273 eca /U.
BioNTech
de Oxford
Componente mNRA Basada Adenovirus
mo e | de
dificado con | n chimpancé
nucleosidos defectuoso
mNRA en la
encapsulada replicacion

e | recombinant

n e que
nanoparticula | expresa la
S lipidicas | glicoprotein
(LNP) a de
superficie
del SARS-
CoV-2
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Uso previsto Personas de Personas Personas
16 afos 0 mas. mayores de | mayores de
18 afios. 18 afos.
Administracion 2 dosis (30 2 dosis (100 | 2 dosis (0,5
pug, 0,3 ml pg, 0,5 ml | ml
cada una cadaunal.M). | cada una
LM). intervalo 28 | LM).
intervalo de hasta 42 dias | intervalo 4
2la entre las dosis | hasta 12
28 dias) entre semanas
las dosis entre las
dosis.
Contraindicaci Reaccion Reaccion Reaccion
ones alergia al alergia anafilactica
polietilenglicol a | después de
1 la  primera
polietilenglic dosis.
ol
Logistica de La  vacuna La vacuna se | Lavacunase
vacunacién requiere suministra presenta
condiciones como una | como un vial
de suspension de 10 dosis
almacenami congeladaa— | con tapén.
ento y 25 °C a —15 | Las viales
distribucion °C La vacuna | multidosis
de cadena de debe sin abrir
frio descongelarse | deben
ultrarrapida, antes de su | conservarse
a -70 °C. El administraci6 | en  nevera
tiempo n. Después de | (entre2°Cy
maximo de descongelar, 8°C)yno
almacenami se pueden | deben
ento es de 30 extraer 10 | congelarse.
dias. dosis. Los | Una vez que
Después  de viales se | se ha abierto
eso, los pueden un vial, el
viales se almacenar producto
pueden refrigerados a | puede
descongelar 2-8 °© C hasta | conservarse
y 30 dias antes | y utilizarse a
almacenar en | de retirar la | temperatura
refrigeradores primera dosis. | s de hasta
de2a8°Chasta 30°C
por cinco dias.
Precio 14.0-17.0 37.0 3,0-7,0
Eficacia 95% 94.5% 63.1%
En la tabla nimero 2 se detalla de forma

comparativa la informacion recopilada en estudios
de fase 2 y 3 de diferentes grupos estratificados en

la poblacién de estudio.
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Tabla 2. Recomendaciones provisionales y mas

informacion de algunas vacunas aprobadas para
COVID-19, adaptado de OPS & WHO (45)
Vacuna contra la COVID-19:

beneficios

POBLACI BNT162b Moderna AztraZene
ON DE LA 2 Pfizer/ mRNA- ca/U. de
FASE2Y3 BioNTech 1273 Oxford
Adultos Indican que | Indican que | Si es
la eficacia y | la eficacia y | aconsejable
la seguridad | la seguridad
de la vacuna | de la vacuna
son son
comparables | comparable
en todos los | s en todos
grupos  de | los grupos
edad de edad
(mayores de | (mayores de
16 ailos). 18 aflos).
Personas Se estudio: | Se Las
con hipertension; | recomienda comorbilidad
comorbilida | diabetes; la es estudiadas
des asma; y | vacunacion en los
enfermedad para ensayos
pulmonar, personas clinicos
(VIH), con incluyeron
(VHO), comorbilida | obesidad,
(VHB). Se des que se | enfermedades
recomienda han cardiovascula
la identificado | res,
vacunacion como un | enfermedades
para a | respiratorias
personas umento del | y diabetes. Se
¢ | riesgo  de | recomienda la
on COVID- 19 | vacunacion
comorbilida | grave.
des.
Personas Los Se Las
mayores de d | recomienda | respuestas
85 afios atos la inmunitarias
d | vacunacion | inducidas por
e seguridad | para la vacuna en
e | personas personas
inmunogenic | mayores sin | mayores
ida sugieren | limite  de | estan bien
v | edad documentada
acunar si los | superior. s 'y son

