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Carta Editorial

El inicio de una revista cientifica siempre es un desafio para todo el equipo que la
conforma, pero hacerlo en época de esta pandemia por covidl9 es atn mayor.
SERVOLAB SCIENCE NEWS (SSN) nace con el objetivo de ser un canal informativo
para el intenso movimiento cientifico latinoamericano, pero en especial para apoyar
todas las dificultades que se viven en algunos de nuestros paises para hacer ciencia.

Desde nuestras paginas pretendemos propulsar articulos de ciencia en las mas diversas
ramas del saber humano, haciendo énfasis en todas aquellas que puedan usar instrumen-
tos analiticos para abordar desafios y situaciones complejas de la vida diaria, presentan-
do resultados cientificos que son la base promisoria de posibles soluciones actuales y
futuras.

Hemos conformado un equipo multidisciplinario en el comité editorial y de arbitraje
para esforzarnos por presentarles, en cada nimero, articulos de ciencia inéditos, singu-
lares y de alto bagaje investigativo, en tres idiomas principales, espanol, portugués e
inglés.

Resulta una bonita casualidad que el primer nimero de nuestra revista coincida con el
25 aniversario de la empresa que dio inicio a este trabajo, SERVOLAB C.A., por ese
motivo hallaran una resena de estos 25 afios de trabajo por la promocién de la ciencia
desde el angulo de quienes proveen las soluciones analiticas

Dos veces por afio estaremos en version digital, algunas veces impresa, para llevar al
publico en general avances en areas como medicina, ciencias de la vida, fisica, geolo-
gia, petroleo, quimica analitica y muchas mas, tengan la seguridad que este equipo edi-
torial siempre buscard los mejores articulos de ciencia que estén disponibles en cada
oportunidad sin preferencias politicas, religiosas, de raza ni de ninglin otro tipo.

En medio de tantas noticias desalentadoras en los tltimos afios, esperamos, de corazon,
que el nacimiento y consolidacion de SERVOLAB SCIENCE NEWS, como una impor-

tante revista latinoamericana de diseminacion cientifica, sea posible y sobre todo que
cuente con la bendicion divina y aceptacion de ustedes.

Cordialmente,

Ing. José Manuel Mago

Editor jefe



Editorial Letter

The beginning of a scientific journal is always a challenge for the entire staff that makes
it up, but making it happen during this hard time due to the COVID-19 pandemic is even
harder. SERVOLAB SCIENCE NEWS (SSN) was born with the aim of being an
informative channel for the intense Latin American scientific movement, but specially
to counteract all the difficulties that some of our countries are facing to make science.

From our pages we intend to promote science articles in the most diverse branches of
human knowledge, emphasizing all those that can use analytical instruments to address
challenges and complex situations of daily life, presenting scientific results for upcoming
solutions for the future.

We have put together a multidisciplinary staff in the Editorial and Arbitration Committee
to strive and show you in each issue, unpublished and unique science articles with a
high research background, in three main languages: Spanish, Portuguese and English.

It is a nice coincidence that the first issue of our journal accords the 25th anniversary of
the company that made this possible SERVOLAB, C.A., for this reason you will find a
review of these 25 years of hard work to promote the science from the perspective of
the ones in charge to provide analytical solutions.

The journal will be in a digital version twice a year but also occasionally printed to bring
to the general public the advances in areas such as medicine, life sciences, physics,
geology, petroleum, analytical chemistry and many more, be assured of this editorial
staff will always search for the best science articles available at every opportunity without
political, religious, racial or any other preferences.

In the middle of so much discouraging news in recent years, we sincerely expect the
birth and consolidation of SERVOLAB SCIENCE NEWS turns it into an important
Latin American journal for scientific dissemination and specially it is blessed and accepted
by all of you.

Sincerely,

Eng. José Manuel Mago

Chief Editor



Carta Editorial

O inicio de uma revista cientifica ¢ sempre um desafio para toda a equipe que a compde,
mas fazer acontecer nesse momento dificil devido a pandemia do COVID-19 ¢ ainda
mais dificil. O SERVOLAB SCIENCE NEWS (SSN) nasceu com o objetivo de ser um
canal informativo para o intenso movimento cientifico latino-americano, mas principal-
mente para contrariar todas as dificuldades que alguns de nossos paises enfrentam para
fazer ciéncia.

A partir das nossas paginas pretendemos divulgar artigos cientificos nos mais diversos
ramos do conhecimento humano, dando énfase a todos aqueles que podem utilizar ins-
trumentos analiticos para enfrentar desafios e situacdes complexas do cotidiano,
apresentando resultados cientificos para solugdes futuras.

Formou-se um equipamento multidisciplinar no Comité Editorial e de Arbitragem para
esforzarnos por apresentar em cada numero, artigos de ciéncia inéditos, singulares e de
alto nivel investigativo, em trés idiomas principais, espanhol portugués e inglés.

E uma bela coincidéncia que o primeiro niimero de nossa revista celebre o 25° aniversério
da empresa que tornou isso possivel SERVOLAB, C.A., por isso vocé encontrara uma
revisdo desses 25 anos de trabalho drduo para promover a ciéncia na perspectiva dos
responsaveis por fornecer solu¢des analiticas.

A revista estard em versao digital duas vezes por ano, mas também impressa ocasional-
mente para levar ao grande publico os avangos em areas como medicina, ciéncias da
vida, fisica, geologia, petrdleo, quimica analitica e muito mais, tenha certeza deste corpo
editorial sempre procurara os melhores artigos cientificos disponiveis em todas as opor-
tunidades, sem preferéncias politicas, religiosas, raciais ou quaisquer outras.

Em meio a tantas noticias desanimadoras nos ultimos anos, esperamos sinceramente
que o nascimento e consolidagdo da SERVOLAB SCIENCE NEWS a transforme em
uma importante revista latino-americana de divulgacao cientifica e, principalmente, seja
abengoada e aceita por todos vocés.

Sinceramente,

Eng. José Manuel Mago

Editor - chefe
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HIERRO, ESTRES OXIDATIVO Y COVID-19: UNA INTERCONEXION
PELIGROSA

(IRON, OXIDATIVE STRESS AND COVID-19: A DANGEROUS INTERCONNECTION)

RAQUEL SALAZAR-LUGO!
'"Universidad de Oriente Nucleo de Sucre, Escuela de Ciencias, Departamento de Bioanalisis

E-mail: rsalazarlugo50@gmail.com

RESUMEN

La Organizaciéon Mundial de la Salud llam6 Covid-19 a la enfermedad producida por un virus
de la familia de los coronavirus que se ha convertido en la pandemia mas grande que ha vivido
la humanidad en el siglo 21, dado a su propagacion en todos los continentes y a sus implicaciones
de salud, econdmicas y sociales en todos los paises. Los datos clinicos y de laboratorio sefialan
el fuerte compromiso del hierro y del estado oxidativo del organismo en la progresion de la
enfermedad. Hierro y oxigeno estdn interconectados en los seres vivos en una delicada relacion
en la cual se generan especies reactivas que la célula aprovecha para procesos de sefalizacion
celular y para la expresion de genes que mantienen la vida. Un balance mantenido por una
robusta maquinaria bioquimica antioxidante. Los virus también necesitan de hierro para su
eficiente replicacion ya que dependen de la célula para su continua existencia porque la repli-
cacion viral esta asociada con la potenciacién del metabolismo celular para la construccion del
genoma viral y de sus proteinas. Las infecciones virales mantienen su ciclo de replicacion
promoviendo un entorno prooxidante en la célula huésped y el SARS-Cov2 parece ser extre-
madamente eficiente en propiciar este entorno oxidativo como lo evidencian los hallazgos de
laboratorio en pacientes infectados. En esta revision se discuten los hallazgos que implican al
estrés oxidativo y su intima vinculacion con el metabolismo del hierro como dos factores cla-
ves en la severidad de la Covid-19.

Palabras clave: Covid-19, hierro, estrés oxidativo, glutation, tioles totales, capacidad
antioxidante total.

ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) named Covid-19 to disease produced by a virus from
the coronavirus family that has become the largest pandemic that humanity has experienced in
the 21st century, due to its spread on all continents and its health, economic and social
implications in all countries. Clinical and laboratory data indicate the strong commitment of
iron and the oxidative state of organism in the progression of Covid-19. Iron and oxygen are
interconnected in the life in a fine relationship that generate reactive species which are used for
cellular signaling processes and for the expression of genes. A balance maintained by a robust
antioxidant biochemical machinery of the cell. Viruses also need iron for their efficient
replication since they depend on the cell for their continued existence because viral replication
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is associated with the enhancement of cellular metabolism for the construction of the proteins
and viral genome. Viral infections maintain their replication cycle by promoting a pro-oxidant
environment in the host cell and, SARS-Cov2 appears to be extremely efficient in promoting
this oxidative environment as evidenced by laboratory findings in Covid-19 patients. In this
review are discussed the findings that relationship the oxidative stress and iron metabolism as

two key factors in the severity of Covid-19.

Key words: Covid-19, oxidative stress, iron, gluthatione, thiols, total antioxidant

capacity.

INTRODUCCION

A finales del afio 2019, se report6 en la ciudad
de Wuhan, provincia de Hubei, China, la apari-
cion de multiples casos de neumonia severa que
se identificaron como un severo sindrome respi-
ratorio agudo, el cual podia conducir a la muer-
te. Poco después se encontré6 como agente cau-
sal un nuevo b-coronavirus que se llamo SARS-
CoV-2, por las siglas en inglés de «Severe Acute
Respiratory Syndrome» coronavirus 2 (CHAN
2020). La organizacion mundial de la salud lla-
mo Covid-19 a la enfermedad producida por este
coronavirus que se ha convertido en la pandemia
mas grande que ha vivido la humanidad dado su
propagacion en todos los continentes y a sus
implicaciones de salud, econdmicas y sociales
en todos los paises (WHo 2020).

Una revision de la literatura indica que no es éste
el primer coronavirus que produce infecciones
en humanos. En el afio 1960 fue identificado un
coronavirus que se le denomindé HCoV-229E,
este virus produce, en los humanos, una infec-
cion de las vias respiratorias superiores, siendo
responsable de una de las mas conocidas causas
del resfriado comun (Y EAGER ET 4L. 1992). A fi-
nales del afio 2002 y durante el 2003 se produjo
una mini-pandemia por coronavirus en los pai-
ses del sudeste asiatico y se extendiod por 30 pai-
ses, incluyendo casos esporadicos en paises
suramericanos (Brasil y Colombia), el agente
causal fue un coronavirus que produjo un sin-
drome respiratorio severo y agudo; a este agente
viral se le identific6 como SARS-CoV. Se re-

portaron 8422 casos. (ANDERSON ET 4L 2004;
CHERRY 2004; TonG 2006). En el afio 2012, nue-
vamente se reporta otro tipo de coronavirus, ais-
lado de un paciente de 60 afios quién muere por
una infeccidon respiratoria aguda. A este
coronavirus se le denomina MERS-CoV por las
siglas en inglés de «Sindrome Respiratorio del
Medio Orientey; la virosis se propagd en paises
del Medio Oriente. Para este coronavirus, solo
se reportaron 2500 casos, sin embargo, la rata
de mortalidad de la enfermedad se situé en
43,00% (FeHr 2015).

Los datos clinicos y de laboratorio sefalan el
fuerte compromiso del hierro y del estado
oxidativo del organismo en la progresion de la
Covid-19 (Znou Er 4L. 2020). La prevalencia de
personas ancianas, obesas, diabéticas o
hipertensas con casos severos de Covid-19, en
diferentes paises, demuestra que existe un fac-
tor comun en estos grupos de riesgo (ZHOU ET AL.
2021). Algunos investigadores consideran que
el desbalance oxidativo generado por el estado
inflamatorio crénico que acompafian a las pato-
logias arriba mencionadas podria ser el factor
que facilite la progresion de la Covid-19 hacia
estados severos (DELGADO-ROCHE & MESTA
2020). En esta revision se discuten los hallazgos
que implican al estrés oxidativo y su intima vin-
culacion con el metabolismo del hierro como dos
factores claves en la severidad del Covid-19.

El hierro y su rol central en la vida

La posicion central del hierro para la vida es
mantenida en casi todas las formas de vida. La



SaLazar. Hierro, estrés oxidativo y covid-19: una interconexion peligrosa

dependencia de hierro para los procesos vitales
puede explicarse por su quimica de coordinacion,
su flexibilidad de unir ligandos y por el hecho
de que este metal durante las condiciones redu-
cidas de la atmosfera primitiva rica en sulfuros
se encontraba biodisponible para las diferentes
formas de vida que se estaban creando. En la
atmosfera actual rica en oxigeno, el hierro es al-
tamente insoluble y esto disminuye su
biodisponibilidad a pesar de su abundancia en
la tierra, de tal forma que existe una ferrea com-
petencia entre hospederos y patdgenos por este
bioelemento (ScHAIBLE & KAUFMANN 2004).

Los virus no escapan a la necesidad de hierro ya
que ellos dependen de la maquinaria celular para
continuar su existencia y esta maquinaria esta
dirigida por proteinas que requieren de hierro
para cumplir su funcion. El éxito de una eficien-
te propagacion del virus dependera de como éste
pueda aprovecharse de la biodisponibidad de
hierro del hospedero. En humanos este elemen-
to esta finamente regulado, su entrada por la dieta
a través de los enterocitos se realiza por trans-
portadores especificos sobre estas células, una
vez en el enterocito, el hierro puede ser almace-
nado en la ferritina (proteina almacenadora de
hierro) o pasa al torrente sanguineo favorecido
su transporte por la ferroportina (proteinas de
membrana transportadora de hierro), una vez
reducido por la hefastina, una oxidoreductasa de
membrana, se une a la transferrina (proteina
transportadora de hierro sérico), que lo conduce
a los diferentes 6rganos donde se requiere. El
hierro sistémico va a estar regulado por la hor-
mona hepcidina, la cual es producida en el higa-
do mayoritariamente y en menor cuantia, por el
rifidon y las células mieloides. Un incremento de
hierro en la sangre va acompafiado por la sobre
expresion de la hepcidina, la cual ejerce su ac-
cion en los enterocitos y macrofagos
internalizando la ferroportina y de ese modo
impidiendo que el hierro salga de esas células.
Esto conduce a la disminucion de la captura de
hierro por el enterocito y al almacenamiento de
este elemento en los macréfagos. Una disminu-
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cion de hierro en la sangre, disminuye la expre-
sion de hepcidina y el hierro es liberado de los
enterocitos y macrofagos a la sangre (SALAZAR-
Luco 2015).

Ademas de actuar como una hormona reguladora
de las concentraciones de hierro sistémico, la
hepcidina es también una proteina de fase aguda
y se sintetiza en condiciones de inflamacion a
través de rutas de sefializacion celular que
involucran a la interleuquina 6 (IL-6), la cual es
una citoquina inflamatoria (NEMETH 2004; WANG
& Basritt 2016). De tal forma que infecciones
virales que incrementen la produccion de IL-6 y
que afecten la funcion hepatica pueden producir
cambios en la homeostasis del hierro.

El hierro y el estrés oxidativo

El hierro y el oxigeno son dos elementos esen-
ciales para los procesos metabolicos que man-
tienen la vida aerdbica. Un ejemplo de esta in-
terconexion estd representado en el proceso de
respiracion celular donde los componentes
proteicos de la cadena transportadora de elec-
trones son proteinas con bloques hierro-azufre o
hierro en anillos hemo cuya funcion central es
transportar los electrones y protones provenien-
tes de los procesos de oxidacion de las molécu-
las combustibles hacia el Gltimo aceptor que es
el oxigeno molecular. Otro ejemplo puede ser
observado en la hemoglobina que necesita del
grupo hemo con un atomo de hierro ferroso para
el transporte de oxigeno hasta la mitocondria
donde ocurre la respiracion celular (LiLL £7 4L.
2014; Gao Er aL. 2021). En estos dos ejemplos
queda bien representado la interconexion del
hierro y el oxigeno.

La reactividad del hierro en un ambiente rico en
oxigeno, puede conducirlo a su facil oxidacion
a través de reacciones de Fenton produciendo
especies reactivas del oxigeno (ERO) tales como
anion superoxido, peroxido de hidrégeno,
peroxinitritos, ion hidroxilo; la produccion ex-
cesiva de ERO puede oxidar los lipidos de las



Vol.1(1)

membranas celulares, las proteinas y el ADN,
generando dafio en la célula. Por eso existe todo
un estricto manejo del hierro por el organismo y
por la célula. Debido a que los procesos vitales
tales como la respiracion celular producen ERO,
la célula mantiene estas moléculas a concentra-
ciones muy bajas a través de la presencia de una
eficiente maquinaria antioxidante formada por
enzimas (superoxido dismutasa, peroxidasa,
glutation peroxidasa y catalasa) y por moléculas
no enzimaticas tales como el glutation (GSH por
sus siglas en inglés), vitamina D, C y elementos
como el selenio, y el Zn. Las ERO, a concentra-
ciones controladas, son mediadoras importantes
en rutas de senalizacion celular que controlan la
transcripcion de genes de proteinas antioxidan-
tes y antinflamatorias (FORRESTER ET 4L. 2018).

Bajo condiciones patologicas la acumulacion de
hierro en la célula puede exceder la capacidad
de almacenamiento de la misma produciendo
hierro activo redox lo cual promueve el estrés
oxidativo. Las especies reactivas que se generan
por exceso de hierro pueden producir un ambien-
te inflamatorio que rompe la funcion del 6rgano
implicado.

Interconexion entre SARS CoV-2, hierro y
estrés oxidativo

La interconexion entre el hierro y oxigeno con-
duce a la generacion de ERO que la célula apro-
vecha para procesos de sefializacion celular y la
expresion de genes que mantienen la vida. Un
balance mantenido por una robusta maquinaria
bioquimica antioxidante. La dependencia de los
virus de la célula los vuelve dependientes del
hierro para su eficiente replicacion ya que este
proceso esta asociado con la potenciacion del
metabolismo celular para la construccion del
genoma viral y de sus proteinas (DRAKESMITH &
PrenTICE 2008). De tal forma que el incremento
en la biodisponibilidad de hierro favorece la for-
macion de un ambiente oxidante y ambos son
propicios para la expansion viral.
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En el caso particular del coronavirus SARS- Cov
2, por simulacion dinamica molecular, se de-
termind que la afinidad de union entre el domi-
nio de enlace de la proteina Spike (S), proteina
que el virus emplea para ingresar a la célula, y el
receptor ACE2 se ve disminuida cuando todos
los enlaces disulfuros tanto del dominio de unioén
de la proteinas Spike como del receptor estan
reducidos a grupos tioles (HATI & BHATTACHARY YA
2020). Esto sugiere que una conformacion oxi-
dada de estas proteinas favorece la interaccion
del virus con el receptor. MANEEK-KEBER ET AL.
(2021), en un estudio experimental utilizando
modelos murinos, demostraron que la integridad
de puentes disulfuros dentro del dominio de
union al receptor de la proteina S juega unrol en
el proceso de fusion viral. Estos autores demues-
tran que algunos agentes reductantes y compues-
tos reactivos tioles tales como N-acetil cisteina
amida, acido L-ascorbico, dalcetrapibo (JTT-
705), y auranofina pueden inhibir la entrada viral,
probablemente al cambiar la conformacion oxi-
dada de la proteina S a una conformacion redu-
cida, disminuyendo asi su interaccion con el re-
ceptor ACE2 e impidiendo la fusion de la mem-
brana.

Estos hallazgos favorecen la hipotesis de que un
ambiente oxidado y proinflamatorio facilita la
virulencia y severidad del SARS- Cov 2 y qui-
zas podria explicar lo ya conocido en cuanto a
que la severidad de la infeccion sea mas com-
prometedora en personas adultas mayores en las
cuales se ha demostrado que alcanzan una dis-
minucion de sus defensas antioxidantes, con la
edad (DavaLLI £7 42. 2016), asi como en perso-
nas que tengan una patologia de base vinculada
con disminucion de las defensas antioxidantes y
procesos inflamatorios crdnicos, tales como la
diabetes mellitus, la hipertension, el sindrome
metabolico, higado graso, e inclusive
malnutricion por exceso o por déficit (NicoLau
ET 4L. 2021).