similares a las

de la
vacunacion

superan los

de otros
grupos de
edad. Se

riesgos recomienda
potenciales Su uso
Personas Hasta que | Hastaquese | Hasta que se
menores no se | disponga de | disponga de
disponga de | estos datos, | estos datos,
estos datos, | las personas | las personas
las personas | menores de | menores de
menores de | 18 afios no | 18 afios no
16 afios no | deben deben
deben vacunarse vacunarse
vacunarse con esta | con esta
vacuna. vacuna.
Embarazad | COVID19se | Mientras Las mujeres
as ha asociado | tanto, la | embarazadas
con un | OMS deben recibir
mayor riesgo | recomienda | AZD 1222
de parto | no utilizar | solo si el
prematuro. ARNm- beneficio de
No usar | 1273 la vacunacion
durante el | durante el | para la mujer
embarazo. embarazo, a | embarazada
menos que | supera  los
el beneficio | riesgos
supere los | potenciales
riesgos de la vacuna
potenciales
Lactancia Como la Como la | Como la
vacunano es | vacuna vacuna
de un virus mRNA- AZDI1222 es
vivo y el 1273 no una  vacuna
ARNm no es una | que no se
ingresa  al | vacuna de | replica, es
nucleo de la virus vivo y | poco
célula. el mRNA | probable que
Recomendad | no ingresa | represente un
o a | riesgo para el
| nicleo de | nifio que
la  célula. | amamanta.
Recomiend Por lo que se
a la | recomienda.
vacunacion
Personas Las Las Las personas
con VIH p | personas que viven con
ersonas que que viven | el VIH y que
vivenconel | con el VIH | forman parte
VIH y que y que | de un grupo
forman parte | forman recomendado

()]




de un grupo parte de un | para la
recomendad | grupo vacunacion
oparala recomendad | pueden  ser
vacunacion o para la | vacunadas
pueden ser vacunacion
vacunadas. pueden ser
vacunadas
Infeccion Por lo tanto, | Los datos | Los datos
previa las personas | disponibles | disponibles
con de los | de los
infeccion ensayos de | ensayos de
por SARS- fase 3 | fase 3 indican
CoV-2 indican que | que el
confirmada el ARNm- [ ARNm-1273
por PCR en 1273 es | es seguro en
los 6 meses seguro  en | personas con
anteriores personas evidencia de
pueden con infeccion
retrasar la evidenciade | previa por
vacunacion. infeccion SARS-CoV-
previa por | 2.
SARS-
CoV-2.
Infeccion Hasta que se Hasta que | Hasta que se
actual haya se  haya | haya
recuperado recuperad recuperado de
de la o de la | la infeccion
infeccion infeccion actual
actual actual

6. Discusiones

Como autora declaro de manera explicita, no tener
conflictos de intereses que pudieren haber sesgado

los resultados incluidos en el manuscrito.

Las restricciones generalizadas de movimiento, a
menudo denominadas "encierros", se han utilizado
para reprimir la propagaciéon de COVID-19 a
través de comunidades, una situacién que ha
generado conmociéon mundial, siendo un proceso
de adaptacion a la nueva realidad que se presenta
frente al COVID-19.

Al garantizar que se cumplan estos criterios, los
paises deberian mantener un estado estable de

transicion de bajo nivel o nula al mismo tiempo que
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se reanudan algunas actividades sociales y
econdmicas. Sin embargo, sin una planificacion
cuidadosa y en ausencia de capacidades de
atencion clinica y de salud publica ampliadas, es
probable que el levantamiento prematuro de las
medidas de distanciamiento fisico conduzca a un
resurgimiento incontrolado de la transmision del
COVID-19 y una segunda o tercera ola de casos
amplificada.

Se sabe que el Sars-Cov-2 muta, siendo la taza de
mutacion viral aproximadamente de 1 a 2 por mes,
es decir, el Sars-Cov-2 de hoy difiere del virus
secuenciado en China en enero del 2020, al
respecto lo importante es que las mutaciones no
afecten el diagnostico ni la eficacia de la vacuna.
Hay que considerar la experiencia cientifica con
otros virus previos al Sars-Cov-2, en especial
respecto a la gripe, ya que en otros paises han
emprendido investigaciones de alrededor de 15
aflos 0 mas para obtener una vacuna, sin embargo,
el inconveniente de las mutaciones en el virus ha
jugado ponderalmente hacia la resistencia e
inefectividad de la vacuna, y ese es un riesgo que
se puede extrapolar al futuro del COVID-19.