Los hallazgos de laboratorio en pacientes infec-
tados con SARS-CoV-2, cada vez aportan evi-
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dencia en la implicacion del estrés oxidativo y
el metabolismo del hierro en la severidad de la
enfermedad (WHENZONG & Huarang 2021).
K ARKHANEI ET 4L. (2021) reportaron que pacien-
tes con Covid-19 hospitalizados en una unidad
de cuidados intensivos (UCI) mostraban niveles
elevados del estatus oxidativo total y reduccion
de los indices antioxidantes. En otro estudio, en
pacientes diagnosticados con Covid-19 y en UCI
se encontraron valores de vitamina C, tioles
proteicos, glutation reducido, g-tocoferol, b-
caroteno y capacidad antioxidante total muy dis-
minuidos cuando se les compara con los valores
de referencia (PINCEMAIL ET 4. 2021). Bajas con-
centraciones de Selenio también fueron reporta-
das en pacientes con la Covid-19 en compara-
cion con individuos sanos (MAJEED E7 4L. 2021).

Valores plasmaticos disminuidos de las vitami-
nas A, C y E, de la actividad de las enzimas
glutation peroxidasa, catalasa y superoxido
dismutasa; del GSH y malonaldehido (MDA) y
de las concentraciones de Selenio, Zinc,
Magnesio y Cobre se observaron en pacientes
con Covid-19, (MunamaD ET 4. 2021). La
ferritina, el MDA vy la actividad de las enzimas
catalasa y glutation peroxidasa asi como el
estatus oxidativo total se observaron aumenta-
dos, y la albumina disminuida en pacientes con
Covid-19 moderado y severo (MEHRI £7 4L. 2021).
Asimismo, pardmetros relacionados directamen-
te con el metabolismo del hierro tales como hie-
rro sérico, ferritina, transferrina y capacidad to-
tal de unir hierro se asociaron con la severidad
del Covid-19 e igualmente con el riesgo del sin-
drome pulmonar severo, la coagulopatia y el dafio
agudo cardiaco, hepatico y renal (Y ANLING ET 4L.
2021). Incrementos de peroxidos plasmaticos se
ha reportado en pacientes con la Covid-19
(ZENDELOVSKA ET 4L. 2021).

DucasTEL ET 4L. (2021) midieron biomarcadores
de estres oxidativo (tioles, productos oxidacion
avanzada de proteinas y albumina isquémica
modificada: IMA), biomarcadores de
inflamacion (IL6 y presepsina: PSEP) y
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biomarcadores de activacion celular
(calprotectina) en plasma de pacientes hospita-
lizados, observandose la disminucion en la con-
centracion de tioles mientras que los compues-
tos IMA, IL-6, calprotectina y PSEP aumenta-
ron con la severidad de la Covid-19 y estos pa-
rametros se asociaron con el aumento de la ne-
cesidad de O,. Metabolitos del 6xido nitrico
(nitrito y nitratos), metahemoglobina y el nivel
del balance prooxidante y antioxidante se encon-
traron incrementados en sujetos con Covid-19
severa cuando se compara con sujetos saluda-
bles (ALAMDARI £T 4. 2021).

Borousent £r 4. (2021) sugieren que el estrés
oxidativo podria estar implicado en la
neuroinflamacién glial que conduce a muerte
neuronal en la corteza cerebral de pacientes con
la Covid-19, debido a la disminucion de los ni-
veles de GSH que se observaron en astrocitos y
en la microglia activada de pacientes con Covid-
19. Sumado a esto, SHARIF-ASKARI ET 4L. (2021)
reportan que el SARS-COV-2 induce la expre-
sion de genes de EO ya sea via sistema inmune
o via células estructurales del pulmon.

METE ET 4L. (2021) encontrd que la homeostasis
de tiol/disulfuros pueden contribuir a definir la
patogénesis de la Covid-19. Otros estudios se-
nalan a los tioles totales y tioles solubles como
predictores independientes de la severidad de la
Covid-19 tanto en adultos como en nifios (AyKAC
ETAL. 2021; KALEM ET 4L. 2021). Aunque, GADOTTI
ET 4L. (2021) en su estudio no encontro correla-
cion entre los pardmetros de estrés oxidativo, que
evaluo, con el grado de la severidad de la Covid-
19.

Parametros directamente relacionados con el
metabolismo sistémico del hierro tales como
ferritina, transferrina capacidad de union del hie-
rro e hierro sérico se encontraron relacionados
con el riesgo a suftrir del sindrome respiratorio
agudo, coagulopatia y dafio agudo en el higado,
rifiién y pulmoén lo cual sugiere la asociacion en-
tre estos parametros con la severidad y riesgo de
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salida adversa de la Covid-19 (YANLING ET 4L.
2021).

Perspectiva

Esta demostrado la contribucion del proceso in-
flamatorio agudo en la patogénesis de la Covid-
19 por lo que la modulacion de la respuesta
inflamatoria y con ella el estrés oxidativo gene-
rado por la misma, usando inmunosupresion, es
un concepto reciente que se viene aplicando en
otras enfermedades y que se esta experimentado
en los pacientes con la Covid-19 con resultados
positivos. De alli que una terapia antioxidante
debe acompafiar a los tratamientos para comba-
tir la enfermedad generada por el SARS-Cov 2.
En pacientes con Covid-19 que presentan eleva-
dos marcadores inflamatorios y oxidativos se le
suministro exitosamente Vit C, E, N-acetil
cisteina y melatonina para disminuir la agresivi-
dad de la enfermedad con resultados exitosos
(PaLacios Er 4r. 2021). En otro estudio se de-
mostré que una combinacion de 50,00 uM de
acido alfa lipoico + 5,00 uM de palimitoiletano-
lamida puede reducir los niveles de ERO y oxi-
do nitrico modulando, de esta forma, las cito-
quinas involucradas en la tormenta de citoqoui-
nas que produce la infeccion viral; actuando es-
tos compuestos como potentes antioxidantes
(UBERTI E7 4L. 2021).

Suplementacion con vitamin D y L-acetilcisteina
disminuyen el riesgo de EO y de la inflamacion
asociada con la diabetes mellitus tipo 2 en pa-
cientes con la Covid-19 y con esta comorbilidad,
lo cual podria ser usado también para otras
comorbilidades asociadas como la obesidad y la
hipertension en pacientes con Covid-19. El com-
puesto natural gamma orizanol (gOz), extraido
del salvado de arroz y con conocida propiedad
antioxidante, se propone como coadyuvante para
prevenir la tormenta de citoquinas en pacientes
con la Covid-19 y con la condicion de obesidad
(FranCISQUETI-FERRON ET 4r. 2021). El empleo
del zinc, un micronutriente antioxidante y
antiinflamatorio con un rol central en el sistema
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immune, también se viene empleando en el tra-
tamiento clinico contra la Covid-19 (PAL E7 4L.
2021).

LupPON ET 4r. (2021) proponen que en casos se-
veros de hipoxemia y leucoencefalopatia post
hipoxia presentada en algunos pacientes con la
Covid-19 podria utilizarse HEMO2life®que es
una hemoglobina extracelular extraida del gusa-
no Arenicola marina con una capacidad para
transportar O, 40 veces mas elevada que la he-
moglobina A de vertebrados y con propiedades
antioxidantes debido a que posee actividad pa-
recida a la de la enzima superoxido dismutasa.
Aunque atn estd en fase experimental, en mo-
delos animales, ha demostrado que mejora la
oxigenacion cerebral.

En general se han identificado diversos compues-
tos y sustancias bioactivas provenientes de fuen-
tes diversas tales como la ctircuma, propolis, ajo,
soya, té verde con propiedades inmunomodula-
doras, antioxidantes y antivirales (CARDENAS-
RopRriGUEZ ET 4r. 2021; KEFLIE & BIESALSKI.
2021). Tales sustancias son alternativas que po-
drian incluirse como adyuvantes en el combate
de la Covid-19 y ayudar a mejorar el estado
oxidativo general manteniendo un estilo de vida
adecuado y una alimentacion rica en frutas y
vegetales que contribuirdn a reforzar los siste-
mas antioxidante e inmunolédgico.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar los factores facilitadores e inhibidores de la precipitacion
cristalina urinaria, por tipo de concrecidn urinaria, en pacientes urolitidsicos, de la consulta de
Urologia del hospital universitario Antonio Patricio de Alcald de la ciudad de Cumana, estado
Sucre y en individuos controles. Para lograr este fin, se estudiaron 50 individuos controles,
masculinos y femeninos, con edades entre 17 y 56 afios y 50 pacientes urolitiasicos, masculinos
y femeninos entre 14 y 69 afios. En ambos grupos se recolectaron orinas de 24 horas, en las
cuales se determinaron los parametros oxalato y citrato y se les tomaron muestras de sangre
venosa, en los cuales se realizaron las determinaciones de calcio, fosforo, magnesio, acido
urico y las hormonas testosterona y estradiol. La prueba estadistica ¢-Student mostro diferencias
significativas en los pardmetros calcio, fosforo, acido urico, oxalato, citrato, testosterona y
estradiol al ser evaluados en individuos urolitiasicos y controles y el analisis Anova simple, en
pacientes urolitiasicos, arrojo diferencias significativas en el acido tirico y el fésforo en relacion
al tipo de calculo. Todo esto permite sefialar que, en estos pacientes, los factores facilitadores
de la precipitacion urinaria (calcio, acido tirico y oxalato), predominan sobre los inhibidores
(citrato) y que los incrementos de testosterona y las disminuciones de estradiol, en los pacientes
nefrolitidsicos analizados, evidencian el efecto litogénico de la testosterona e inhibitorio del
estradiol.

Palabras clave: Nefrolitiasis, hormonas sexuales, cristales uroliticos

ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate the facilitating and inhibiting factors of the urinary
crystal precipitation according to the type of urinary concretion, in urolithic patients being
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treated at the Urology Consultation Department of the Universitarian Hospital Antonio Patricio
de Alcala and in controls in Cumana, state of Sucre. To achieve this goal, 50 controls, masculine
and feminine, aging between 17 and 56, and 50 urolithic patients, masculine and feminine,
aging between 14 and 69 were subjected to study. In both groups, 24-hour urine samples were
collected in which the parameters oxalate and citrate were determined, and venous blood samples
were taken from them, in which the determinations of calcium, phosphorus, magnesium, uric
acid, and the testosterone and estradiol hormones were performed. The t-Student statistical
test showed significant differences in the calcium, phosphorus, uric acid, oxalate, citrate,
testosterone and estradiol parameters when evaluated in urolithic patients and in controls and
the simple ANOVA analysis in urolithic patients produced significant differences in in the uric
acid and phosphorus in relation to the type of calculus. All this indicates that in these patients
the facilitating factors of the urinary precipitation (calcium, uric acid and oxalate), are
predominant over the inhibiting factors (citrate), and that the increase of testosterone and the
decrease of estradiol in nephrolithic patients under study, demonstrate the lithogenic effect of
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the testosterone and the inhibiting nature of estradiol.

Key words: Nephrolithiasis, sexual hormones, urolithic crystals.

INTRODUCCION

El caracter multifactorial de la urolitiasis permi-
te deducir que pueden ser diversos los
metabolismos que se alteren para iniciar el pro-
ceso de formacion de calculos urinarios, los cua-
les estan constituidos por sales de compuestos
como acido urico, oxalato de calcio, cistina y
fosfato e iones monovalentes o divalentes. Lo
antes descrito puede fundamentarse en el anali-
sis del pH, urea, creatinina, 4cido urico, oxalato
y los electrolitos sodio, potasio, cloruro, calcio,
fosforo y magnesio analizados en pacientes con
calculosis urinaria (KHan 2018; JIANG ET 4L.
2020).

El proceso litogénico depende del predominio
de sustancias favorecedoras de la precipitacion
de cristales en la orina sobre los compuestos
inhibidores de este proceso. Entre las sustancias
precipitantes se encuentran compuestos como el
acido tUrico, que precipita en orinas acidas, el
oxalato de calcio, que constituye una sal insolu-
ble en orinas acidas y las sales fosfaticas, que
también forman parte de los compuestos que,
frecuentemente, se observan en los calculos uri-
narios, de pacientes con orinas alcalinas. En
cuanto a las sustancias que previenen la precipi-
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tacion cristalina, se encuentran el citrato, que
actua como un inhibidor de las sales oxalicas a
nivel urinario y es capaz de unirse al calcio y
formar citrato de calcio, que es un compuesto
soluble en orinas de pH 4cido (Cao E7 4r. 2016;
YANG ET 4L. 2017).

Las alteraciones en la secrecion de las hormo-
nas hipofisarias juegan un papel importante en
el proceso litogénico urinario tal como lo sefiala
la investigacion de Kuczera & KErszTEIN (1993),
quienes ponen en evidencia los incrementos en
la secrecion de la hormona estimulante de los
foliculos y en la excrecion urinaria de calcio y
oxalato y con ello corroboran la participacion
de esta hormona en la litogénesis. De igual for-
ma, investigaciones realizadas en las hormonas
sexuales, en modelos experimentales, de
urolitiasis ponen de manifiesto que los
androgenos producen disminucién de la elimi-
nacion sérica y urinaria de oxalato y de los de-
positos de cristales de oxalato de calcio en los
rifiones y los estrogenos disminuyen los proce-
sos uroliticos. Estos hechos resaltan que la tes-
tosterona promueve la formacion de célculos de
oxalato de calcio y los estrégenos disminuyen
este proceso, poniendo en evidencia la impor-
tancia de las hormonas sexuales en la patogéne-
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sis de la urolitiasis (GamBARO ET 4L. 2017;
McCLintock 2019).

Teniendo en consideracion el origen multifacto-
rial de la nefrolitiasis y por consiguiente el gran
nimero de desequilibrios en los mecanismos
homeostaticos presentes en los individuos uro-
litidsicos, surge la necesidad de realizar la pre-
sente investigacion que tiene como finalidad
evaluar las variaciones de los elementos y com-
puestos inhibidores y facilitadores de lalitogé-
nesis, en torno al tipo de cristal presentes en las
concreciones urinarias de los pacientes urolitia-
sicos.

MATERIALES Y METODOS
Muestra poblacional

Para la ejecucion del presente estudio se anali-
zaron 50 muestras de sangre completa y orina
de 24 horas provenientes de un grupo de pacien-
tes nefrolitidsicos (21 femeninos y 29 masculi-
nos) con edades comprendidas entre 14 y 69
afios, que asistieron a la unidad de Nefrologia
del hospital universitario "Antonio Patricio de
Alcala" de la ciudad de Cumana, estado Sucre.
Simultaneamente se estudiaron 50 individuos
aparentemente sanos (27 masculinos y 23 feme-
ninos) con edades entre 17 y 56 afios, sin ante-
cedentes ni sintomas de urolitiasis o cualquier
otra patologia para el momento de la toma de las
muestras.

Este estudio se efectud bajo estrictas normas de
la ética médica, seglin la declaracion de Helsinki
y de las normas internacionales para las investi-
gaciones biomédicas en las poblaciones huma-
nas, promulgadas por el Consejo de Organiza-
ciones Internacionales de Ciencias Médicas (OFI-
CINA PANAMERICANA DE LA SALUD 1990).

Se excluyeron todos los pacientes urolitidsicos
con historias clinicas de sindrome metabolico,
diabetes mellitus, hiperparatiroidismo, hipercal-
ciuria idiopatica e hiperaldosteronismo.

20

Obtencion de las muestras

A cada individuo que particip6 en esta investi-
gacion se le extrajeron 5,00 mL de sangre por
puncion venosa, bajo estrictas medidas de asep-
sia, los cuales se colocaron en tubos de ensayo
sin anticoagulante. Luego de un tiempo aproxi-
mado de 10 minutos, en reposo, a temperatura
ambiente, para la retraccion del codgulo sangui-
neo, se centrifugaron las muestras a 3500 rpm 'y
se obtuvieron los respectivos sueros, que fueron
separados con pipetas Pasteur y colocados en
tubos de ensayo estériles, para realizar las deter-
minaciones de los pardmetros testosterona,
estradiol, calcio, fésforo, magnesio y acido tirico
(Henry 2007).

En todos los casos se tomaron las medidas pre-

ventivas para evitar realizar determinaciones en
sueros hemolizados e hiperlipémicos que pudie-
ran aportar resultados no confiables en los para-
metros cuantificados.

En las muestras de orina de 24 horas de cada
paciente, recolectadas tomando en cuenta las
normas pertinentes para garantizar una recolec-
cion de las muestras adecuadas, se cuantificaron
los compuestos oxalato y citrato (Henry 2007).

Identificacion de los cristales presentes en
los calculos urinarios

La identificacion de los cristales presentes en los
calculos urinarios se realizd por la técnica de
difraccion de rayos X. Para ello, se utilizaron las
muestras trituradas, que fueron analizadas en el
equipo de difraccion de rayos X, marca Bruker,
modelo D2 PHASER, ¢l cual usa un catodo de
cobre y filtro de niquel, con un voltaje de 40,00
kV y 20,00 mV de intensidad de corriente en el
generador de rayos X y mediante la compara-
cion con patrones internos de la base de datos
del computador se identificaron los compuestos
cristalinos (JENKINS & SNYDER 1996).

Técnicas empleadas
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Determinacion de la concentracion sérica de
calcio

La metodologia empleada para la determinacion
del ion calcio fue la de la O-cresolftaleina-
complexona, sin desproteinizacion. El funda-
mento de este método consiste en que el calcio
forma un complejo violeta con O-cresolftaleina-
complexona, en medio alcalino, que se puede
medir espectrofotométricamente a una longitud
de onda de 560 nm. Valores de referencia: (2,20
—2,60) mmol/L (Henry 2007).

Determinacion de la concentracion sérica de
fosforo

Este ion se determind por metodologia espec-
trofotométrica en la cual el fosforo inorganico
reacciona con molibdato de amonio, en un me-
dio acido, para formar un complejo de fosfo-
molibdato que se mide a una longitud de onda
de 340 nm, su intensidad es directamente pro-
porcional a la concentracion de fosforo inorga-
nico presente en la muestra. Valores de refe-
rencia: (2,50 — 4,80) mg/dL (HEnry 2007).

Determinacion de la concentracion sérica de
magnesio

Los iones magnesio fueron cuantificados por
su reaccion con el magon sulfonado, en medio
alcalino, formando un complejo de color rosa-
do cuya intensidad se mide a 505 nm y es pro-
porcional a la concentracion de iones magnesio
presentes en la muestra. Valores de referencia:
(1,30 — 2,50) mg/dL (Henry 2007).

Determinacion de la concentracion sérica de
acido urico

La concentracion de este acido se determino por
el método de Caraway modificado en el cual la
cantidad de este acido, en medio alcalino reduce
el fosfotungstato de sodio produciendo azul de
tungsteno, obteniéndose una coloracion azul
cuya intensidad, medida, espectrofotometrica-
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mente a 630 nm, es proporcional a la concentra-
cion de 4cido urico en la muestra. Valores de re-
ferencia: Hombres: (3,56 — 7,19) mg/dL; Muje-
res: (2,81 — 6,38) mg/dL (HENrY 2007).

Determinacion de la concentracion urinaria
de oxalato

La valoracion del parametro oxalato se realizo
por metodologia espectrofotométrica en la cual
el oxalato es oxidado a dioxido de carbono y
peroxido de hidrogeno por accion de la enzima
oxalato oxidasa. El peroxido de hidrégeno reac-
ciona con el compuesto 3-metil-2-benzotiozoli-
nona hidrazona y con el acido 3-dimetil amino-
benzoico en presencia de la enzima peroxidasa
de levadura, produciendo la indamina coloreada
con un maximo de absorbancia de 590 nm. La
intensidad de color producido es directamente
proporcional a la concentracion de oxalato en la
muestra. Valores de referencia: Hombres: (7,00
— 44,00) mg/24h; Mujeres: (4,00 — 31,00) mg/
24h (Henry 2007).