La situacion del COVID-19, tomo a la gran
mayoria de paises por sorpresa, por no contar con
las condiciones adecuadas para tratar a muchos
pacientes, considerando ademas las limitantes de
espacio en los hospitales, asi como los
requerimientos de implementar nuevas medidas de
bioseguridad y zonas aisladas, para evitar la
propagacion del virus en ambientes hospitalarios;
se plantea la necesidad de promover el desarrollo
en salud tanto para la comunidad como en
investigacion a fin de emprender proyectos

internos en beneficio para la poblacion, generar

laboratorios de investigacion en vacunas, algo que
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no es nuevo, ya que en el antiguo INH se
desarrollaron vacunas, en convenio con Japon.

Finalmente, la actualizacion establece el cambio
requerido en el sistema internacional para ayudar a
los paises a planificar, financiar e implementar
gestiones de salud importantes frente al COVID-
19. El mundo nunca se habia enfrentado a esta
escala de desafios. COVID-19 ha generado una
crisis global, y la Unica manera de superarla es

aunando fuerzas con solidaridad.

7. Conclusiones

De acuerdo al nivel de evidencia alto a moderado
y tomando en cuenta los beneficios y riesgos

establecemos las siguientes conclusiones:

. Actualmente, puede haber muchos
objetivos prometedores para el SARS-CoV-2, pero
aun se deben contar con mas pruebas de laboratorio
y clinicas que avalen tanto las tecnologias
innovadoras que estan utilizando algunos
laboratorios en el desarrollo de la vacuna, asi como
un seguimiento de los efectos post vacunacion en
especial pacientes geritricos que son vulnerables
dada las condiciones del sistema inmune por la

edad.

. Dada la premura del tiempo y el
requerimiento de contar con una vacuna que frene
la propagaciéon del covid-19, el desarrollo de
vacunas representa desafios cientificos y técnicos
para garantizar la calidad, seguridad, eficacia, lo
cual requiere ademas tiempo e inversion de

recursos.

. Desde que la OMS declar6 la pandemia
COVID-19, algunas universidades e instituciones

de investigacion han aunado esfuerzos para

desarrollar una vacuna que permita enfrentar la

pandemia de COVID-19.

. Una vez desarrollada la vacuna es
importante contar con un plan de vacunacion que
garantice el acceso equitativo a toda la poblacion,
motivo por el cual los Ministerios de salud deben,
gestionar las prioridades para empezar con la
vacunacion siendo conscientes del inminente
riesgo que conlleva el no contar con estudios a
largo plazo y post vacunacion, considerando que
puede haber pacientes vulnerables que decaigan

ante la vacuna.

. Los programas de inmunizacion deben dar
prioridad a la elaboracion de los planes nacionales
de wvacunacién, asi como contar con la
infraestructura necesaria, incluyendo cadena de
frio y sistemas de informacion y ayuda en caso de

reacciones alérgicas o efectos a la vacuna.

. Las lecciones que han dejado los planes de
vacunacion en pandemias anteriores, como es el
caso de ebola, zika, forjan la necesidad de contar
con sitios de vigilancia activa ante efectos
adversos, asi como prestar atencion inmediata a
pacientes geriatricos, enfermos cronicos y grupos

vulnerables.

. De acuerdo con el nivel de evidencia
observado y tomando en cuenta los datos de la
revision respecto a riesgos y beneficios de la
vacuna sugerimos que no hay una vacuna que
garantice la seguridad y eficacia, motivo por el cual
se estan realizado estudios al respecto en etapas
post-vacunacion, sin embargo con respecto a la
aplicacion en necesario evaluar el riesgo versus el
beneficio, siendo que el virus SARS-COV-2, es
parte de la vida diaria y habra que aprender a

convivir con esta realidad.



Sesgo de investigacion

Al ser este trabajo una revision bibliogréafica, hay
posibilidad de sesgo de observacion: de lo que se
observa y con lo que se observa, las diferentes
publicaciones revisados portan como comin
informacion estudios de SARS-COV-2 (COVID-
19), desde

inmunopatogénicos, moleculares, tomando como

diferentes enfoques
antecedente informacion microbioldgica publicada
en el 2015 por investigadores de China, con la
pandemia declarada en el 2020, se ha acelerado la
investigacion tanto clinica como biotecnologica
respecto al SARS-COV-2, asi como informacion
del desarrollo de vacunas, motivo de ello con los
avances e investigacion esta revision puede
presentar sesgo de publicacion ulterior. Se ha
procurado minimizar el sesgo observacional a
través de comparaciones de publicaciones y
resultados, sin embargo, se debe considerar que
avanzan las investigaciones en el area del COVID-
19 y con ello diariamente habra conocimientos mas

actualizados y puede haber sesgo de publicacion.

También se debe considerar el sesgo de empleo de

informacion relacionada a la investigacion
obtenida a partir de clinicos, epidemiodlogos, e
investigadores en cuyas actividades se debe
contemplar: la asignacion aleatoria de los grupos
en estudio, enmascaramiento de las mediciones,
utilizacion de instrumentos de medicion validos y
confiables, el entrenamiento de los investigadores,
deteccion de incoherencias en las mediciones,
considerando ademas que no ha sido un criterio de
seleccion la correccion estadistica de los sesgos,
puede haber interpretacion de resultados en
funcion de los sesgos cometidos, sin embargo se ha
sesgo buscando

tratado de minimizar este

informacion cientifica de revistas indexadas.
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Caracterizaciéon de metabolitos secundarios en una especie
del género Picramnia de la provincia de Napo

% INTRODUCCION © RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién cualitativa de
metabolitos

Se comprob6 la presencia de
antraquinonas (Figura 1) y taninos
en las hojas secas.

En 7 de los extractos se demostré la
existencia de metabolitos de interés
segun lo mostrado en la Tabla 1.

El género Picramnia ha sido reportado a lo largo de
América tropical (Jacobs, 2003). Este ha evidenciado la
presencia de antraquinonas, derivados antracénicos,
acidos grasos y terpenoides (Alves et al., 2014; Jacobs,
2008). La especie Prcrammia magmifolia J.F. Macbr no
ha sido caracterizada fitoquimicamente, sin embargo
ha demostrado actividad antimicrobiana en los
extractos etanolicos y acuosos de sus hojas.
Adicionalmente, se sabe que las hojas de esta planta
han sido usadas tradicionalmente para el tratamiento
de afecciones cutineas (Andoque-Andoque et al.,

Figura 1.- Coloracién rojiza que
evidencia la presencia de antraquinonas.

Tabla 1.-Presencia de flavonoides, terpenoides y fenoles en los extractos.

2009) y como colorante (Tapuy, 2017). Don Gabriel Tapuy. Guia Descripcién extracto Presencia Descripci6n extracto Presencia
O | Maceracion Eter en Flavonoides Residuo Acuoso Fenoles
2 OBJETIVO petroleo? Particion-Me OH-1"
Caracterizar los metabolitos secundarios y estudiar la nhibicion de células Maceracion en MeOH?*  Terpenoides Particion EE del Fenoles
cancerigenas de los extractos de una especie de planta perteneciente al género macerado MeOH-3P
Picramnia ubicada en la provincia de Napo. Particion EP del Terpenoides Residuo Acuoso Fenoles
é macerado MeOH-1" Particion-MeOH-3"
METODOLOGIA 3.9z
Particion EE del Fenoles 4 Maceracion consecutiva muestra 1.
macerado MeOH-1" b 3 : G
Maceracion consecutiva muestra 2.

Caracterizacién espectroscépica de metabolitos

Los analisis de 'HRMN, BCRMN y GC-MS de dos fracciones obtenidas de la
purificacién por columna cromatogréfica revelaron la presencia de B-sitoesterol y

Recoleccion partes aéreas: Reserva Biologica Jatun
Sacha, Napo, Ecuador 18M 0208827.

crisofanol.
OH O OH
Pre-tratamiento de muestra: descarte de raquis, ‘ (o]
secado a 40°C por 120 h y molienda. HO B-sitoesterol Crisofanol
Actividad Biolégica

Tabla 2.- Porcentaje de Viabilidad de células de cincer de colon expuestas a
extractos de Prcrammia spp. durante 48 horas

Andlisis para determinar
presencia de antraquinonas

taninos Linea Macerado | Maceradoen | Macerado | Segundo macerado | Doxorubicina
y ‘ Celular en éter de | diclorometano | en MeOH Consecutivo en

petréleo MeOH 0,5uM

| | RKO 86+ 0,7 87 0,7 18+ 23 68 + 11,0 67 £ 13,6

Maceracion consecutiva de 70 g de Maceracion consecutiva de 70 g de SW613-B3 SA. SA. 68 = 10.4 SA. 76+ 0.7

muestra con 500 mL de éter etilico, muestra con 3 porciones de 500 mL de .
5 S.A. = Sin actividad
diclorometano y metanol. metanol. -
vy CONCLUSION

Particion en éter de Tercera La especie de Pricramnia analizada muestra metabolitos presentes en otras especies
pem)le(? y cter . del mismo género. Ademas, evidencia actividad biolégica contra células RKO. Por
etilico lo tanto, el aislamiento y la elucidacion estructural de la molécula responsable de

esta actividad son necesarias. Se puede especular que la actividad biologica se debe
a la presencia de la antraquinona Crisofanol.