Determinacion de la concentracion urinaria
de citrato

La cuantificacion del parametro citrato urina-
rio se efectud por metodologia enzimatica en
el cual el citrato se transforma en oxalacetato y
acetato en una reaccion catalizada por la enzi-
ma citrato liasa. La cantidad de oxalacetato
generado en la reaccion es equimolar al citrato
presente en la muestra (se forma una molécula
de oxalacetato por una molécula de citrato). El
oxalacetato se puede descarboxilar espontanea-
mente a piruvato. En presencia de las enzimas
L-malato deshidrogenasa y L-lactato deshidro-
genasa, el oxalacetato y el producto de su
descarboxilacion (piruvato), son reducidos a L-
malato y L-lactato respectivamente. La canti-
dad del dinucleétido de nicotinamida oxidado
en las reacciones es estequiometricamente igual
a la cantidad de citrato. El dinucledtido de
nicotinamida oxidado es determinado a 340 nm.
Valores de referencia: Adultos: (0,40 — 3,40)
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mmol/24h (Henry 2007).

Determinacion de la concentracion sérica de
la hormona testosterona

La determinacion de esta hormona se realiz6
por metodologia competitiva que emplea un an-
ticuerpo monoclonal dirigido especificamente
hacia la hormona testosterona, que es liberada
por medio del &cido 8-anilino-1-naftalensulfo-
nico y norgestrel y compite con el derivado de
la testosterona, incorporado exdgenamente,
marcado con quelato de rutenio para ocupar los
puntos de fijacion del anticuerpo biotinilado.
Los resultados de la concentracion de la con-
centracion de la hormona testosterona son ob-
tenidos por medio de una curva de calibracion
realizada en el sistema, mediante una calibra-
cion a dos puntos y una curva master incluida
en el codigo de barras del reactivo. Valores de
referencia: Hombres: (2,80 — 8,00) ng/mL;
Mujeres: (0,06 — 0,82) ng/mL; Nifos: entre 13
a 17 afos (0,28 — 11,10) ng/mL (Henry 2007).

Determinacion de la concentracion sérica
de 1a hormona estradiol

La concentracion de esta hormona se obtuvo
por el método de inmunoquimioluminiscencia
en fase solida de unién competitiva, el cual con-
siste en una reaccion antigeno-anticuerpo de
union competitiva. La reaccion se produjo al
mezclar las particulas paramagnéticas (fase so-
lida) recubiertos con los anticuerpos de captu-
ra, los anticuerpos monoclonales, el conjugado
(compuesto acoplado a la fosfatasa alcalina) y
la muestra en la cubeta de reaccion. El conju-
gado compite, covalentemente unido a las par-
ticulas paramagnéticas, con el compuesto de la
muestra del paciente para limitar los sitios de
unién en una cantidad reducida del anticuerpo
especifico, el cual, en combinacién con los
reactivos: sustrato (dioxetano) y la enzima
fosfatasa alcalina, en contacto con la muestra y
el analizador proporcionan la reaccion quimio-
luminiscente, debido a que el sustrato se
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desfosforila y emite luz. La intensidad de luz
producida fue inversamente proporcional a la
concentracion de la hormona estradiol en la
muestra. La lectura se realiz6 por unidades re-
lativas de luz (URL). Valores de referencia:
Mujeres: Periodo preovulatorio: menor de 50,00
pg/mL; Fase folicular: (150,00 — 500,00) pg/
mL; Fase luteinizante: (100,00 — 200,00) pg/
mL; Fase latea: (24,50 — 195,00); Hombres:
(10,00 — 80,00) pg/mL (HENrY 2007).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en esta investigacion cum-
plieron con los criterios de homogeneidad,
(prueba de Levene) y normalidad (prueba de
Kolmogorov-Smirnov Lilliefors) lo que permi-
ti6 aplicarles la prueba estadistica ¢-Student, con
el proposito de establecer las posibles diferen-
cias significativas entre los parametros calcio,
fosforo, magnesio, acido urico, oxalato, citrato,
testosterona y estradiol, medidos en los indivi-
duos urolitidsicos y controles y andlisis de
varianza simple para conocer las posibles dife-
rencias significativas en los parametros antes
senalados, medidos en los pacientes urolitiasi-
cos, en relacion al tipo de concrecidn urinaria.
En los casos donde se observaron diferencias
significativas se aplicd la prueba a posteriori
de la diferencia minima significativa (DMS).
El nivel de confiabilidad del analisis estadisti-
co, empleado en este estudio, fue del 95%.
(SokaL v RouLF, 1979). Todas estas pruebas
estadisticas fueron realizadas empleando el pro-
grama estadistico IBM SPSS statistics 20.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores promedio de la concentracion del
ion calcio, medidos en individuos urolitiasicos
y controles (Tabla 1), muestran diferencias sig-
nificativas (= 2,16; p<00,05) con aumentos en
los pacientes con calculosis urinaria. Las con-
centraciones de este cation, evaluadas en los
pacientes nefrolitiasicos en relacion al tipo de
calculo urinario (Tabla 2) no mostraron dife-
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rencias significativas en relacion al tipo de con-
crecion urinaria (Fs= 0,95 ns, p>0,05).

Los incrementos significativos observados en
los valores promedio del ion calcio medidos en
los pacientes urolitidsicos en relacion a las en-
contradas en los individuos controles pueden
deberse, probablemente, a un aumento en la se-
crecion y/o funcion de la vitamina D para ab-
sorber calcio a nivel intestinal o incrementos
en la secrecion de la hormona paratiroidea y
con ello lograr mayor resorcion de calcio a ni-
vel dseo que se traduce en un aumento sérico
de este cation en estos pacientes. Otra posible
explicacion a estos resultados viene dada por
el hecho de que estos pacientes puedan cursar
con desequilibrios en la funcion reabsortiva de
calcio por accion de los mecanismos de trans-
porte pasivos y activos de este ion divalente a
nivel de los tubulos renales (ODVINA ET 4L.
2007).

En relacion a los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio en la evaluacion del ion calcio en
los pacientes nefrolitidsicos analizados e esta
investigacion en relacion al tipo de concrecio-
nes, debe sefialarse que este factor no afecta
significativamente las concentraciones del cal-
cio, pero la ligera tendencia a aumentar de este
cation en los pacientes urolitidsicos con calcu-
losis oxalica coinciden con las investigaciones
realizadas por GAMAGE ET 4L. (2020), quienes
encontraron concentraciones de calcio con in-
crementos leves en los individuos analizados
en relacion al tipo de calculos urinarios.
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Las concentraciones promedio de fésforo ob-
servadas en individuos controles y urolitidsi-
cos (Tabla 1) arrojaron diferencias significati-
vas (= 7,14; p<0,05), con valores disminuidos
en las concentraciones de fosforo en los indivi-
duos con calculosis urinaria. Este ion, evalua-
do en pacientes urolitiasicos, en relacion al tipo
de concrecion urinaria (Tabla 2), arrojo dife-
rencias significativas (Fs= 4,95; p<0,05) en las
concentraciones de fosforo en estos individuos,
con la formacion de dos grupos, mostrados por
la prueba a posteriori DMS, el primero consti-
tuido por los valores promedio de la concen-
tracion de fosforo en los pacientes con calcu-
los de acido urico y el segundo por las concen-
traciones de fosforo en los pacientes con cal-
culos mixtos (oxalato/acido urico) y de oxalato.

Los resultados, en torno a los incrementos sig-
nificativos encontrados en las concentraciones
séricas de fosforo en los pacientes urolitidsi-
cos, enrelacion a los individuos controles y con
concreciones de oxalato de calcio y mixtos
(oxalato/acido urico), pueden explicarse sefa-
lando que, probablemente, estos pacientes pre-
senten aumentos en la reabsorcion tubular de
fosforo y/o un aumento en la secrecion de la
hormona paratiroidea, favoreciendo la resorcion
de calcio y fosforo a nivel 6seo, incrementando
de, esta forma, sus niveles a nivel sanguineo
(IMrAN ET 4L. 2017). Otra posible explicacion a
estos resultados puede estar relacionada con la
ingesta de alimentos con alto contenido de fos-
foro como el pescado, que experimentan estos
pacientes, confirmada por la encuesta realizada

Tabla 1. Valores promedio de la concentracion sérica de los parametros calcio (mmol/L), fésforo (mg/dL), magnesio
(mg/dL), acido trico (mg/dL), oxalato (mg/24h), citrato (mmol/24h), testosterona (ng/mL) y estradiol (pg/mL), medidos
en individuos controles y urolitidsicos provenientes de la unidad de Nefrologia del servicio auténomo hospital
universitario "Antonio Patricio de Alcala" Cuman4, estado Sucre.

Grupos  (Ca (*) P(*) Mg (ns)
C 1,94+ 01,17 106+1.24 200+£048 493 +£041
4] 2,01+0,15 1. 27+0,08 0,78 £0,08 740+043

AU (*)

Ox (%) CIT (*) TES(ns) ESTR (ns)
19,55 +4.45 2144021 247+ 182 2782+ 1482
312804322 037+£042 253£195 26471420

Datos expresados en valores promedio + desviacion estandar. Ca: calcio; P: fosforo; Mg: magnesio; AU: acido trico;
Ox: oxalato; CIT: citrato; TES: testosterona; ESTR: estradiol; ns: diferencias no significativas (p>0,05); *: diferencias

significativas (p<0,05).
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a estos individuos nefrolitidsicos, en la que se
aprecia que el 36,00% de los pacientes urolitia-
sicos consumen pescado (Tabla 3).

Los niveles séricos de magnesio que se encon-
traron en los individuos controles y urolitidsicos
(Tabla 1) analizados en esta investigacion mues-
tran diferencias no significativas (= 0,91;
p>0,05). En cuanto a las concentraciones san-
guineas de este electrolito, cuantificadas en los
pacientes con nefrolitiasis, en relacion al tipo de
calculo urinario (Tabla 2), se observa la ausen-
cia de diferencias significativas (Fs= 1,54;
p>0,05), no obstante, resulta pertinente sefialar
las disminuciones de este cation en los indivi-
duos con concreciones de oxalato de calcio en
el tracto urinario.

La ausencia de diferencias significativas al eva-
luar las concentraciones séricas promedio de
magnesio en los individuos urolitidsicos y con-
troles y en los pacientes con urolitiasis en rela-
cion al tipo de concrecion urinaria, ponen en evi-
dencia la escasa participacidon que tiene el ion
magnesio en el proceso urolitico, en pacientes
con calculosis urinaria de &cido Urico y/u oxalato.
No obstante, resulta pertinente sefialar que los
valores promedio de magnesio con tendencia a
la disminucioén que se muestran en estos indivi-
duos con nefrolitiasis, denotan que estos pacien-
tes presentan decrementos en los elementos que
sirven como inhibidores de los compuestos que
facilitan la precipitacion cristalina en la orina
como el ion oxalato, dado que el magnesio com-
pite con el calcio para unirse al oxalato y formar
oxalato de magnesio que resulta ser soluble en
las orinas acidas, limitando asi la probabilidad
de formacion de oxalato de calcio que represen-
ta una sal insoluble en orinas 4cidas, que preci-
pita y forma concreciones de oxalato de calcio
en el tracto urinario de estos pacientes (JOHNSON
ET AL. 2018).

El 4cido trico valorado, a nivel sanguineo, en
individuos urolitidsicos y controles (Tabla 1),
muestra diferencias significativas (= 29,12;
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p<0,05), con valores promedio amentados en los
pacientes con calculosis urinaria. De igual ma-
nera, las concentraciones de acido urico, cuanti-
ficadas en pacientes nefrolitidsicos en torno al
tipo de concrecion urinaria a nivel renal (Tabla
2), permiten observar diferencias significativas
en la cuantificacion del acido trico (Fs= 93,86;
p<0,05) en relacion al tipo de céalculo del siste-
ma urinario, con la estructuracion de tres gru-
pos, el primero formado por las concentraciones
promedio de acido urico en los pacientes con cal-
culos de oxalato, el segundo integrado por los
niveles de 4cido urico en los pacientes con cal-
culos mixtos (oxalato de calcio/ acido urico) y
el tercero constituido por las concentraciones
promedio de acido Urico en los pacientes nefro-
litidsicos con concreciones uricas.

Las concentraciones incrementadas de acido
urico, que se muestran en los pacientes urolitia-
sicos que participaron en este estudio y en esos
mismos pacientes con concreciones de acido
urico, pueden ser explicadas, probablemente, por
un incremento en la degradacion de las purinas,
una disminucion en la eliminacion de este acido
por el tracto urinario como consecuencia de
desequilibrios en los procesos de reabsorcion y
secrecion tubulares de acido urico a nivel renal,
alteraciones endocrinas o metabdlicas tales como
diabetes mellitus o acidemia, desequilibrios en
la actividad de la enzima xantina oxidasa, de-
crementos de los inhibidores de la precipitacion
urinaria y ciertos factores alimenticios como die-
ta hiperproteica y/o rica en esparragos, espina-
ca, frijoles, guisantes, lentejas, avena, coliflor y
hongos y otros, consumidos por los individuos
urolitiasicos estudiados en el presente estudio,
por consumo excesivo de carnes rojas (60,00%
de los pacientes urolitidsicos de este estudio),
levaduras (72,00%) (datos recopilados en una en-
cuesta aplicada a estos pacientes y mostrados en
la Tabla 3), que incrementan la sintesis y pro-
duccion del 4cido urico, a nivel sanguineo, y que
traen como consecuencia situaciones de satura-
cion, precipitacion, nucleacion, agregacion y cons-
titucion de concreciones uricas en todo el tracto
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urinario de estos pacientes (KUroczycka-
SaNwuTYCZ ET AL. 2015; LEE ET 4L. 2016; NIELSEN
ET 4L. 2017; Mok & Xu 2018).

Las concentraciones promedio urinarias de
oxalato, cuantificados en individuos con calcu-
los urinarios y controles (Tabla 1), permiten
observar diferencias significativas (= 29,12;
p<0,05) con aumentos en los pacientes nefroli-
tiasicos. Las concentraciones de este compues-
to, analizadas en los pacientes urolitidsicos en
torno al tipo de célculo urinario (Tabla 2) no
mostraron diferencias significativas al ser eva-
luadas en relacion a esta variable (tipo de con-
crecion: Fs= 0,54 ns; p>0,05).

Las explicaciones a los incrementos significati-
vos de los niveles urinarios promedio de oxalato
que se observan en los pacientes urolitidsicos
pueden ser explicados sefialando que, posible-
mente, estos individuos cursen con alteraciones
en las rutas metabolicas de la sintesis de oxalato,
lo que ocasionaria incrementos en los niveles
sanguineos y urinarios de este compuesto
litogénico en estos pacientes. Ademas, resulta
importante expresar que estos incrementos de
oxalato urinario, en los pacientes nefrolitiasicos,
pueden deberse, probablemente, al hecho de que
estos pacientes consumen mayor cantidad de fru-
tas, vegetales (tomate: 76,00%) y hortalizas (co-
les: 16,00%, remolacha 16,00%), las cuales tie-

SERVOLAB SCIENCE NEWS 2022

nen un alto contenido de oxalato (informacion
obtenida de los pacientes con nefrolitiasis que
participaron en esta investigacion, sefialados en
la Tabla 3), que puede ser absorbido en el tracto
digestivo, a nivel del colon, por difusion pasiva
o0 por trasporte activo, aumentando de esta for-
ma, la absorcion de oxalato debido al incremento
de la permeabilidad de la mucosa colonica al
oxalato, que una vez que se incorpora a la circu-
lacion sanguinea y es filtrado por la membrana
de filtracion glomerular, favorece la saturacion
urinaria de oxalato, el cual se une al ion calcio,
a nivel urinario, para conformar la sal de oxalato
de calcio, compuesto insoluble en orinas acidas,
que favorece, de esta manera su precipitacion,
aglomeracion y formacion de concreciones en
el tracto urinario de estos individuos (LEe & Cno
2016; Mok & Xu 2018).

Los valores promedio de citrato encontradas en
pacientes urolitidsicos e individuos controles
(Tabla 1) arrojaron diferencias significativas (=
49,94; p<0,05), con disminuciones en los nive-
les de citrato en los pacientes con concreciones
urinarias. Este compuesto, analizado en pacien-
tes urolitidsicos, en torno al tipo de calculo uri-
nario (Tabla 2), muestra diferencias no signifi-
cativas en las concentraciones de citrato en es-
tos individuos en torno al tipo de calculo renal.

.Las disminuciones significativas de las concen-

Tabla 2. Valores promedio de la concentracion sérica de los parametros calcio (mmol/L), fésforo (mg/dL), magnesio
(mg/dL), acido urico (mg/dL), oxalato (mg/24h), citrato (mmol/24h), testosterona (ng/mL) y estradiol (pg/mL), en
relacion al tipo de concrecion urinaria, medidos en individuos urolitiasicos provenientes de la unidad de Nefrologia del
servicio autonomo hospital universitario "Antonio Patricio de Alcala" Cumana, estado Sucre.

Elementos v compuestos inhibidores v facilitadores de la precipitacion urinaria

Calculo Ca (ns) Pi*) Mgins) AU (¥) Ox (ns) ClTns) TES(ns) ESTR ins)
CAL 1,90+ 01,16 1,23 #0089 080 =007 7944024 33404394 0384017 199+ 182 30,14 +10.3]
O 1,97 + 0,18 127008 0762000 700+018 32714287 033+012 322+]198 4134+037
COx/ALl 193017 1,24 £ 008" 0802009 74220100 32294338 04120011 246+ 1,98 20,67 +034

Datos expresados en valores promedio + desviacion estandar. Ca: calcio; P: fosforo; Mg: magnesio; AU: acido trico;
Ox: oxalato; CIT: citrato; TES: testosterona; ESTR: estradiol; CAU: calculos acido trico; COx: calculos de oxalato de
calcio; COx/AU: calculos mixtos de oxalato de calcio y acido urico; a, b, ¢: grupos arrojados por la prueba a posteriori
de la diferencia minima significativa ns: diferencias no significativas (p>0,05); *: diferencias significativas (p<0,05)
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traciones urinarias de citrato observadas en los
pacientes urolitidsicos analizados en este estu-
dio pueden tener su explicacion, probablemen-
te, en la presencia de cuadros de acidosis tubular
distal completa, acidemia metabdlica por pérdi-
da de alcali via intestinal que pueden originar
malabsorcion de citrato, hipopotasemia, dietas
ricas en proteinas de origen animal, alto consu-
mo de sodio como consecuencia de la bicarbo-
naturia que resulta de la expansion del liquido
extracelular ocasionada por el exceso de sodio,
que provoca leve acidemia metabolica, hiperal-
dosteronismo primario por la hipopotasemia cro-
nica, infeccion urinaria provocada por la degra-
dacion del citrato por enzimas bacterianas, ejer-
cicio fisico intenso y ayuno prolongado, que dis-

Tabla 3. Informacion referida a medicamentos recibidos,
antecedentes patoldgicos, hébitos alimenticios, ingesta
diaria de agua (L/24h) y habitos tabaquicos, obtenida de
los pacientes urolitiasicos que participaron en la presente
investigacion.

TRATAMIENTOS RECIBIDOS

Laxamtes: 00,00%
Diuréicos: 10.00%%
Anti-Inflamatorios: 16, 001%%
Vitamina C: 10,008
Calcio: 16,05
Citrato de potasio: 44,000
Giluconato de Magnesio: 100
Celulosa de fosfata de sodiog 1N
OrtofosFato: 0,00%
Alopurinol: 0,00%
MNTECEDENTES
Han sufrido de caleubos anteriprmente: 85,000
Han sufrido de infecciones renales: TR
Problemas wrinarios: TL00%
Familiares que han sufride de cilculos: SO0
HABITOS ALIMENTICIOS
Carnes  60,00% Remlacha ,00%
Lactens 44,00 % Acelgas 0,
Quesos 0400 % Tamates T, [
Coles 16,00 % Mand, nueces, ete. 6.00%
Sardinas 36,00 7% Mitznos 03 0la
Higos secos 0,00 % Cacan, Chocolate 12000
Germen de trigo 7200
LiQI.'II]E] QUE INGIERE DIARIAMENTE
Agua: <1,00L 3800%  LOD-1L50L 5600% 3 =1,5 Litros (%%
Bebidas paseosas: 6,00 % Licores: 0,0
Cervera: 0,00 % Caflé: 46,10
Infusiones: &% _ _ Jugos: 18 (0%
HABITOS TABAGQUICOS
S 20,00% NO B0 00",
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minuyen la excrecion de citrato al incrementar
su transporte en el tibulo proximal y por
acidemia sistémica que favorecen cuadros de
hipocitraturia (LEe & CHo 2016). De igual for-
ma, se debe resaltar que el citrato, uno de los
compuestos que inhiben la precipitacion oxalica
en la orina, compite con el oxalato por su unién
con el calcio para formar citrato calcico, que
constituye una sal soluble en orinas &cidas, pero
al encontrarse éste disminuido en orina, como
se muestra en estos pacientes, aumenta la posi-
bilidad de formacion de oxalato de calcio en el

tracto urinario de estos pacientes (SHEN & ZHANG
2018).

Los resultados de las concentraciones de citrato
cuantificados en los pacientes nefrolitiasicos que
participaron en este estudio, en atencion al tipo
de concrecion urinaria, evidencian que estas con-
centraciones de citrato se encuentran disminui-
das en los individuos con nefrolitisis de oxalato
y mixtos (oxalato de calcio/ acido trico), res-
paldado, de esta forma, el hecho de que la calcu-
losis urinaria se encuentre presente en los indi-
viduos con hipocitraturia con incrementos en los
niveles de oxalato (UNTaN £7 42. 2021). Todos
estos signos se encuentran presentes en los pa-
cientes urolitiasicos estudiados en esta investi-
gacion.

La valoracion sérica de la hormona testosterona
en individuos con calculosis urinaria y contro-
les (masculinos en ambos casos) (Tabla 1), mos-
tro diferencias no significativas (= 0,17; p>0,05)
al igual que las concentraciones de esta hormo-
na, cuantificadas en pacientes nefrolitidsicos
(Fs= 0,61; p>0,05) en torno al tipo de concre-
cion urinaria (Tabla 2).

Los aumentos de los niveles de la hormona tes-
tosterona, medidos en pacientes urolitidsicos
masculinos en comparacion con los encontrados
en individuos controles masculinos resultan ser
muy logicos, debido a las diferencias significa-
tivas de esta hormona en cuanto al género, pero
también, estos hallazgos resultan utiles para
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explicar que, posiblemente, los aumentos de tes-
tosterona que arrojaron los pacientes urolitid-
sicos masculinos favorecen la formacion de cal-
culos urinarios debido a que esta hormona in-
crementa la actividad de la enzima glicolato
oxidasa, la cual actua facilitando la transfor-
macion del compuesto glicolato en oxalato,
compuesto que representa un factor de riesgo
para la litogénesis en los individuos nefrolitia-
sicos masculinos (Gupta E7 4L. 2016). Lo antes
indicado confirma la incidencia 4:1 de la
nefrolitiasis en favor de los individuos del sexo
masculino.

La cuantificacion de los niveles séricos de la
hormona estradiol en individuos con urolitiasis
del sexo femenino y controles féminas y en
pacientes nefrolitidsicos en relacion al tipo de
concrecion urinaria (Tablas 1, 2), arrojaron di-
ferencias no significativas (= 0,46 ns; p>0,05;
Fs= 0,76 ns; p>0,05) en ambos casos.

El analisis de estradiol, valorada en mujeres
con litiasis renal e individuos controles feme-
ninas, permite indicar que las concentracio-
nes de esta hormona en estos dos grupos de
individuos no difieren en forma significativa,
sin embargo, las concentraciones de estradiol
con tendencia a disminuir, encontrados en las
mujeres urolitidsicas, en relacion a las féminas
controles, ponen en evidencia que estas pacien-
tes cursan con disminuciones de sustancias
inhibidoras de la litogénesis como el ion
citrato, cuya formacion y liberacion a la cir-
culacion sanguinea es facilitada por la hormo-
na estradiol (CoLLINS ET 4L. 2017).

Todo lo anteriormente mencionado permite in-
dicar, basados en los resultados encontrados en
estos pacientes urolitidsicos estudiados, que la
patologia nefrolitidsica tiene su origen en la sa-
turacion y en el predominio de elementos y com-
puestos uroliticos como calcio y acido trico y
los iones oxalato y fosfato sobre los inhibidores
de este proceso como el magnesio y el citrato.
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CONCLUSIONES

Los incrementos en las concentraciones séricas
de calcio y acido urico y urinarias del ion oxalato,
aunadas a las disminuciones de las concentra-
ciones del ion citrato urinario, observadas en los
pacientes urolitidsicos, permiten indicar que las
sustancias facilitadoras de la precipitacion uri-
naria de compuestos cristalinos predominan so-
bre las sustancias que inhiben la formacion de
sales litogénicas en el tracto urinario de estos
pacientes.

Los aumentos sanguineos de la hormona testos-
terona y los decrementos de estradiol, encontra-
dos en los individuos con nefrolitiasis analiza-
dos, ponen de manifiesto la posible participa-
cion de las hormonas sexuales en la sintesis de
compuestos litogénicos (testosterona) y en la
inhibiciéon de la formacion de los mismos
(estradiol).
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar las variaciones de los parametros electroliticos y
enzimaticos, medidos en muestras sanguineas procedentes de individuos controles y pacientes
con enfermedad renal cronica (ERC) provenientes de la unidad de dialisis del hospital
universitario "Antonio Patricio de Alcala" (HUAPA) de la ciudad de Cumand, estado Sucre.
Para lograr este propdsito se obtuvieron 20 muestras sanguineas de los individuos controles y
20 de los pacientes con ERC, que se depositaron en tubos de ensayo estériles, sin anticoagulantes,
se centrifugaron y se obtuvieron los sueros para realizar la determinacion de los electrolitos
sodio, potasio, cloruro, calcio, fésforo y magnesio y la actividad de las enzimas alanina
aminotransferasa (AIAT), aspartato aminotransferasa (AsAT), creatina fosfoquinasa (CFQ) y
lactato deshidrogenasa (LDH). El andlisis estadistico ¢-Student arrojé diferencias significativas
al evaluar las concentraciones séricas de los iones sodio, potasio, cloruro, fésforo y magnesio
y la actividad de las enzimas AIAT, CFQ y LDH con valores aumentados en el grupo de pacientes
con ERC hemodializados en todos estos parametros y diferencias no significativas en la
valoracioén de la actividad de la enzima AsAT con valores disminuidos en la actividad de esta
enzima en los pacientes con ERC. Todo lo antes expuesto permite sefialar que, en estos individuos
nefrdpatas analizados, los cuadros clinicos de retencion de agua y electrolitos y los incrementos
en las actividades de las enzimas AIAT, CFQ y LDH son producto de las alteraciones morfo-
funcionales en la membrana de filtracion glomerular y en los tibulos renales y a procesos
inflamatorios propios de la ERC o a patologias hepéticas y cardiacas simultaneas a la nefropatia
que no se detectaron a tomaron en cuenta al momento del estudio de cada paciente.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the variations in electrolyte and enzymatic
parameters, measured in blood samples from control individuals and patients with chronic
kidney disease (CKD) from the dialysis unit of the university hospital "Antonio Patricio de
Alcala" (HUAPA) of the city of Cumana, Sucre state. To achieve this purpose, 20 blood
samples were obtained from the control individuals and 20 from the patients with CKD,
which were deposited in sterile test tubes, without anticoagulants, were centrifuged and the
sera were obtained to determine the sodium and potassium, chloride, calcium, phosphorus
and magnesium and the activity of the enzymes alanine aminotransferase (AlAT), aspartate
aminotransferase (AsAT), creatine phosphokinase (CFQ) and lactate dehydrogenase (LDH).
The t-Student statistical analysis showed significant differences when evaluating the serum
concentrations of sodium, potassium, chloride, calcium, phosphorus and magnesium ions
and the activities of the enzymes AIAT, CFQ and LDH with increased values. in the group of
patients with CKD hemodialysis in all these parameters and non-significant differences in
the assessment of the activity of the AsAT enzyme with decreased values in the activity of
this enzyme in patients with CKD. All the aforementioned allows us to point out that, in
these analyzed nephropathic individuals, the clinical pictures of water and electrolyte retention
and the increases in the activities of the AIAT, CFQ and LDH enzymes are the product of the
morpho-functional alterations in the filtration membrane. glomerular and renal tubules and
inflammatory processes typical of CKD or liver and cardiac pathologies simultaneous to
nephropathy that were not detected and were taken into account at the time of the study of
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each patient.

INTRODUCCION

La enfermedad renal crénica (ERC) es una pa-
tologia que comienza con la pérdida de la fun-
cion de algunas nefronas y culmina en el mo-
mento en el que el resto de las nefronas se hacen
incapaces de devolver la homeostasis renal al
paciente, disminuyendo significativamente las
funciones depurativas, excretoras, reguladoras y
endocrino-metabdlicas y con ello la incapacidad
renal para excretar productos de desecho y man-
tener los equilibrios hidroelectrolitico y acido-
basico, haciéndose necesario, un tratamiento
sustitutivo que contempla la didlisis (hemodia-
lisis o dialisis peritoneal) o el trasplante renal.
Esta patologia conduce a la pérdida irreversible
del filtrado glomerular de los rifiones y aunque
en las fases iniciales, los pacientes pueden ser
asintomaticos, las complicaciones mas comunes
son la anemia, disfuncion ventricular izquierda,
falla cardiaca cronica, hipertension sistémica e
hipertrofia cardiaca (Domarus E7 4L. 2016; Movya
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2017; VaLLiaNou ET 4L. 2019; Da1 7 az. 2021).

El indice de filtracion glomerular (IFG) permite
clasificar la ERC en cinco estadios: el estadio 1
conceptualizado como lesion renal con presen-
cia de proteinuria o albuminuria como marca-
dores y con un IFG normal o aumentado (mayor
o igual a 90,00 mL/min/1,73 m?) el estadio 2,
descrito como lesion renal con los marcadores
usuales y con disminucion leve del IFG (60,00 a
89,00 mL/min/1,73m?), el estadio 3, caracteri-
zado por la disminucion moderada del IFG
(30,00 a 59,00 mL/min/1,73m?), el estadio 4, ti-
pificado como la disminucion severa del IFG
(15,00 a 29,00 mL/in/1,73m?) y el estadio 5, co-
nocido con enfermedad renal crénica terminal
(ERCT), tipifica una condicion de fallo renal
(IFG menor a 15,00 mL/min/1,73m?) (WEBSTER
ET 4L. 2017; AMMIRATI 2020; Kozpac GoLbp 2020).

En la progresion de la ERC, estan involucrados
ciertos factores de riesgo, clasificados en dos ca-
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tegorias: no modificables (edad avanzada, raza
negra, sexo, historia familiar, enfermedades he-
reditarias y enfermedades de transmision
genética) y modificables (diabetes mellitus, obe-
sidad, abuso de analgésicos, infecciones por
microorganismos B-hemoliticos no resueltos).
Esta patologia tiene un caracter irreversible y ante
la pérdida casi total de la capacidad renal de eli-
minacion de elementos y compuestos en exceso
y toxicos surge como tratamiento la dialisis que
permite eliminar productos residuales del meta-
bolismo proteico sin alterar el equilibrio
hidroelectrolitico y restablecer el equilibrio acido
basico en pacientes con compromiso de la fun-
cion renal (JounsTON ET 4r. 2020; KATARUKA ET
4r. 2020).

A medida que la ERC transcurre, los
desequilibrios electroliticos y 4cido-basicos se
intensifican y constituyen causas importantes de
morbilidad y mortalidad en estos pacientes, ya
que sus rinones pierden su capacidad para la re-
gulacion de los equilibrios electrolitico y acido-
base. El diagnéstico y el tratamiento adecuados
disminuyen las complicaciones y potencialmente
pueden salvar vidas. Aunque los trastornos
electroliticos y acido-basicos son causas impor-
tantes de morbilidad y mortalidad en pacientes
con ERC y con ERCT, pueden tratarse de mane-
ra eficaz mediante las medidas preventivas com-
binadas y terapia farmacolégica (DHonDUP &
Qian 2017).

En lineas generales las enzimas urinarias miden
el dafio del tejido renal y el filtrado glomerular.
En tal sentido se debe sefialar que las activida-
des de las enzimas alanina aminotransferasa
(AIAT), aspartato aminotransferasa (AsAT) y
creatina fosfoquinasa (CFQ) se encuentran au-
mentadas en algunas patologias renales debido
a que éstas se alteran en los tejidos donde han
ocurrido lesiones y necrosis tisular, rupturas
musculares y lesiones agudas del rifion (PARk Er
4L. 2020; Suon ET 4L. 2020).

Todo lo referenciado con anterioridad forma par-
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te del basamento teorico para la realizacion del
presente estudio que pretende evaluar las varia-
ciones electroliticas y de la actividad enziméatica
en individuos controles y pacientes con ERC
hemodializados provenientes de la unidad de
didlisis del hospital universitario Antonio Patri-
cio de Alcala, de la ciudad de Cumana, estado
Sucre.

MATERIALES Y METODOS
Muestra poblacional

La realizacion de la presente investigacion se
basé en el estudio de un grupo de 20 indivi-
duos (masculinos y femeninos) con edades com-
prendidas entre 10 y 70 afios, con diagndstico
de ERC, que acudieron a la unidad de dialisis
del hospital universitario "Antonio Patricio de
Alcala" de la ciudad de Cumana, estado Sucre.
Simultaneamente se estudiaron 20 individuos
aparentemente sanos (masculinos y femeninos),
designados como grupo control con edades
comprendidas entre los 17 y 56 afios, sin ante-
cedentes ni sintomatologia de ERC o cualquier
otra patologia.

Normas de bioética

El presente estudio se llevd a cabo tomando en
consideracion las normas de ética establecidas
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para trabajos de investigacion en seres huma-
nos y la declaracion de Helsinki; documentos
que han ayudado a delinear los principios mas
pertinentes a la investigacion biomédica en se-
res humanos. Por otra parte, se respeto el dere-
cho de cada individuo que participd en la in-
vestigacion a salvaguardar su integridad perso-
nal y se tomaron las precauciones para respetar
la intimidad e integridad fisica y mental de cada
persona, obteniendo de esta manera su consen-
timiento por escrito (OFICINA PANAMERICANA DE
LA SALUD 1990).

Obtencion de las muestras sanguineas
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A cada individuo que particip6d en esta investi-
gacion se le extrajeron 5,00 ml de sangre y se
colocaron en tubos de ensayo estériles sin
anticoagulante, se esperd un tiempo aproxima-
do de 10 minutos para la retraccion del codgulo
sanguineo, posteriormente se centrifugaron las
muestras a 3500 rpm y se obtuvieron los respec-
tivos sueros, donde se realizaron las determina-
ciones de las concentraciones de los parametros
electrolitos sodio, potasio, cloruro, calcio, fos-
foro y magnesio y las actividades de las enzimas
AIAT, AsAT, CFQ vy lactato deshidrogenasa
(LDH).

Técnicas empleadas

Cuantificacion de las concentraciones
séricas de los iones sodio y potasio

Las concentraciones de estos dos iones se cuan-
tificaron por el método de emision atomica, el
cual consiste en que los atomos de los iones sodio
y potasio son llevados a un estado electronico
excitado, por medio de las colisiones térmicas
con los componentes de los gases generados por
la energia calorica aplicada, y al regresar a su
estado electronico inicial, emiten radiaciones
caracteristicas de cada elemento. De la emision
resultante se aislan las caracteristicas espectrales
de sodio y potasio y luego el espectro es detecta-
do en un fotodetector, cuya sefial de salida se
amplifica y se mide en un registrador (BELMAR Y
REey DE ViNas 1971). Valores de referencia
(Sodio): (135,00 — 145,00) mmol/L; (Potasio):
(3,50 — 5,30) mmol/L (Henry 2007).

Determinacion de la concentracion sérica de
cloruro

Esta valoracidon se realizd por titulacidn
mercurimétrica, la cual consiste en que el cloru-
ro presente en la muestra reacciona con el nitra-
to de mercurio, en presencia del indicador
difenilcarbazona, formando cloruro mercurico,
compuesto soluble pero no ionizado. Cuando
todo el cloruro ha reaccionado con el ion mercu-
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rio, éste se une al indicador originando el com-
plejo difenilcarbazona mercurica, compuesto de
color violeta. Esta reaccion se lleva a cabo en
medio acido. Valores de referencia: (98,00 —
106,00) mmol/L (Hexry 2007).

Determinacion de la concentracion sérica de
calcio

La metodologia empleada para la determinacion
del ion calcio fue la de la O-cresolftaleina-
complexona, sin desproteinizacion. El funda-
mento de este método consiste en que el calcio
forma un complejo violeta con O-cresolftaleina-
complexona, en medio alcalino, que se puede
medir espectrofotométricamente a una longitud
de onda de 560 nm. Valores de referencia: (8,50
—10,20) mg/dL (Henry 2007).

Determinacion de la concentracion sérica de
fosforo

Este ion se determind por metodologia espec-
trofotométrica en la cual el fosforo inorganico
reacciona con el compuesto molibdato de
amonio, en un medio &cido, para formar un com-
plejo de fosfomolibdato que se mide a una lon-
gitud de onda de 340 nm, su intensidad es direc-
tamente proporcional a la concentracion de fos-
foro inorganico presente en la muestra. Valores
de referencia: (2,50 — 4,80) mg/dL (Henry 2007).

Determinacion de la concentracion sérica de
magnesio

Los iones magnesio fueron cuantificados por su
reaccion con el magon sulfonado, en medio
alcalino, formando un complejo de color rosado
cuya intensidad se mide a 505 nm y es propor-
cional a la concentracion de iones magnesio pre-
sentes en la muestra. Valores de referencia: (1,30
—2,50) mg/dL (HEnry 2007).

Determinacion de la actividad sérica de la
enzima alanina aminotransferasa (AIAT)
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La determinacion de la actividad de la enzima
AIAT se cuantifico por el método cinético-
ultravioleta. En este proceso, la enzima AIAT
cataliza la transferencia del grupo amino del L-
alanina al alfa cetoglutarato, resultando la for-
macion de piruvato y L-glutamato. El piruvato
reacciona con el dinucle6tido de nicotinamida,
en presencia de la enzima LDH, generando
lactato y dinucledtido de nicotinamida. La dis-
minucion de dinucledtido de nicotinamida, me-
dida a 340 nm, es directamente proporcional a
la actividad de la enzima AIAT en la muestra.
Valores de referencia: Hasta 65,00 U/L (HENRY
2007).

Determinacion de la actividad sérica de la
enzima aspartato aminotransferasa (AsAT)

La determinacion de la actividad de la enzima
AsAT se realizoé por el método cinético-
ultravioleta. En este proceso la enzima AsAT
cataliza la transferencia del grupo amino del L-
aspartato a alfa cetoglutarato, originando
oxaloacetato y L-glutamato. El oxaloacetato, en
presencia de la enzima malato deshidrogenada,
oxida el dinucleotido de nicotinamida reducido
produciendo malato y dinucledtido de
nicotinamida. La cantidad de dinucle6tido de
nicotinamida obtenido, medida a 340 nm, es di-
rectamente proporcional a la actividad de la en-
zima AsAT presente en la muestra. Valores de
referencia: (9,00 — 48,00) U/L (Henry 2007).