Estudio de mhibicién en i
lineas celulares cancerigenas < Segunda E— REFERENCIAS

RKO y SW613-B3 maceracion
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Conclusiones
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Estructuras Quimicas

Las estructuras quimicas deben dibujarse usando cualquier programa para el efecto como: ChemDraw
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Las Tablas estaran en formato de Word o similar y no insertadas como imagen, el titulo de cada tabla

debe ir en la parte superior de la tabla. Comprobar que las leyendas sean legibles.

Informacion de soporte

De requerirse en esta seccion se puede afiadir informacion extra que ayuda a entender o evidenciar o

resaltar un hecho o discusion abordado en la parte de discuciones.

Bibliografia Recomendada:

e Anderson, G. (2004). How to write a paper in scientific journal style and format. Re-cuperado el
15 de enero de 2010, de sitio Web de Bates College:
http://abacus.bates.edu/~ganderso/biology/resources/writing/HT Wtoc.html

e Coghill, A. M., & Garson, L. R. (Edits.). (2006). The ACS Style ed.). The ACS Style Guide:
Effective Communication of Scientific Information (Third ed.). New York: Oxford University

Press.

e Day, R. A (2005). Como escribir y publicar trabajos cientificos (Tercera ed., Vol. 598). (M.

Saenz, Trad.) Washington, DC: Organizacion Panamericana de la Salud.

89



Quimica Central (2021) Vol. 7 Num. 1

INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

La revista QUIMICA CENTRAL Ciencia y Naturaleza publica articulos originales en todos los
campos de la quimica que contengan resultados de investigaciones experimentales, tedricas o
aplicadas, que no hayan sido publicados anteriormente ni que estén bajo considera-ciéon en otras

revistas.
Recepcion de manuscritos

Los manuscritos se recibiran solamente por via electronica, en formato de Microsoft Office Word u
Open Office Writer para Windows, al correo del Consejo Editorial (revista.fcq@uce.edu.ec) con un
méximo de 5 MB por archivo. Los manuscritos para ser evaluados no deben haber sido anteriormente
publicados en ningiin medio fisico o electronico. El manuscrito debe ir acompafiado de una carta o un

texto de correo electronico solicitando al Consejo Editorial su publicacion

e indicando que el mismo no ha sido publicado previamente, ni esta siendo evaluado para su
publicacién en otra revista y que todos los autores que aparecen en el manuscrito conocen y aceptan

el contenido del mismo.
Revision y publicacion

Cada manuscrito recibido sera sometido a un proceso de evaluacion por revisores calificados. La
identidad de los revisores es confidencial y sus nombres no seran revelados al autor. La decision sobre
la publicacion del manuscrito se notificara por correo electronico a la persona de contacto junto con

el informe de los revisores.
Formato del manuscrito

El manuscrito debe ser redactado en tamafio de papel A4 (21.0 x 29.7 cm), margenes derecho,
izquierdo, superior e inferior de 2.0 cm. Todo el texto debe estar escrito usando fuente Times New
Roman segin la plantilla, usar cursiva para los nombres en latin de organismos vivos. No sangrar la
primera linea de cada parrafo luego de punto aparte o de un titulo. No van espacios en blanco entre los
parrafos. Deberd emplearse el Sistema Internacional de Unidades (SI). No utilizar division automatica
de palabras para separar silabas. No emplear notas al pie de pagina. Después del nimero va punto y

espacio, la primera letra con mayuscula. El limite del manuscrito es de 5000 palabras.

Organizaciéon del manuscrito
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Las secciones del manuscrito son:
Titulo
Autores
Filiacion
Resumen y palabras claves
Title
Abstract y key words
1. Introduccién
2. Parte experimental.
3. Resultados y Discusion
4. Conclusiones
5. Agradecimientos (opcional)
6. Referencias
7. Informacién de soporte

Titulo

El titulo debe ser claro, conciso y escogido cuidadosamente para reflejar el contenido del trabajo

reportado. No utilizar abreviaturas.