Determinacion de la actividad sérica de la
enzima creatina fosfoquinasa (CFQ)

La cuantificacion de la actividad de este catali-
zador se realizd por metodologia colorimétrica
basada en la produccion de difosfato de
adenosina para posteriormente reaccionar con el
fosfoenolpiruvato, en presencia de la enzima
piruvato quinasa, para formar piruvato y
adenosin trifosfato ATP. El primero reacciona con
el dinucledtido de nicotinamida y adenosina y
los iones hidrogeno, en presencia de la enzima
LDH para producir lactato, dinucledtido de
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nicotinamida y adenosina reducido. La reduccion
de la absorbancia, medida a 340 nm, es directa-
mente proporcional a la actividad de la enzima
CFQ presente en la muestra. Valores de referen-
cia: Hombres: (38,00 — 174,00) U/L; Mujeres:
(26,00 — 140,00) U/L (Henry 2007).

Determinacion de la actividad sérica de la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

El fundamento de esta prueba se basa en que el
compuesto L-lactato es convertido a piruvato por
la accion de la enzima LDH, en presencia de
dinucleétido de nicotinamida, el cual es reduci-
do a dinucledtido de nicotinamida reducido. El
aumento en la concentracion de dinucledtido de
nicotinamida reducido es proporcional a la acti-
vidad de la enzima LDH presente en muestra.
Valores de referencia: Adultos (135,00 —240,00)
U/L (Henry 2007).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en esta investigacion cum-
plieron con los criterios de homogeneidad, (prue-
ba de Levene) y normalidad (prueba de
Kolmogorov-Smirnov Lilliefors) lo que permi-
ti6 aplicarles la prueba estadistica ¢-Student, con
el proposito de establecer las posibles diferen-
cias significativas entre las concentraciones de
los electrolitos sodio, potasio, cloruro, calcio,
fosforo y magnesio y la actividad de las enzimas
AlAT, AsAT, CFQ y LDH en pacientes con ERC
e individuos controles. La toma de decisiones se
realizd a un nivel de confiabilidad del 95%
(SokaL Yy RoHLF 1979; BANET Y MORINEAU 1999).
Todas estas pruebas estadisticas fueron realiza-
das empleando el programa estadistico IBM
SPSS statistics 20.

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 muestra el resumen de la prueba es-
tadistica ¢-Student aplicada a los valores prome-
dio de los electrolitos sodio, potasio, cloruro,
calcio, fosforo y magnesio cuantificados en
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muestras sanguineas de individuos controles y
pacientes con ERC provenientes de la unidad de
dialisis del hospital universitario Antonio Patri-
cio de Alcala, Cumana, estado Sucre. Se obser-
van diferencias significativas al evaluar los
electrolitos sodio, potasio, cloruro, calcio, fos-
foro ymagnesio, en las muestras sanguineas ana-
lizadas, en los dos grupos de individuos antes
mencionados con valores promedio aumentados
en los iones sodio, potasio, cloruro, calcio, fos-
foro y magnesio los pacientes con ERC.

Tabla 1. Resumen de la prueba estadistica t-Student,
aplicado a los valores promedio de los electrolitos sodio
(mmol/L), potasio (mmol/L), cloruro (mmol/L), calcio
(mg/dL), fésforo (mg/dL) y magnesio (mg/dL), medidos
en individuos controles y pacientes con enfermedad renal
cronica (ERC) provenientes de la unidad de Nefrologia
del servicio autonomo hospital universitario "Antonio
Patricio de Alcala" Cumana, estado Sucre.

Grupos n Intervalo X DE i
Sodio
Controles 0 125,00-143,00 13239 437 24 82%
ERC 200 129.10-143 20 138,12 335
Potasio
Controles W 320-470 412 a6 |9,97%
ERC W 350-65 450  0W
Cloraro
Controles M 8345-111.67 1010 449 77.36%
ERC 0 990012250 11273 570
Calcio
Controles il 749 — 100 8,50 043 4 24
ERC M 7301200 890 1,12
Fosforo
Controles 0 151 -419 ERE] 049 [0,95%
ERC 0 100-830 4,58 1.3
Magnesio
Controles 0 1,78 =210 1.91 08 300,15*
ERC 20 200-440 345 0,62

ERC: enfermedad renal cronica; C: controles; n: numero
de muestras; X media; DE: desviacion estandar; ¢: prucba
de #-Student; *: diferencias significativas (p<0,05)

Los incrementos significativos encontrados en
las concentraciones sanguineas promedio del ion
sodio hallados en los pacientes con ERC pue-
den deberse, posiblemente, a: 1.- la ingesta
incrementada de sales que pueda estar ocurrien-
do en estos pacientes nefropatas, lo que condu-
ce a los aumentos de sodio sérico como los que
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se hallaron en estos individuos. Ademas, debe
senalarse que el desajuste entre la ingesta y la
eliminacion de sodio conduce a la sobrecarga de
liquidos, la hipertension y la hipertrofia
ventricular izquierda, empeorando asi el pronos-
tico de los pacientes con ERC (NERBASS ET 4L.
2018; BorRRELLI ET 4L. 2020). 2.- las altas tempe-
raturas ambientales que se suceden en la ciudad
de Cumana y el estado Sucre, lo que hace a sus
habitantes, mas propensos a procesos de deshi-
dratacion ocasionando decrementos en el volu-
men extracelular que produce disminucion del
flujo sanguineo renal a través de la arteriola
aferente, hecho que se capta por el aparato
yuxtaglomerular como una disminucion del dia-
metro de la pared arteriolar que conlleva a la
secrecion de renina, la cual estimula la sintesis
de la angiotensina II, que actta sobre la corteza
de la glandula suprarrenal, favoreciendo el au-
mento de la secrecion de la hormona aldosterona,
que actta a nivel de los tubulos renales distales
y colectores, aumentando el proceso de
reabsorcion del ion sodio y por consiguiente sus
niveles sanguineos (TAYLOR ET 4L. 2018). Estos
resultados muestran similitudes con el trabajo
mostrado por NEWBERRY ET 4L. (2018), quienes
también encontraron valores promedio aumen-
tados del ion sodio en los pacientes nefropatas
estudiados.

Las concentraciones aumentadas del ion potasio
observadas en los pacientes con ERC analiza-
dos en esta investigacion pueden ser atribuidas
a incrementos en los alimentos que ingieren es-
tos pacientes, disminucion en los procesos de
filtracién glomerular que ocasionaria una dismi-
nucion en la eliminacion de los excesos de
potasio en estos pacientes e incrementos en los
procesos de reabsorcion tubular de este cation.
Resulta pertinente sefialar que la hiperpotasemia
es una complicacion potencialmente mortal de
la ERC, por tal razén los pacientes con ERC re-
quieren evitar los cuadros de hiperpotasemia,
para no afrontar los riesgos de la misma. Ade-
mas, se requiere evitar estados de hiperpotasemia
en estos pacientes porque ante esta situacion dis-
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minuyen los inhibidores del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAAS), que ralenti-
zan la progresion de la ERC y mejoran los resul-
tados cardiovasculares y el funcionamiento
neuromuscular (CoLLINS £7 4L. 2017; ARNOLD ET
4L. 2019; PaLMER 2020).

Los resultados en los que se observan valores
promedio incrementados de cloruro en los pa-
cientes con ERC hemodializados, en relacion a
las concentraciones de este anidn encontradas
en los individuos controles analizados en este
estudio, pueden tener su explicacion en las con-
centraciones de sodio que muestran estos mis-
mos pacientes nefropatas en los cuales también
se encontraron incrementos de sodio en los pa-
cientes con ERC en atencion a los individuos
controles. Este razonamiento se fundamenta en
la atraccion electrostatica que muestran los iones
sodio y cloruro dadas sus cargas positiva y ne-
gativa respectivamente y los incrementos de es-
tos dos iones observados en los pacientes
nefropatas analizados en esta investigacion. Ade-
mas, debe senalarse que las altas concentracio-
nes séricas de cloruro y las concentraciones dis-
minuidas de este anidn en orina se asocian con
un mayor riesgo de progresion de la ERC
(FebucHl £7 4. 2015; Joo ET aL. 2021).

Los pacientes con ERC hemodializados que se
estudiaron en esta investigacion mostraron con-
centraciones de calcio superiores a los arrojados
por los individuos aparentemente sanos. Las
posibles explicaciones a estos resultados pueden
tener su origen en diversas causas, la primera
podria estar vinculada a los desequilibrios
electroliticos que se suceden en estos pacientes
y que relacionan a todos los pacientes con ERC
con incrementos en los niveles séricos de calcio
y fosfato productos de alteraciones en la médula
Osea. Otra explicacion puede adjudicarse a po-
sibles alteraciones en la glandula paratiroidea
ocasionando desequilibrios en los iones calcio y
fosfato producto de la resorcion continua de es-
tos dos iones a nivel dseo y su posterior trans-
porte a nivel sérico. Seguidamente, la paratohor-
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mona coopera con la absorcion de calcio a nivel
intestinal por la accion mediada por la parato-
hormona de la concentracion de calcio absorbién-
dose a nivel de las vellosidades intestinales e
incorporandose a la sangre de estos pacientes
(RopriGuez-OrTIZ & RODRIGUEZ 2020).

El parametro electrolitico fosforo, medido en
pacientes con ERC hemodializados e individuos
controles, muestra incrementos significativos en
el grupo de pacientes nefropatas que pueden ser
explicadas argumentando que, probablemente,
estos pacientes cursen con un aumento en la
reabsorcion tubular de fosforo sérico. Ademas,
debe mencionarse que el fosfato y los estados de
hiperfosfatemia estan siendo vinculados con la
progresion de la enfermedad renal y los pacien-
tes nefropatas, frecuentemente, a medida que
avanza la enfermedad renal, emplean quelantes
de fosfato para tratar la hiperfosfatemia y evitar
los riesgos de trastornos minerales y 0seos, frac-
turas, enfermedad cardiovascular, progresion de
la enfermedad renal y mortalidad (IMRAN E7 4L.
2017; St. PETER ET 4L. 2017; BELLORIN-FONT ET
4L. 2019; TsucHiya & Axinisa 2021).

Los niveles elevados de magnesio observados
en los pacientes con ERC, en relacion con las
concentraciones de magnesio en los individuos
controles, pueden deberse a la disminucion de
la excrecion de magnesio a nivel urinario, que
se logra por la inactivacion del receptor sensible
al calcio por el magnesio con lo que se consigue
disminuir la excrecion de magnesio en los pa-
cientes con ERC. La modificacion del canal
TRPM6 (transient receptor potential cation
channel, subfamilia M, miembro 6, por sus si-
glas en inglés) en el tibulo distal también puede
influir. Ademas de la morfologia ¢sea anormal y
la calcificacion vascular, las anomalias en la
homeostasis mineral se asocian con un mayor
riesgo cardiovascular, mayor mortalidad y pro-
gresion de la ERC (FELSENFELD E7 4L. 2015).

El resumen de la prueba estadistica t-Student
aplicada a los valores promedio de la actividad
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de las enzimas AIAT, AsAT, CFQ y LDH, valo-
radas en las muestras sanguineas de los indivi-
duos controles y pacientes con ERC que partici-
paron en este estudio, se muestra en la tabla 2.
Se observan diferencias significativas al evaluar
la actividad de las enzimas AIAT, CFQ y LDH
en las muestras sanguineas analizadas, en los dos
grupos de individuos antes mencionados con
valores promedio aumentados en la actividad de
las enzimas AIAT, CFQ y LDH en los pacientes
con ERC vy ligeramente disminuidos en los va-
lores de la actividad de la enzima AsAT en los
pacientes con ERC.

Tabla 2. Resumen de la prueba estadistica t-Student,
aplicado a los valores promedio de la actividad de las
enzimas alanina aminotransferasa (U/L), aspartato
aminotransferasa (U/L), creatina fosfoquinasa (U/L) y
lactato deshidrogenasa (U/L) medidos en individuos
controles (C) y pacientes con enfermedad renal créonica
(ERC) provenientes de la unidad de Nefrologia del
servicio autonomo hospital universitario "Antonio Patricio
de Alcala" Cumana, estado Sucre

Grupos  n Intervalo X DE i
Alamina aminotransferasa

C 200 10.00-2700 1540 405 809

ERC 200 10,00 -2500 1690 3,93
Aspartato amimotransterasa

C 200 12.00=26000 1755 4,17 1b6lns

ERC 200 R00-2200 1565 320

Lreatina tostoguinasa

O 200 56,00 - 105,00 7620 1694 810*

ERC 200 79,00 - 336,00 160,90 73,40
Lactato deshidrogenasa

[ 20 940016500 12820 1944 13 18*

ERC 00 101.00- 23200 14725 2978

ERC: enfermedad renal cronica; C: controles; n: nimero
de muestras; X media; DE: desviacion estandar; t: prueba
de t-Student; ns: diferencias no significativas (p>0,05); *:
diferencias significativas (p<0,05)

Las posibles explicaciones a los valores prome-
dio aumentados de la actividad de la enzima
AlAT en los pacientes con ERC analizados en
esta investigacion pueden tener su origen en va-
rias causas, una de ellas relacionada, probable-
mente, con los cuadros de inflamacion del teji-
do renal que presentan estos pacientes, vincu-
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lando, de esta forma, a la actividad de la enzima
AIAT con la ERC. Ademas, debe senalarse que
otras posibles explicaciones a estos resultados
lo representan los incrementos de los niveles
séricos de las hormonas cortisol, triyodotironina
y tetrayodotirosina que presentan estos pacien-
tes, ya que los glucocorticoides y las hormonas
tiroideas incrementan la actividad de la enzima
AlAT. (OcHial ET 4L. 2020).

La ausencia de diferencias significativas que se
percibe en la evaluacion de la actividad de la
enzima AsAT valorada en los pacientes con ERC
que participaron en esta investigacion, puede ser
explicada sefialando que, probablemente, en es-
tos pacientes, los procesos de disfuncion tubular
proximal, la lesion tisular renal, los cuadros de
inflamacion y los procesos obstructivos renales,
no alteran la actividad de la enzima AsAT en los
pacientes nefropatas antes mencionados. Ade-
mas, debe sefialarse que la actividad disminuida
los de la enzima AsAT se asocia siempre con
ERC (VELASQUEZ ET 4L. 2008; OcHIAI ET 4L. 2020).

Una de las posibles explicaciones a los niveles
incrementados de los valores promedio de la
actividad de la enzima CFQ en los pacientes con
ERC hemodializados, lo representa, probable-
mente, el hecho de que esta enzima incrementa
su actividad en tejidos contréctiles y estos pa-
cientes cursan, frecuentemente, con procesos
inflamatorios y contracciones de sus rifiones,
uréteres y vejigas urinarias. Otra posible expli-
cacion a estos resultados lo constituye la posible
comorbilidad cardiaca, no diagnosticada ni se-
nalada al momento de la toma de muestra para
su evaluacion como paciente con ERC, que pre-
sentan estos pacientes y que se suele demostrar
por los incrementos de los parametros colesterol,
triglicéridos y la actividad de la enzima CFQ
como los encontrados en la evaluacion quimica
de los pacientes analizados en esta investigacion
(FLAHAULT ET 4L. 2016).

Los aumentos significativos de la actividad de
la enzima LDH que se encontraron en los pa-
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cientes con ERC hemodializados ponen de ma-
nifiesto la presencia de procesos inflamatorios y
cuadros de obstruccion comunes en los pacien-
tes con ERC, ya que la actividad de la enzima
LDH se ha encontrado aumentada en individuos
que presentan enfermedades renales y ha servi-
do como marcador enzimatico en estas enferme-
dades (WEr ET 4L. 2016).

CONCLUSIONES

En los individuos nefropatas analizados en este
estudio, los cuadros clinicos de retencion de agua
y electrolitos y los incrementos en la actividad
de las enzimas AIAT, CFQ y LDH son producto
de las alteraciones morfo-funcionales en la mem-
brana de filtracion glomerular y en los tubulos
renales y a procesos inflamatorios propios de la
ERC y patologias hepaticas y cardiacas
simultaneas a la nefropatia que resultan ser muy
frecuentes en los individuos con nefropatias.
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POLIMORFONUCLEARES PROVENIENTES DEL PRONEFROS DE
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SUBLETAL DE CADMIO

(EVALUATION OF CELLULAR INNATE IMMUNITY IN POLYMORPHONUCLEARS
FROM THE PRONEPHROS OF COLOSSOMA MACROPOMUM FRY EXPOSED TO A
SUBLETHAL DOSE OF CADMIUM)
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RESUMEN

En los peces, el estrés causado por quimicos en el medio ambiente puede afectar el sistema
inmune. Se evalud el efecto de 0,10 mg.L-! de Cd sobre la viabilidad, la actividad fagocitica,
indice fagocitico, la adherencia, la quimiotaxis y el estallido respiratorio de polimorfonucleares
(PMN) procedentes del pronefros de alevines de Colossoma macropomum a diferentes lapsos,
con lo cual se pretendié determinar como varian dichos parametros ante la exposicion al toxico.
Los organismos fueron divididos en 5 grupos experimentales, 4 grupos expuestos, representando
cada uno, un tiempo de exposicion (3, 21, 31 y 45 dias), y un control. Segun el tiempo de
exposicion, se sacrificaron los peces mediante decapitacion, para asi obtener el pronefros, y de
¢l, los PMN. La actividad fagocitica (AF), el indice fagocitario (IF), la adherencia y el estallido
respiratorio se evaluaron mediante la técnica histoquimica del nitroazul de tetrazolio, mientras
que la quimiotaxis, se evalu6 por medio de la prueba de siembra en agarosa al 0,50%. Seus6 un
analisis de Kruskall-Wallis para comparar entre los grupos de peces, tanto control como
expuestos, y determinar si existian diferencias entre los pardmetros evaluados. Se observaron
diferencias significativas en todos los parametros evaluados; la AF, el IF y la adherencia
mostraron los valores mas bajos a los 45 dias de exposicion, mientras que el estallido respiratorio
y la quimiotaxis a los 31 y 21 dias, respectivamente. Los resultados indican que el efecto del
Cd, a esta dosis, sobre las respuestas evaluadas, es nocivo para los PMN, asi mismo, su
inmunotdxicidad se evidencid por la disminucién de la quimiotaxis y de las respuestas
fagociticas, causando el deterioro de la eficacia de la resistencia inmune, aumentando a su vez
la susceptibilidad a las infecciones, evidenciando el efecto inmunotdxico del Cd.

Palabras clave: cadmio, pronefros, fagocitosis, Colossoma, inmunidad innata, estallido
respiratorio.

ABSTRACT

The effect of 0.10 mg.L! of Cd on viability, phagocytic activity, phagocytic index, adherence,
chemotaxis and the respiratory burst of polymorphonuclear (PMN) from the pronephros of
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Colossoma macropomum fry to different lapses are evaluated. With which it was intended to
determine how such parameters vary before exposure to toxic. The fishes were divided into 5
experimental groups, 4 groups exposed, each representing an exposure time (3, 21, 31 and 45
days), and one control. According to the exposure time, the fish were sacrificed by decapitation,
to get the pronefros, and from it, the PMN. Fagocytic activity (AF), the phagocytic index (IF),
adhesion and respiratory burst were evaluated by the histochemical technique of nitroblue
tetrazolium, while chemotaxis was evaluated by means of the test in agarose at 0.50 %. A
Kruskall-Wallis analysis was used to compare between groups of fish, both control and exposed,
and determine if there were differences between the parameters evaluated. Significant differences
were observed in all evaluated parameters; The AF, the IF and the adherence showed the lowest
values at 45 days of exposure, while the respiratory burst and chemotaxis at 31 and 21 days,
respectively. The results indicate that the effect of the Cd, at this dose, on the responses evaluated,
is harmful to the PMN, as well, it’s immunotoxicability was evidenced by the reduction of
chemotaxis and phagocytic responses, causing the deterioration of the effectiveness of immune
resistance, in turn increasing susceptibility to infections, evidencing the immunotoxic effect of

2022

the Cd.

Key words: cadmium, pronephros, phagocytosis, Colossoma, innate immunity,

respiratory burst.

INTRODUCCION

En los peces, como en todos los animales
poiquilotermos, la inmunidad innata es particu-
larmente importante (FERNANDEZ ET 4L. 2002;
Siwickr £7 4r. 2010; PALUDAN E7 4r. 2021). En
ellos, el pronefros es el principal 6rgano impli-
cado en la respuesta inmune, el mismo es el en-
cargado de producir las células que van a modu-
lar y ejecutar una respuesta inmune satisfacto-
ria, tanto de la respuesta adaptativa como de la
innata. La respuesta inmune innata comprende
una serie de mecanismos de defensa (fagocitosis,
quimiotaxis y muerte bacterial, entre otros) que
en estos organismos constituyen su linea de de-
fensa primaria y primordial (Rauta 2012; GEVEN
& Kraren 2017), siendo la fagocitosis un pro-
ceso esencial en la defensa de estos organismos,
(Tort E7 4L. 2005; ESTEBAN ET 4L. 2013) radican-
do alli su importancia como principal mecanis-
mo de proteccion de los peces.

Debido a las caracteristicas del sistema inmune,
es posible predecir, dependiendo de la via de ex-
posicion al toxico, la sensibilidad de los meca-
nismos inmunologicos expresados por un orga-
nismo ante un contaminante en particular, ya que
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este sistema incluye respuestas celulares y
bioquimicas que pueden ser medidas en el labo-
ratorio; como ejemplo de estas respuestas ante
xenobidticos se pueden mencionar el recuento
diferencial de leucocitos y el monitoreo de la
actividad fagocitica de los gldébulos blancos
(KRreuTZ ET 4L. 2011).

Uno de los parametros usados, es la evaluacion
de la fagocitosis, ésta sefiala que los leucocitos
tienen un alto potencial de participacion en la
respuesta inmune o de fagocitar un antigeno de-
terminado (ABREU £7 4L. 2009). Estudios reali-
zados en peces capturados en cuerpos de agua
contaminados comparados con peces de la mis-
ma especie que habitaban aguas libres de conta-
minantes, han evidenciado un comportamiento
de los macrofagos diferente (Romano 1999). La
fagocitosis es un mecanismo primordial en la
inmunidad innata. El proceso fagocitico es un
procedimiento complejo que incluye varias eta-
pas secuenciales y que comprenden varios pa-
sos: la quimiotaxis, la adhesion, la endocitosis y
los cambios fisicos y bioquimicos intracelulares
que capacitan a los fagocitos para endocitar,
matar y digerir a los microorganismos (Rosas-
EspiNosa Y ARCE-PAREDEs 2004).
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Estudios realizados en peces, muestran que la
fagocitosis es sensible a los toxicos, al respecto
ZELIKOFF ET AL. (2002) observaron una reduccion
significativa de la fagocitosis y de la produccion
de oxi-radicales en ejemplares de Micropterus
dolomieu colectados en una zona contaminada
por policlorados bifenilos en comparacion con
organismos muestreados en sitios de referencia.
Por otro lado, los ftalatos o ésteres de acido
ftalico, han demostrado impactar de forma ne-
gativa sobre las células fagociticas de Cyprinus
carpio (Waranukl ET 4r. 2003). De igual modo,
la quimiotaxis, otro parametro del proceso de
fagocitosis, al parecer aumenta durante la expo-
siciéon a metales. RoBoHoM (1986), en Morone
saxatilis, halld6 que la migracion de macréfagos
peritoneales aumenta durante la exposicion al
cadmio (Cd). De igual forma Rymuszka &
Sieros®awska (2013), hallaron, en leucocitos de
Cyprinus carpio, tanto de pronefros como de
sangre periférica expuestos a una cianotoxina,
que la actividad fagocitica era inhibida, mien-
tras que las especies reactivas de oxigeno au-
mentaban con relacion a los controles.

El Cd es un importante xenobiotico, toxico, no
degradable que puede incorporarse en los peces
a través de dos rutas principales: por ingestion e
introduccion en 6rganos como higado, rifén y
tracto gastrointestinal. Este metal causa una di-
versidad de efectos toxicos en peces teledsteos,
tales como fracturas y deformidad de los hue-
sos, lesiones en la piel, disminucion del consu-
mo de oxigeno por los tejidos branquiales, alte-
raciones patologicas en el tejido renal, trastor-
nos hematoldgicos y metabdlicos, ademas de
supresion del sistema inmune, entre otros. Su
toxicidad se incrementa debido a la propiedad
de bioacumularse ocasionando el efecto de
biomagnificacion en los niveles troficos siguien-
tes (KamunDE & MAcPHAIL 2011; MOHARRAN
ET AL. 2011; KoNDERA & WITESKA 2013); al res-
pecto se han demostrado los efectos toxicos de
este metal en el 6rgano hematopoyético del pez
Colossoma macropomum, tanto en la estructu-
ra, morfologia y funcionabilidad del 6rgano,
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como en las propias células que lo conforman,
advirtiéndose, sobre todo a nivel ultraestructural,
el dafio producido por el metal a concentracio-
nes subletales (ANTON-MARIN ET 4. 2015).

El estrés causado por agentes fisicoquimicos en
el medio ambiente puede afectar el sistema in-
mune en los peces, dependiendo del tipo de toxi-
co, dosis, tiempo de exposicion, y condiciones
fisicoquimicas del agua, entre otros factores
(Tort ET 4. 2005). En estos organismos un fac-
tor estresante puede provocar alteraciones en los
parametros hematicos, metabdlicos, inmunita-
rios, equilibrio endocrino, disfuncién en la sin-
tesis de diversas enzimas y deficiencias
reproductivas (MILLA ET 4L. 2011; RUDNEVA ET L.
2012). Esta serie de alteraciones disminuyen la
resistencia inmune de los peces aumentando la
susceptibilidad a las infecciones (RADHAKRISHNAN
2010).

En este trabajo se evaluo el efecto de una dosis
subletal (0,10 mg.L") de Cd sobre algunos para-
metros inmunoldgicos: viabilidad, fagocitosis
(actividad fagocitica, indice fagocitico), asi como
sobre la adherencia, la quimiotaxis y el estallido
respiratorio de células polimorfonucleares
(PMN) procedentes del pronefros de alevines de
C. macropomum a diferentes lapsos, esto, como
una medida del funcionamiento del sistema in-
mune innato celular, con lo cual se pretendio
determinar como varian dichos pardmetros ante
la exposicion al toxico.

MATERIALES Y METODOS

Alevines de C. macropomum, donados por la
empresa Piscicultura ALMA, C.A (ALMACA)
con las siguientes medidas iniciales: longitudes
de 3,02 £ 1,20 cm y masa 3,10 + 1,38 g, fueron
trasladados desde la piscicultura antes sefialada,
en bolsas plasticas selladas conteniendo agua y
oxigeno, hasta el Laboratorio de Proteinas e
Inmunotoxicidad, del Postgrado en Biologia
Aplicada de la Universidad de Oriente (nucleo
de Sucre). Una vez en el laboratorio, fueron co-
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locados inmediatamente en acuarios de vidrio
(medidas: 60,00 x 30,00 x 40,00 cm y con capa-
cidad tutil de 60,00 L de agua) que contenian agua
previamente aireada y sin cloro. Al cabo de 30
min. los peces fueron sacados uno por uno de
las bolsas plasticas con una malla para peces, €
introducidos directamente en el agua de los acua-
rios para asi iniciar el periodo de aclimatacion,
por 15 dias, los organismos fueron alimentados
ad libitum todas las mananas, antes del recam-
bio de agua, con alimento comercial en hojuelas
para peces tropicales (marca Kantal), asi mismo
se les realizd recambio del 80,00% del agua dia-
riamente, manteniéndolos con continua airea-
cion, los acuarios fueron cubiertos con bolsas
plasticas negras para disminuir la cantidad de luz
artificial y minimizar el estrés. Los parametros
fisico-quimicos se mantuvieron constantes du-
rante todo el ensayo (pH: 7,00 + 0,30; tempera-
tura: 24,00 + 1,00 °C; O_: 3,90 = 0,10 mg.L";
dureza total: 106,00 mg.L"), siendo estos
monitoreados diariamente. Al final de este pe-
riodo, se procedié al montaje del bioensayo y a
la posterior obtencion de las muestras. Toman-
do como base la concentracion letal media (LC, )
de Cd determinado para esta especie (BLanco
2004) la cual fue de 38,47 mgL"', se empled una
dosis subletal de Cd de 0,10 mgL tomada a par-
tir de una concentracion madre de 1000,00 mg.L™'.

Luego de culminado el periodo de aclimatacion,
se procedi6 a realizar el bioensayo, para esto se
colocaron, 48 horas antes del inicio de este, 150
peces de tamafios similares (longitud total: 4,48
+ 1,80 cm; masa: 4,10 £ 0,20 g) en cada uno de
los acuarios exactamente iguales a los usados
en el periodo de aclimatacion, preparados para
tal fin. Los organismos, a razén de 10 indivi-
duos por acuario, fueron divididos en 5 grupos
experimentales: un grupo control y 4 grupos ex-
puestos y, cada uno con 2 réplicas, lo que equi-
valio0 a tres acuarios por cada grupo (15 acuarios
en total). A cada grupo de ejemplares expuestos
se les coloco el toxico (0,10 mg.L' de Cd) en el
agua de los acuarios. Cada uno de estos grupos
experimentales representaba un tiempo de ex-
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posicion los cuales fueron: 3, 21, 31 y 45 dias,
mas el grupo control (sin exposicion al toxico),
durante todo el bioensayo se mantuvieron las
mismas condiciones fisicas y quimicas del agua
para todos los acuarios, siendo utilizado un sis-
tema de ensayo semi estatico con recambio dia-
rio del 80,00% del agua, manteniendo la con-
centracion del metal en el agua constante, de
acuerdo con la concentracion de interés (Usepa
1996). Luego de la culminacion del periodo de
exposicion al metal, de acuerdo con cada lapso,
se procedié a tomar las muestras a los 3, 21, 31
y 45 dias, para la determinacion de los parame-
tros a estudiar.

Para la obtencion de las muestras (células PMN),
los peces fueron colocados en una cubeta con
agua fria (5,00 °C) hasta que se adormecieron,
para de esta forma pesarlos, medirles la longi-
tud estandar y proceder a extraer el pronefros.
Cada uno de los peces (con medidas biométricas
promedio: 5,20+ 1,30 cm y masa: 6,01+ 1,10 g)
segun su condicion (expuestos y controles), fue-
ron rapidamente decapitados mediante un corte
en la zona posterior a la region opercular, luego
se procedid a realizar una incision desde la re-
gion dorsal hasta la zona del pedinculo caudal
para abrir al animal y exponer la cavidad abdo-
minal para extirpar el pronefros, el cual se ex-
trajo y fue colocado en solucién de Hank (HBSS)
y mantenido en frio (4,00 °C) hasta su procesa-
miento (no mayor a 2 horas) (EGGLETON ET 4L.
1989; HART ET 4L. 1998).

Los PMN del pronefros se obtuvieron por modi-
ficacion de la técnica de HART £7 4L. (1998) y
EGGLETON ET 4L. (1989). Luego de removidos,
pesados y lavados con solucion salina fisiologi-
ca estéril y HBSS, los pronefros fueron pasados
a través de una malla de nylon de abertura 100
im, sobre una placa de Petri estéril mantenida en
hielo, para homogeneizar luego en 1,00 mL de
HBSS, suplementado con 1,00% de L-glutamina
4,00 mM (1,00%), penicilina (1000000,00 UL.L-
1, estreptomicina 0,10 mg/mL y heparina 0,10%.
La suspension celular se centrifugd a 5000 rpm
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por 10 min., el precipitado se resuspendio en 0,75
mL de HBSS suplementado y se centrifugd a
3000 rpm por 10 min, el precipitado se colocod
nuevamente en 0,75 mL de HBSS y se centrifugd
a 3000 rpm por 5 min, el sedimento se resuspen-
di6 en 2000,00 uLL. de HBSS con suero fetal y se
conservo en tubos Eppendorf a 4,00 °C hasta la
realizacion de las pruebas inmunologicas.

Viabilidad celular de los leucocitos polimor-
fonucleares del pronefros

La viabilidad celular se realiz6 mediante la téc-
nica de exclusion del azul de tripano al 0,40%
(FAIRHURST ET 4L. 2007). Este método se basa en
que las células viables no captan ciertos colo-
rantes, no permiten el paso del colorante a su
interior, mientras que las células no viables, si
lo permiten, lo cual es una caracteristica que
ayuda a diferenciar unas células de otras. Aqui
los PMN se colorearon con una solucion de azul
de tripano (Sigma-Aldrich, INC. St. Louis, USA)
al 0,40% en HBSS. La solucion preparada se
conservo en frasco ambar y bajo refrigeracion
por un periodo no mayor a 15 dias. En el proce-
dimiento, se mezclaron partes iguales de azul de
tripano (0,40%) y de la suspension de PMN pre-
parada; se agit6 en un vortex durante 20 segun-
dos, procediendo a realizar el contaje de las cé-
lulas en una camara de Neubauer, contando en
los cuatro cuadrantes secundarios periféricos en
un microscopio marca Olympus, modelo
CX41RF.

Se obtuvo el porcentaje de viabilidad mediante
la cuantificacion de 100 células; de esas 100 cé-
lulas se determinaron cudntas estaban vivas. Los
resultados obtenidos se expresaron en porcenta-
jes de células vivas. Luego de este ensayo se ajus-
to la suspension de PMN a 10,00 x 10° cels.mL-
"'en HBSS, para luego poder utilizarla en poste-
riores determinaciones.

Evaluacion de la actividad fagocitica

Para la evaluacion de la actividad fagocitica (AF)
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de los PMN del pronefros se llevo a cabo la téc-
nica histoquimica de nitroazul de tetrazolio (NBT
por sus siglas en inglés) de Roias-EspiNnosa vy
ARCE-PAREDES (2004) modificada para células
del pronefros. Esta tiene la ventaja que a la vez
que mide la actividad fagocitica mide la adhe-
rencia y el estallido respiratorio. En la prueba
del NBT, los neutrofilos se incuban con el colo-
rante oxidado, se estimulan con particulas inge-
ribles y se examinan al microscopio para buscar
la presencia o ausencia de formazan azul dentro
de las células.

Reduccion del nitroazul de tetrazolio (Prue-
ba histoquimica)

Por cada organismo se prepararon 2 portaobjetos
(de vidrio) lavados y desengrasados. Se marca-
ron 3 circulos equidistantes, de aproximadamen-
te 1,00 cm de didmetro, con lapiz graso en cada
portaobjetos. Se depositd una gota de suspen-
sion de células (PMN) en el centro de cada cir-
culo dibujado en el portaobjetos. Se colocod cada
portaobjetos dentro de una camara himeda (paso
critico). Se incubaron a 37,00°C por 30 min. Se
recuperaron los portaobjetos y se lavaron con
PBS pH 7,20, se seco el liquido alrededor de los
circulos con papel absorbente, evitando que las
preparaciones celulares se secaran. Se adiciond,
al primer circulo, aproximadamente 30,00-50,00
iL de solucion de NBT (Sigma, St Louis, USA)
al 0,10%; al segundo circulo 30,00-50,00 iL de
levaduras (Saccharomyces cerevisiae) opsoniza-
das suspendidas en NBT al 0,10% en NaCl 0,15
M vy al tercer circulo, 30,00-50,00 iL de levadu-
ras no opsonizadas suspendidas en NBT al
0,10%. Se incubaron las preparaciones a 37,00°C
durante 30 min., se recuperaron los portaobjetos
y luego fueron lavados con PBS. Se seco el ex-
ceso de liquido alrededor de los circulos y se
cubrieron las preparaciones con safranina al
0,50% en agua. Se incubaron a temperatura am-
biente durante 10 min. Al cumplirse el tiempo
de incubacion los portaobjetos fueron lavados
con agua para eliminar el exceso de colorante,
se enjuagaron con agua destilada y se dejaron
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secar al aire y se montaron para ser observados
al microscopio con 100X, visualizandose los
fenémenos de ingestion y reduccion del NBT.

Para la determinacioén del indice fagocitario o
de fagocitosis (IF), y la actividad fagocitica (AF),
se cuantifico el grado de endocitosis en las pre-
paraciones: se contd un minimo de 100 células
y se establecio el porcentaje de células fagoci-
tantes (aquellas que tenian por lo menos una le-
vadura en su interior), de estas cé€lulas se esta-
blecié el porcentaje de las células que habian
ingerido 1, 2,3,4,5,6,7,8,9y 10 6 mas del0
levaduras, ademas, se establecio el porcentaje
de las células que habian reducido el colorante
(la reduccion en una sola vacuola fue suficiente
para calificar la reduccion como positiva= NBT
positivo).

La AF se obtuvo mediante la formula si-
guiente:

N°? células fagocitantes

AF = x 100

N?total de fagocitos contados

De igual manera se obtuvo el IF, para lo cual se
utilizo la formula:

IF— N? células de levaduras ingeridas

N? total de células con levaduras ingeridas

Al mismo tiempo esta prueba permitiéo evaluar
el estallido respiratorio de los PMN basado en
la produccion intracelular del anion superdxido
(O,) mediante la reduccion del NBT.

Activacion de la adherencia de las células a
superficies

La capacidad de adherencia de las células a las
superficies se contd en las mismas laminas utili-
zadas para la determinacion de la fagocitosis.
Observandose a 40X los neutrofilos activados.
Se contaron 100 células y se obtuvo el porcenta-
je de células adherentes.
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Determinacion indirecta del estallido respi-
ratorio

El estallido respiratorio basado en la produccion
de anion superdxido (O,’) fue determinado por
la misma técnica anterior. Cuando la solucion
de NBT es incubada con las células a evaluar,
este es reducido por el anién superdxido a
formazan, una sustancia de color azul-negro que
se deposita como particulas insolubles dentro de
las células, este ensayo es una prueba indirecta
la cual es claramente visible al microscopio
(Yprv E7 4L. 2003).

Quimiotaxis

Se empled la prueba de quimiotaxis descrita por
VaraGas (2008), modificada para células del pro-
nefros. Para evaluar la quimiotaxis se siguio el
siguiente protocolo: en laminas portaobjetos se
afadieron 2,00 mL de agarosa al 0,50% y se de-
jaron reposar por 5 min. hasta solidificar; se hi-
cieron tres orificios en la agarosa con la punta
de una pipeta calibrada a 0,30 cm de didmetro,
colocandose en cada uno de los orificios las
muestras de la siguiente forma: a.- En el orificio
central se colocaron 20,00 pL de la suspension
de células fagociticas coloreadas con safranina
al 0,50%. b.- En el orificio derecho se colocaron
20,00 pL de levaduras opsonizadas. c.- En el
orificio izquierdo se colocaron 20,00 pL del an-
tibiotico estreptomicina (sustancia control no
quimiotactica). Una vez colocadas las muestras
en las ldminas portaobjetos, se llevaron a cama-
ra himeda por 12 horas, al término del cual se
midio el recorrido de los fagocitos desde el pozo
central hasta el borde de ataque de las células.
Los resultados fueron expresados en cm recorri-
dos por los fagocitos.

Analisis estadistico

Se utilizé un andlisis de Kruskall-Wallis para
realizar una comparacion de los parametros en-
tre los grupos de peces (control y expuestos), y
determinar si existian diferencias significativas
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entre los parametros evaluados. La toma de de-
cisiones se realizé a un nivel de significancia del
95%. Los analisis estadisticos se realizaron con
el paquete estadistico Statgraphic version 5.1 en
ambiente Windows (SokAL Y RoHLF 2009).

RESULTADOS

Se observaron diferencias significativas en las
respuestas de quimiotaxis y de adherencia de los
leucocitos PMN provenientes de los diferentes
grupos evaluados (K-W=27,53; P<0,05; K-W=
46,41; P<0,05 respectivamente), los valores pro-
medio maximos lo presentaron los grupos con-
troles (3,20 + 0,50 cm para la quimiotaxis y 31,08
+ 1,29% para la adherencia); mientras que los
valores minimos de quimiotaxis se obtuvieron
en el grupo expuesto durante 21D (2,10 £ 0,14
cm) y para la adherencia (15,41 + 0,93%) para
el grupo de 45D (Fig.1, Fig. 2).