Autores

Nombre del autor y apellido, en caso de utilizar los dos apellidos unirlos por un guién. Listar los
autores del trabajo que han hecho una sustancial contribucion al trabajo, seguido de numero que
indique la filiacion. El nombre del lider académico a quien va dirigida la correspondencia se marcara
con un asterisco (*). Deben omitirse todos los titulos, ocupaciones y grados académicos como: Prof.,

Coord., Dr., Lcdo., MSc, PhD.

Filiacion

Lugar donde se realiz6 la investigacion seguido de la adscripcion, departamento o centro, Universidad

o Institucion, Ciudad, Pais
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Autor de correspondencia

El correo electronico institucional del autor de correspondencia. Si el autor a quien va dirigida la
correspondencia ya no esta en la institucion donde el trabajo fue realizado, colocar la direccion actual

como una nota al pie de pagina marcada con doble asterisco (**).

Resumen

Todos los manuscritos deben tener un resumen del trabajo realizado. Contiene una clara indicacioén
del objetivo, los resultados mas importantes y las conclusiones para que los lectores puedan determinar
si el texto completo serd de su interés. Debe estructurarse en un solo parrafo, no debe exceder las 200

palabras y no debe incluir ecuaciones ni referencias.

Palabras Claves: Colocar de tres a cinco palabras clave que faciliten la difusion del

manuscrito.

Title, Abstract and Key Words.

Poner el titulo, el resumen y las palabras clave del manuscrito en inglés,

Introduccion

En la introduccion debe indicarse claramente el propdsito y los objetivos de la investigacion. No debe
incluirse una revision extensa de trabajos previos, solamente una revision bibliografica relevante. La

introduccién no debe extenderse a mas una pagina.

Parte Experimental

Esta seccion debe presentar una descripcion clara y sin ambigiiedades de los materiales, métodos y
equipos utilizados con suficiente detalle que permita la reproduccién del trabajo por otros
investigadores. Debe evitarse descripciones repetitivas de un procedimiento general. La seccion debe
estar dividida en subsecciones. Debe indicarse explicitamente las precauciones de manejo de material
peligroso o de procedimientos peligrosos y, en caso de uso de animales, la aprobacion correspondiente

por el comité ético local.
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Resultados y discusion

La funcién de esta seccion es presentar objetivamente los principales resultados y su interpretacion en
una secuencia logica. No debe incluir detalles experimentales y debe redactarse en tiempo pasado. Se
recomienda utilizar tablas, esquemas y figuras para mostrar los resultados. No debe presentarse el
mismo resultado en tablas y en figuras. De ser necesario indicar el procedimiento estadistico empleado
para analizar los resultados y reportar el nivel de significancia utilizado. Debe relacionarse los

resultados del articulo con lo encontrado en otros estudios similares.

Conclusiones

Esta seccion resume brevemente las principales conclusiones del trabajo y no debe ser un duplicado
de la informacion del resumen (abstract) ni repetir puntos de la discusion. La conclusion debe estar

basada en la evidencia presentada.

Agradecimientos (opcional)

Esta seccion puede usarse para agradecer discusiones de otros investigadores o asistencia técnica de
personas que no son coautores del trabajo. También, puede agradecerse la asistencia econémica o

donacion de reactivos.

Referencias

Deben listarse y enumerarse todas las referencias bibliograficas en el orden que aparecen en el
manuscrito. En el texto del manuscrito, la referencia se cita usando nameros arabigos como
superindices, después de un punto o una coma. No debera incluirse en la referencia material
bibliografico que no haya sido sefialado explicitamente con un niimero en el texto. Los nombres de
revistas deben ir abreviados. Para el formato de las referencias utilizar las guias de la American

Chemical Society.

Ecuaciones

Las ecuaciones deben estar enumeradas consecutivamente, con el niimero entre paréntesis (1) y

alineado a la derecha. Se puede utilizar eleditor de Ecuaciones de Word o MathType

Estructuras Quimicas

Las estructuras quimicas deben dibujarse usando cualquier programa para el efecto como: ChemDraw

formato ACS 1996, ISIS/Draw, ChemSketch u otros.
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