El andlisis estadistico determind que hubo dife-
rencias significativas en la actividad fagocitica
de los PMN de los diferentes grupos de peces
expuestos a Cd (K-W=40,15; P<0,05 ); los ma-
yores valores se observaron en el grupo control
(73,07 £ 4,51%) y el menor valor promedio se
observo en el grupo expuesto durante 45D (21,30
+ 3,40%) (Fig. 3); igualmente, se evidenciaron
diferencias significativas para el indice
fagocitario (K-W=32,75; P<0,05 ) (Fig. 4), los
mayores valores se observaron para el grupo
control (2,83 + 0,29) y el menor valor para el
grupo expuesto durante 45D (1,85 +0,22). Para
el estallido respiratorio (Fig. 5) se observaron
diferencias significativas entre los grupos (K-W=
31,50; P<0,05), el valor mas alto se observo para
el grupo control (95,00 +2,40%) mientras que el
menor se registrd para el grupo de 31D (61,00 +
1,80%).
DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que el efecto
del Cd sobre las respuestas celulares evaluadas
relacionadas con la capacidad inmunologica de
las células del pronefros responde al tiempo de
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exposicion al metal mas que por la dosis em-
pleada.

La disminucion en la respuesta quimiotactica de
las células del pronefros (Fig. 1) sugiere que el
Cd afecta la funcionalidad de estas células ac-
tuando sobre el citoesqueleto. Se ha reportado
que metales como el Cd afectan la respuesta
fagocitica de PMN sanguineos en peces expues-
tos a este metal (RapHAKRISHNAN 2010). Sin
embargo, en esta investigacion se demuestra que
el Cd afecta a los PMN mucho antes de que sean
liberados a la sangre periférica, es decir, son
perjudicados directamente en el 6rgano produc-
tor de los mismos (pronefros), y que,
adicionalmente el efecto inmunosupresor del
metal va a depender del tiempo de exposicion al
mismo, todo esto quizas relacionado con la ca-
pacidad que tiene este drgano de bioconcentrar
el Cd, previamente. Marcano (2011), también
en C. macropomum, hall6 que los niveles de Cd
en pronefros aumentaron significativamente, asi
mismo determind que el metal tiende a acumu-
larse en mayor concentracion en el riidn en pro-
porcion con el tiempo de exposicion.). Por su
parte, KONDERA ET 4L. (2014), hallaron en
Cyprinus carpio que el Cd tiene muy alta afini-
dad por el pronefros.
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Fig. 1. Quimiotaxis de leucocitos polimorfonucleares pro-
venientes del pronefros de alevines de Colossoma ma-
cropomum expuesto durante diferentes lapsos a 0,1 mg/L
de Cd. C= control, 3D= 3 dias, 21D= 21 dias, 31D= 31
dias y 45D= 45 dias.
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Todo lo anterior permite sefialar que el pro-
nefros es un 6rgano diana del Cd, por lo tan-
to, es logico pensar que sus efectos nocivos
se vean reflejados tanto en la citoarquitectura
del 6rgano, como en la de las células que en
¢l se producen (ANTON-MARIN ET 4L. 2015),
asi como en la funcion de las células PMN
originadas en este o6rgano, tal como se ob-
serva en esta investigacion, de igual manera,
una disminucion de la quimiotaxis también
fue observada por VarGas (2008) en
granulocitos provenientes del rifion de C.
macropomum expuesto a Cd y cobre, separa-
damente, mostrando el efecto que tienen es-
tos dos metales pesados y en especial el Cd
sobre la capacidad inmunologica de las célu-
las estudiadas.

Estudios realizados por Xu £r 4r. (2009),
mostraron los efectos del Cd en las células
del 4pice radicular de Al/ium sativum, demos-
trando que el Cd afectd los mecanismos de
control de la organizacion de los microtibu-
los del citoesqueleto, asi como a los proce-
sos de ensamblaje/desensamblaje de la
tubulina, concluyendo que los microtubulos
del citoesqueleto son sitios diana de la toxi-
cidad de Cd en células de la punta de apice
radicular. Este mecanismo propuesto por Xu
ET 4L. (2009) pudiese explicar los resultados
encontrados en este estudio, ya que tanto la
quimiotaxis, la adherencia (Fig. 2), el IF (Fig.
3), asi como la AF (Fig. 4), estan alteradas,
debido a que estos parametros son mecanis-
mos que dependen de la exacta conformacion
del citoesqueleto, la cual a su vez depende,
en gran medida, de iones Ca'", cuyo metabo-
lismo se ve afectado por el Cd (TVERMOES ET
4L. 2011). En base a lo antes expuesto se debe
sefialar que, probablemente, el Cd, a través
de su accion sobre el Ca™, actue sobre las
c¢lulas del pronefros afectando los parame-
tros examinados.
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Fig. 2. Adherencia de leucocitos polimorfonucleares pro-
venientes del pronefros de alevines de C. macropomum
expuesto durante diferentes lapsos a 0,1 mg/L de Cd. C=
control, 3D= 3 dias, 21D=21 dias, 31D=31 dias y45D=
45 dias.
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Fig. 3. Actividad fagocitica de leucocitos polimorfonu-
cleares provenientes del pronefros de alevines de
Colossoma macropomum expuesto durante diferentes lap-
sos a 0, 1 mg/L de Cd. C= control, 3D= 3 dias, 21D= 21
dias, 31D= 31 dias y 45D= 45 dias.
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Fig. 4. Indice fagocitario de leucocitos polimorfonucleares
provenientes del pronefros de alevines de Colossoma
macropomum expuesto durante diferentes lapsos a 0, 1

mg/L de Cd. C=control, 3D= 3 dias, 21D=21 dias, 31D=
31 dias y 45D= 45 dias

Indice Fagocitario
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Asi mismo, la disminucion de la respuesta
fagocitica en la modalidad evaluada [(estallido
respiratorio (Fig. 5)], pudiera también sugerir una
respuesta toxica no especifica ante el Cd rela-
cionada con sus propiedades fisicoquimicas,
entre estas la afinidad que tiene el Cd por los
grupos —SH, —OH, carboxilo, fosfatil, cisteinil e
histidil, los cuales son parte fundamental de las
biomoléculas y por su accion competitiva con
otros elementos funcionalmente esenciales, ta-
les como el zinc, el hierro y el Ca™, provocando
asi la inhibicion de las enzimas y proteinas que
participan en esta respuesta (Liu £7 42. 2011).

100

= ==
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L=]
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C iD AD D 45D

Estallido respiratorio (%)

Tratamiento
Fig. 5. Estallido respiratorio de leucocitos polimorfonu-
cleares provenientes del pronefros de alevines de
Colossoma macropomum expuesto durante diferentes lap-
sos a 0, | mg/L de Cd. C= control, 3D= 3 dias, 21D= 21
dias, 31D=31 dias y 45D= 45 dias

El descenso en el porcentaje de adherencia de
las células del pronefros esta en concordancia
con la alteracion de los otros parametros evalua-
dos (IF, AF y quimiotaxis) ya que la misma, ade-
mas de tener una estrecha relacion con ellos, tam-
bién ejerce influencia en estos. Posiblemente, la
disminucion de este parametro se encuentre vin-
culada con la estructura de ciertas proteinas cla-
ves en el proceso de adhesion celular tales como
las integrinas (Mousa 2004) y las caderinas (VaN
Roy & Berx 2008). Las integrinas son proteinas
transmembranas, que poseen un dominio amino
terminal que se une estrechamente al colageno y
a otras células y pueden actuar como moléculas
de adhesion célula-célula. El dominio amino-ter-
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minal es el sitio de unién de los ligandos para
que puedan unirse a las integrinas. En ambos
casos, los dominios de las integrinas incluyen
sitios de union de tres cationes divalentes. Uno
de ellos estd permanentemente ocupado a con-
centraciones fisiologicas de los cationes diva-
lentes, y une Ca™ o Mg™, los principales catio-
nes divalentes de la sangre (Hynes 2002).

Estudios realizados por DonG £r 4. (2009),
muestran que el Cd causa disfuncion endotelial
con relacion a la funcion de las integrinas, este
hallazgo es importante ya que relaciona el efec-
to del Cd sobre la estructura y funcion de una
proteina crucial en el proceso de adherencia y
por tanto en el proceso de fagocitosis, lo que esta
en concordancia con resultados encontrados por
Marcano (2011) sobre la disminucion de Ca™ y
Mg"™ en peces expuestos a Cd, ya que el Ca™y
el Mg™ son metales fundamentales para el buen
funcionamiento de las integrinas. Es posible en-
tonces concluir que este es otro de los posibles
mecanismos por el cual el Cd afecta la
fagocitosis.

Estos resultados corroboran los hallazgos de
VarGas (2008) quien demostré el efecto del Cd
sobre las células del pronefros de juveniles de
C. macropomum evidenciado en la disminucion
de la quimiotaxis de los PMN del pronefros,
mientras que SALAZAR-LuGo E7 4r. (2006) y
SaLazarR-LuGo 7 4L. (2009) determinaron el efec-
to del cobre y del Cd respectivamente, sobre la
respuesta de este organismo estableciendo la sen-
sibilidad del pez ante un toxico metalico.

En resumen, todos estos resultados se vinculan,
in vivo, con una disminucion de la capacidad de
los fagocitos para difundir a la zona del dafo,
formar seuddpodos y por consiguiente fagocitar
las particulas extrafias, lo cual a su vez trae como
consecuencia implicita e inequivoca que se vea
seriamente afectada la respuesta inmune innata
de los alevines de C. macropomum, como bien
puede notarse en los resultados hallados en esta
investigacion.
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CONCLUSIONES

Los hallazgos obtenidos demuestran la accion
nociva del Cd para con las células fagociticas
del pronefros de alevines de C. macropomum a
una dosis subletal de 0,10 mg.L"'. El efecto
inmunotoxico del Cd se evidencio por la supre-
sion observada en los procesos de quimiotaxis,
respuesta fagocitica y en la efectividad para in-
ducir accidon microbicida, mecanismos de pro-
teccion de primera linea en los procesos de in-
munidad innata lo que conlleva a la disminucion
de la eficacia de los mecanismos microbicidas
intracelulares y de la resistencia inmune, aumen-
tando a su vez la susceptibilidad de los peces a
las infecciones.

La alteracion de las respuestas inmunoldgicas
evaluadas en los PMN del pronefros de alevines
de C. macropomum evidencian, no solo el efec-
to del Cd sobre el sistema inmune del organis-
mo, sino que también la alteracion del estado de
salud de éste.
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ABSTRACT

In this work we study the molecular structure formed by the reaction of 3-mercapto-1-propanol
(3-MP) with acrylamide (AA) on gold surfaces, through of self-assembly technique. The first
step was the formation of a self-assembled monolayer (SAM) of 3-MP on the gold surface,
using a 3.0 mM solution in anhydrous ethanol. Then, this monolayer reacted with acrylamide
using a 2.5 mM solution of AA in a slightly basic solution. These surfaces were characterized
by cyclic voltammetry (CV), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), and FT-IR specular
reflectance. By CV, 2.5 mM Fe(CN)* solution as the redox active couple was used, in 0.10 M
KClI solution. Increasing amount 3-MP and AA on the gold surface, the reduction and oxidation
current of ferricyanide species become smaller, indicating a blockade of the surface. In the
XPS study, the binding energy peaks of Au, C, O, S, and N were shown. In the 3-MP/Au
surface the C, O, and S were presents. In the derivatized surface we obtained clear signals of C-
O-C, C=0 and C-NH,. The results obtained by FT-IR specular reflectance showed different
absorption bands for 3-MP, AA and after derivatization on the gold surface.

Keywords: SAMs; 3-mercapto-1-propanol; acrylamide, chemical derivatization, surface
analysis.

RESUMEN

En este trabajo se estudia la estructura molecular sobre superficies de oro formada por la reac-
cion de 3-mercapto-1-propanol (3-MP) con acrilamida (AA), mediante la técnica de
autoensamblaje. El primer paso fue la formacion de una monocapa autoensamblada (SAM, por
sus siglas en inglés) de 3-MP sobre la superficie del oro, utilizando una solucion 3,0 mM en
etanol anhidro. Luego, esta monocapa reacciond con acrilamida usando una solucion 2,5 mM
de AA en una solucién ligeramente basica. Estas superficies se caracterizaron por
voltamperometria ciclica (CV, por sus siglas en inglés), espectroscopia de fotoelectrén de ra-
yos X (XPS, por sus siglas en inglés) y reflectancia especular FT-IR. Por CV, se utiliz6 una
solucion de ferricianuro (Fe(CN)*) 2,5 mM como el activo redox, en una solucion de KCl
0,10 M. Al aumentar la cantidad de 3-MP y AA en la superficie del oro, la corriente de reduc-
cidn y oxidacion del ferricianuro se hacen mas pequefias, lo que indica un bloqueo de la super-
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ficie. En el estudio de XPS, se mostraron los picos de energia de enlace de Au, C, O, S y N. En
la superficie 3-MP/Au estaban presentes C, O y S. En la superficie derivatizada se obtuvo
sefiales claras de C-O-C, C=0 y C-NH,. Los resultados obtenidos por reflectancia especular
FT-IR mostraron diferentes bandas de absorcion para 3-MP, AA y después de derivatizacion

sobre la superficie del oro.

Palabras claves: SAMs; 3-mercapto-1-propanol; acrilamida, derivatizacidon quimica,

analisis de superficies.

INTRODUCTION

Acrylamide (AA) is a neurotoxic substance that
is formed when we cook foods rich in sugars at
high temperatures. This compound is formed
when an amino acid reacts with a reducing sugar.
(Tateo ET 4. 2010; ANESE ET 4L. 2011). This
substance is present in coffee, chips, cookies, and
cereals (ANDRZEIEWSKI ET 4AL. 2004; TAEYMANS ET
4L. 2005). The risks of developing cancer and
genetic mutations have been proven in animal
studies in research laboratories (Von
MUHLENDAHL & OT1T0 2003; TOrNQvIsT 2005;
Caruano & Focriano 2011). This compound has
been classified as a chemical producer with
carcinogenic potential and has been included in
category 2. Until now, the minimum concentra-
tion to be considered dangerous in the human
body is not known, although it is not cumulative
and is discarded by the body.

The determination of acrylamide in foods has
been done by several analytical techniques,
including capillary electrophoresis, high perfor-
mance liquid chromatography, gas chromatogra-
phy and electrochemistry. The most used
technique is high performance liquid chromato-
graphy and mass spectroscopy (DUNOVSKA ET 4L.
2006; KERAMAT ET 4L. 2011; TEKKELI ET 4L. 2012;
VESELA & SucMaN 2013; YosHIOKA ET 4L. 2020).

The self-assembly technique allows us to form
ordered monolayers of molecules on the metal
surface, by adsorption. This allows us to obtain
well-defined molecular structures on solid
surfaces (Krasewska E7 42 2008). The formation
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of these organized surfaces allows us to react on
them, to be used in molecular recognition on a
well-ordered surface (ALLara & Unozo 1985;
FINKLEA ET 4L. 1986; SWALEN ET 4L. 1987; CHIDSEY
& Loiacono 1990; LABINIS E7 4L. 1991; FINKLEA
& HANSHEW 1992; FINKLEA ET 4L. 1993; ULMAN
1996; KrAJEWSKA ET 4L. 2008).

This work is focused on the study of the reaction
of 3-MP with AA on gold surfaces using
spectroscopic and electrochemical techniques.
SAM of 3-MP on gold surfaces was prepared
successfully. This reaction was followed by CV,
XPS and FT-IR. This new system can serve to
recognize the acrylamide compound in aqueous
solution.

MATERIAL AND METHODS
Chemicals

Potassium ferricyanide (K,Fe(CN),) (Aldrich,
99%),3-mercapto-1l-propanol
(HSCH,CH,CH,OH, 3-MP) (Aldrich, 99%),
acrylamide (H.NCOCHCH,, AA) (Aldrich,
99%), potassium chloride (KCl), ethanol
Anhydrous (Aldrich, 99.8), sulfuric acid
(Aldrich, 99.999%), sodium hydroxide (NaOH,
99%), were used as received. The water used was
previously distilled and pumped through a
nanopure system (Barnstead) to give 18 MW-
cm water. All electrochemical measurements
were done at room temperature. The aqueous
solutions were degassed with nitrogen for least
30 min prior to an electrochemical experiment.
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Cell and instrumentation

The electrochemical cell employed was a
conventional three-electrode cell using platinum
wire as a counter electrode. All potentials are
reported with respect to Ag/AgCl reference
electrode. A potentiostat/galvanostat EC Epsilon
from BASI, connected to a cell stand C-3 for
voltammetry. The cell is equipped with a
platinum wire auxiliary electrode (7.5 cm) with
gold-plated connector (MW-1032),and a 7.5 cm
long RE-5B Ag/AgCl reference electrode with a
Vycor frit (the filling solution is aqueous 3 M
NaCl that has been saturated with AgCl). Soft-
ware: EC epsilon version 1.60.70, were used.

X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) was
done using a PHI 5600ci spectrometer with an
Al Ka X-ray source at 15 kV and 350 W. The
pass energy used was 93 eV for the survey
analysis and 59 eV for high energy resolution
studies.

The binding energy values reported were
corrected using the C 1s signal of the atmospheric
contaminants (285.0 eV).

For FT-IR studies a 100 FTIR Spectrometer, from
Perkin Elmer, equipped with a Universal ATR
(uATR) top plate accessory one refraction. Soft-
ware: Spectrum version V.6.0, was used.

Substrate pre-treatment

A cleaning treatment was applied to the gold
surfaces used, before being modified. The
polycrystalline gold electrodes used for the elec-
trochemical measurements were prepared by
polishing gold electrodes with 1.0, 0.3, and 0.05
mm Al O, paste, and then rinsed copiously with
nanopure water. Before the modification and
derivatization, the cleaning of the electrodes was
verified by cyclic voltammetry ina 1.0 M H SO,
solution until the characteristic CV was observed.
The electrode was polished with AL O, paste,
again and washed copiously with nanopure water.
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Finally, they were dried with an argon gas flow.
A cyclic voltammogram of a clean gold electrode
of 1.6 mm of diameter in 1.0 M H,SO,, at 100
mV/s scan rate is shown in Fig. 1. The current-
potential behavior shown in this figure is
characteristic of a clean Au surface in a clean
test solution (MacpoNALD & JouNnsoN 1987;
LaBmNiS E74L. 1992; TooNt & HavasHi 1995; XING
ET 4L. 2003).

Oxidation
1.0x10™ 4
E 0.04
3 -1.0x10%1 1
3 0™+ Reduction
00 04 08 12 16

Potential (V) vs. AglagCl

Figure 1. Cyclic voltammogram of clean gold surface in
1.0 M H,SO, solution. Scan rate 100 mV s™'. The solution
was degassed with N, flow for least 30 min. Measurements
were performed at 21 + 1 °C.

Preparation of self-assembled of 3-MP on
gold surfaces

MAXTEK? gold substrates were used for the
surface study. These crystals are composed of
2000 A of gold on top of a polished AT-cut quartz
crystal, using a thin film of chromium or titanium
as an underlayer to improve adhesion between
gold and the quartz crystal.

Commercial gold disk electrodes (Bio-Analytical
System, BAS) of 1.6 mm of diameter were used
to carry out the electrochemical study.

The previously cleaned substrates were
submerged in a 3.0 mM 3-MP ethanol solution
for 24 hours, for surface studies.
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Derivatization of the SAMs of 3-MP/Au

The surface modified with 3-MP, was exposed
to an AA solution for its derivatization. The
reaction was carried out in 2.5 mM AA, in a
slightly basic solution, for 48 hours. After this
step, the AA/3-MP/Au surface was removed
from this solution, rinsed with ethanol, dried with
argon and placed in a desiccator to be
characterized. Scheme 1 shows the complete
process of modification and reaction on gold
surfaces.

RESULTS AND DISCUSSION
Electrochemical studies

To study the modified gold surface with a 3 MP
monolayer, the cyclic voltammetry (CV)
technique was applied. With this technique it 1s
possible to demonstrate that the gold surface has
been modified with this molecule. 2.5 mM of
Fe(CN).*,in 0.10 M KCl solution, was used to
characterize these modified surfaces. The elec-
trochemical responses of Fe(CN) > on these
surfaces are shown in Fig. 2, corresponding to
(a) for clean gold, (b) gold surface modified with
3.0 mM 3-MP for 24 hours, in alcoholic solution
(3-MP/Au) and (¢) 3-MP/Au surface derivatized
with 2.5 mM acrylamide (AA) for 48 hours, in a
slightly basic solution. It was noted that the
increasing number of organic molecules on gold
surface bring as consequence a diminution of the
peak current of the reduction and oxidation of
ferricyanide species, indicating a blockade of the
surface.

The electrochemical responses are clear and an
important difference between peak currents of
the unmodified and modified surface is observed.
The answer in Fig. 2 (¢) is due to the derivatiza-
tion achieved on the surface. A possible expla-
nation for this current may be that the molecules
are relatively small. Another explanation is the
possible presence of active sites on the gold
surface, which could be causing current respon-
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ses to be observed, without the surface being
completely blocked. A similar voltammetric
behavior was found previously with modified
platinum electrodes with 3 mercaptopropionic
acid (HSC H,COOH) and 3-aminopropyltrime-
thoxysilane (H,NC,H Si(OCH,),) (LABINIS ET
4L 1992; TooNt & HayasHhi 1995).

2. 0w10™ 4

1.0x107 -

0.04

Currant (i)

-1 Mt -

-2.0x10™ 4

04 02 00 02

Potential (V) vs. Ag/AgCI

08 06 04

Figure 2. Cyclic voltammograms of 2.5 mM K Fe(CN),
in 0.10 M KCl solution: (a) for clean gold, (b) gold surface
modified with 3.0 mM 3-MP for 24 h (3-MP/Au) and (c)
3-MP/Au surface derivatized with 2.5 mM acrylamide
solution for 48 h. Scan rate 100 mV s'. Measurements
were performed at 21 + 1 °C.

Spectroscopic characterization.

X-ray photoelectron spectroscopy (XPS)
studies

X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) has
been widely used to study the composition of
self-assembled thiols. For example, LABINIS E7
4L. (1992) studied the structure and composition
of different n-alkanethiols on copper, silver, and
gold surfaces. In this work, we performed XPS
measurements to study the composition of 3-MP/
Au SAM and AA/3-MP/Au derivatized on gold
surfaces at take-off angle of 45 degrees. The
survey XPS spectra of the gold substrate
untreated (blank) and treated with 3 mM 3-MP,
in ethanolic solution for 24 hours, afterward de-
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rivatized with AA, are shown in Fig. 3 (A, B,
and C).
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Figure 3. XPS spectra of the (A) bare Au, (B) 3-MP/Au,
and (C) AA/3-MP/Au electrode systems.

These spectra showed photoemission peaks that
were attributed to the Au, C, O, N, and S atoms
that are present in the 3-MP and AA modified
gold surface. The spectra in Fig. 3A present the
binding energy peaks that were attributed to the
Au (41, and 4f, ) and Cls, which are present at
the gold clean. The presence of carbon is
attributable to environmental pollution. The
blank XPS spectrum, shown in Fig. 3A, has the
same XPS signals as that presented for the Au
modified surfaces, with exception of the S2p and
Ols signals (Fig. 3B). The modification of the
gold surfaces with 3-MP is confirmed with the S
binding energy peaks. Fig. 3C shows the
presence of Cls and Ols with greater intensity
than in Figs. 3A and 3B. It also shows N1s. In
addition to the above signals, the presence of
sodium is shown, because it was part of the
aqueous solution where the derivatization
reaction occurred, being trapped in the monola-
yer (LAIBINIS £T 4L. 1992; YANG ET 4L. 2001).

XPS spectra for the core binding energy region
of gold are shown in Fig. 4. The three spectra,
taken under the same mmstrumental conditions,
reveal how the signal of gold is reduced when
the Au surface is modified with 3-MP (Fig. 4Ab)
and derivatized with AA (Fig. 4Ac). The decrease
on the peak height and area is an indication that
these compounds are adsorbed on the Au surface
and are blocking the XPS detection of Au 4f
photoelectrons.
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Figure 4. High-resolution XPS spectra for (A) the Pt4f, ,
and Pt4f,  core binding energy region: (a) bare Au, (b) 3-
MP/Au, and (c) AA/3-MP/Au electrode systems; (B) XPS
spectra for Cls binding energy region: (a) bare Au, (b) 3-
MP/Au, (c) AA/3-MP/Au electrode systems; and (C) (a)
bare Au, (b) 3-MP/Au, and (c) AA/3-MP/Au electrode
systems. Same XPS instrumental analysis conditions were

used.
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Fig. 4B shows the Cl1s region, where is observed
that the greatest displacement in binding energy
is shown by the AA/3-MP/Au surface (Fig. 4Bc),
presenting a wide peak, where it can deduce
several types of carbon on this surface. Figure 5
shows the high resolution XPS to assign the
binding energies for each type of carbon, by
functional groups.

Fig. 4C shows the Nls region, where the
presence of nitrogen in the derivatized surface
(Fig. 4Cc) is clearly observed. On the others
surfaces, only noises were observed, discarding
presence of nitrogen.

Fig. 4D shows the S2p region. The presence of
sulfur on the surface of 3-MP/Au (Fig. 4Db) is
clearly observed. The sulfur signal is attenuated
on the AA/3-MP/Au surface because the sulfur
atom forms a thiolate with the gold surface and
the detection of its electrons are blocked by the
derivatized molecules (Fig. 4Dc).

The chemical derivatization of the 3-MP/Au,
with acrylamide, AA, was followed. Fig. 5 (A,
B, and C) shows curve-fitted high-resolution
XPS spectra of this derivatization. The C (1s)
binding energy region, for the AA/3-MP/Au
surfaces (Fig. SA), three peaks are observed. One
peak at 287.7 eV, this peak can be attributable
to N-C=O0, the peak at 286.4 eV attributable to
C-0O-C, and the peak at 284.6 eV attributable to
-CH, (ALLARA & UNozo 1985; FINKLEA ET AL.
1986; SWALEN ET 4L. 1987).
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Figure 5. Curve-fitted high-resolution XPS spectra for
(A) Cls, (B) Ols, and (C) Nls regions of AA/3-MP/Au
electrode system.

Fig. SB shows the curve-fitted high-resolution
XPS spectra obtained for Ols. Here we observe
two signals for Ols, one peak at 531.6 eV
assigned at —C=0 and 532.7 assigned at C-O-C
(CHipsey & Loiacono 1990; FiNnkLEA & HANSHEW
1992; FINKLEA ET 4L. 1993).

XPS spectrum obtained of the N1s region, only
one peak was observed at 400 eV (See Fig. 5C),
attributable at -NH,, this observation indicates
the presence of amide bonds on the modified gold
surface.

The atomic composition of C, O, Au, N and S,
for each surface under study is shown in Table
1. The Cls signal for the AA/3-MP/Au surface
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is maximum. The presence of Ols on the 3-MP/
Au and AA/3-MP/Au surfaces, is evident. The
S2p signal on the 3-MP/Au surface is clearly
seen, while it is almost imperceptible for the AA/
3-MP/Au surface.

The atomic ratio of carbon to oxygen was
calculated from XPS spectrum after each
treatment at Au surface. The atomic ratio of Cls/
Olsis 3.4 (3:1 for 3-MP/Au and 6:2 for AA/3-
MP/Au). The atomic ratio of C1s/N1sis 6.3 (6:1).
In these atomic composition ratios, an amount
of carbon coming from atmospheric
contaminants is observed.

T < A Y
Cls 1.8 329 6.4
0ls <11 15.5 17.7
Aundf H02 ' 1.4
Nls 0.0 0.0 46
S2p 0o 120 09

Table 1. Atomic composition (%) on the different Surface
from XPS analysis.

The organization of AA/3-MP on Au surface was
studied by angle resolved X-ray photoelectron
spectroscopy (ARXPS). As the take-off angle
decreases, the surface sensitivity of XPS
increases (RATNER £74L. 1997; Brito ET 4L. 2004).
From angle-resolved XPS measurements, the
AA/3-MP organization on gold surfaces at 157,
30°, 45°, 60°, and 75° take-off angles was
obtained. The

relative presence for Au4f, at five different take-
off angles, to derivatized gold surfaces (AA/3-
MP) is shown in Fig 6a. It is observed that the
relative presence of the substrate was increasing
as the take-off angle was decreased. Since, the
take-off angle was moved away of the surface
and increased the sensitivity in depth, greater
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amount of the substrate is detected. The sulfur
intensity decreased at greater angles (Fig. 6b).
On the other hand, the carbon intensity decreased
at 75° (Fig. 6¢). These results indicate that the 3-
MP compound have been adsorbed on the gold
surface, through the sulfur. This demonstrates the
diminution in the carbon intensity and the high
presence of N1s (Fig. 6d) to greater angles. The
amount of oxygen on the surfaces as the angle
changes is shown in Fig. 6e. The -OH
functionality (from 3-MP) being exposed in the
film-solution interface has been derivatized,
forming O=C-NH,. Now, the amide will be
present in the surface.
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Figure 6. X-ray photoelectron angle resolved
measurements for gold surface derivatized with
acrylamide. Relative presence for (a) Au4f; (b) S2p; (c)
Cls; (d) Nls; (e) Ols.

Infrared Spectroscopy Study

Infrared spectroscopy was another useful tool
for studying the processes of chemical
transformations on the gold surface. Figures 7A
and 7B show the 3-MP and AA spectra,
respectively. In the Fig. 7A can be observed
absorption bands characteristics of the 3-MP.
For example, the bands at 3350 cm™, 2480 cmr
!, and 1080 cm™ corresponding to the stretch -
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OH, -SH, and -C-O, respectively. In the Fig.
7B absorption bands at 3369 cm™ and 3177 cmr
' corresponding to the stretch -NH, can be
appreciated. Also, the absorption band
corresponding to the stretch -C=0 of the
acrylamide appear at 1661 cm’. Finally, the
absorption band at 1600 cm™ can be assigned
to the C=C stretch conjugated ofthe acrylamide
(Parxk & Kiv 2010).

On the other hand, the IR spectrum of the gold
surface derivatized with 3-MP and AA is shown
in Fig. 7C. Some changes can be observed when
this spectrum is compared with the spectra in
Figs. 7A and 7B. For example, the disappea-
rance of the absorption band at 2480 cm™ (n-
SH) is indicative that the 3-MP is adsorbed on
the gold surface in the first step of the
modification reaction forming Au-S(CH,),OH
SAMs (Scheme 1). Other important fact is the
disappearance of the stretch C=C at 1600 cm
of the AA. In this case an absorption band at
1092 cm is appreciated. This band is attributed
to the stretch C-O-C of'the ether group that can
be formed when the -OH group of the 3-MP
and the double bond of the AA react in the final
step of the derivatization on gold surfaces. The
displacement of the stretch -C=0O of AA from
1661 cm™ to 1667 cm™ is also be observed. This
can be attributed to the effect of the derivatiza-
tion reaction on gold surfaces in the final step
of the reaction. The double bond of acrylamide
is electron-deficient and produces Michael-type
addition reactions, many of which are reversi-
ble. In general, the greater the nucleophilic
character of the species it attacks, the faster the
reaction will be. Compounds including a
hydroxyl group, such as alcohols and phenols,
react rapidly with the acrylamide in the presence
of a base to form the corresponding ethers
ROCH,CH, CONH, (PArRk & Kmm 2010).

These results corroborate the modification of
the Au surface and the derivatization achieved
with AA, presented in the Scheme 1.
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Scheme 1. Complete process of modification and reaction
on gold surfaces.

CONCLUSIONS

The reaction of a-b unsaturated double bond of
an amide, as in AA, with a surface that presents
SAMs of 3-MP/Au (see Scheme 1) is a versatile
and synthetically convenient method to generate
derivatized surfaces that can be used to study
the processes of adsorption. The derivatization
of 3-MP/Au systems through Michael Addition
reaction is a general procedure for inserting a
wide variety of functionalities into modified
surfaces. The cyclic voltammetry results
indicate that the derivatized gold surfaces,
compared with the modified gold surfaces, is
most free of mass transfer effects. The
spectroscopic analysis showed evidence of the
process of chemical transformation on gold
surface. XPS analyses indicated that the 3-MP
and AA modified and derivatized the gold
surfaces, respectively. These analyses also
demonstrate the derivatization or conversion of
the hydroxyl groups, of 3-MP, to ether groups
when AA react with 3-MP, through Michael
addition reaction. On the other hand, from the
IR specular reflectance studies it was possible
to corroborate the results obtained by XPS.
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ABSTRACT

The molecular interactions between four widely used antimalarial, chloroquine, primaquine,
quinine, and amodiaquine, with itaconic acid dimer, have been studied by the mean of the
Density Functional Theory calculation in both vacuum and water environment, using B3LYP/
++6-31G(d,p) basis set and PCM model of solvent. Chloroquine, primaquine, and quinine
show a suitable interaction with the itaconic acid dimer, with binding energy into the range of
-17 to -6.7 kcal/mol. These values of binding energies suggest the formation of stable and
exothermic complexes in the field of physisorption energy. By contrast, the positive value of
binding energy for amodiaquine indicates a slight chance to be absorbed into the hydrogel
polymer. Furthermore, the NBO calculation and the second-order perturbation theory indicate
a strong charge-transference from chloroquine and primaquine to the itaconic acid dimer. Besides,
these results suppose the interactions are mainly polar where the hydrogen bond plays a pivotal
role in the complex stabilization. On the other hand, the CPCM calculations suggest the
chloroquine and primaquine complex are stables, with suitable values of both, LogP and dipole
momentum, implying the swelling of these complex in water and the eventual drugs controlled
delivery from the polymeric matrix.

Keywords: DFT, hydrogel, antimalarial, controlled drugs delivery, binding energy
RESUMEN

Las interacciones moleculares entre cuatro antipaludicos ampliamente utilizados, cloroquina,
primaquina, quinina y amodiaquina, con dimero de 4cido itacénico, se han estudiado mediante
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el calculo de la Teoria Funcional de la Densidad tanto en ambiente de vacio como de agua,
utilizando B3LYP / ++ 6- Conjunto de bases 31G (d, p) y modelo PCM de disolvente. La
cloroquina, primaquina y quinina muestran una interaccion adecuada con el dimero del acido
itaconico, con una energia de enlace en el rango de -17 a -6,7 kcal / mol. Estos valores de
energias de enlace sugieren la formacion de complejos estables y exotérmicos en el rango de
energia de fisisorcion. Por el contrario, el valor positivo de la energia de unién para la
amodiaquina indica una pequefia posibilidad de que se absorba en el polimero de hidrogel. El
calculo de NBO y la teoria de perturbacion de segundo orden indican una fuerte transferencia
de carga de cloroquina y primaquina al dimero del acido itacénico. Ademas, estos resultados
suponen que las interacciones son principalmente polares donde el enlace de hidrégeno juega
un papel fundamental en la estabilizacion del complejo. Por otro lado, los calculos de CPCM
sugieren que el complejo de cloroquina y primaquina son estables, con valores adecuados tanto
de LogP como del momento dipolar que implican el hinchamiento de estos complejos en agua
y el eventual suministro controlado de farmacos desde la matriz polimérica.

Palabras clave: DFT, hidrogel, antipalidico, administracion controlada de farmacos, energia
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de union.

INTRODUCTION

Malaria is a significant public health issue
because it can potentially infect around 3.2
billion people worldwide. From 2016 until the
present, 206 million people have been infected
globally, mainly affecting children under five
years old in regions with the highest incidence
rates. Currently, several conventional antimala-
rial treatments seem to show several disadvan-
tages (MURRAY ET AL. 2012; WorLD HEALTH ORr-
GANIZATION 2016).

The main disadvantages of conventional antima-
larial treatment are the toxicity of the drugs
applied and the lengthy treatment time. As a
result, other organisms might be affected because
the excess of toxic drugs can transfer to them
during the treatment periods (MURRAY ET AL.
2012). On the other hand, antimalarial drugs have
become ineffective due to the emergence of
multidrug-resistant strains. Thus, the
development of new antimalarial drugs and
treatments is urgently needed (MURAMBIWA ET AL.
2011).

The development of new antimalarial drugs
requires significant economic investments and
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long periods of in-depth research. Therefore, it
has been proposing non-conventional treatments
to treat this disease efficiently (AL QARAGHULI ET
AL. 2017). These new methods of dosage allow
supplying specific amounts of toxic antimalarial
drugs to the organism, ultimately decreasing the
risk of affecting other orgasms during the
treatment (SANTOS-MAGALHAES ET AL. 2010;
FERNANDEZ-BUSQUETS ET AL. 2016).

Previous studies indicated that a transdermal with
a hydrogel matrix patch could efficiently treat
malaria. This method has the advantage that it
can avoid the first step of the hepatic metabolism
by delivering toxic drugs with desired rates.
Therefore, diminishing the side effects of the
medications in human organs. However, the main
limitation of this method is the selection of the
suitable hydrogel that will be applied to release
specific antimalarial drugs with desired rates
(BanGa & CHieN 1993; IorpANskI ET AL. 2000;
LEE ET AL. 2008).

Itaconic acid is a monomer often used to
synthesize hydrogels because this is innocuous,
of low cost, and can easily adhere to the skin
(BeErA DEY & CHAKRABARTY 2015). Besides, this
acid absorbs a high content of water and has a
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high degree of biocompatibility. Furthermore,
itaconic acid is a suitable compound for
designing hydrogel-systems of drugs dosage
(KatiME & RopriGUEZ 2001; TomiZ ET AL. 2006;
BERA ET AL. 2015).

The antimalarial drugs often used are
chloroquine, primaquine, quinine, and
amodiaquine. These compounds are suitable to
assess their affinity polymeric matrix because
they have functional groups of polar nature that
allow them to interact with the hydrogels
(KARADAC ET AL. 1996; WORLD HEALTH ORGANI-
ZATION 2015).

Ultimately, this assessment will contribute to
designing efficient hydrogels systems of
dosage; however, each compound’s intrinsic
nature makes it challenging to perform a pure
hydrogel that could have a similar affinity with
all of them. Therefore, as a first critical step,
assessing the compatibility between different
hydrogels and the compounds above is
necessary.

In this study, we assessed the molecular
compatibility between a model hydrogel system
built from itaconic acid and the most common
antimalarial compounds: chloroquine (CQ),
primaquine (PQ), quinine (QN), and
amodiaquine (AQ). To this aim, we applied
computational calculations at the level of DFT
by using a B3LYP/++6-31G(d,p) basis set. In
addition, several molecular descriptors were
also calculated (e.g., interaction energy, Gibbs
functional, molecular hardness and electronic
population analysis).

MATERIALS AND METHODS

To optimize the structure of minimal energy of
the antimalarial compounds (chloroquine,
primaquine, quinine, and amodiaquine) and
their dimers with Itanic acids (DAI), it applied
the Density Functional Theory (DFT) at vacuum
and water conditions by using Gaussian 16 for
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Linux. To this aim, the correlation-interchange
method of Becke, Lee, and Yang-Parr with three
parameters and the 6-3 1++G(d,p) basis set were
used (FriscH ET AL. 2016).

A dimer of itaconic acid was used as a model
for the hydrogel. The energy of interaction (DE),)
was applied as a reference to assess the
compatibility between the modelled hydrogel
and antimalarial compounds. Thus, negative
values of DE_ indicates compatibility, while
positive values suggest the opposite.

The values of DE_ were computed on the base
set superposition error method energy (BSSE)
described in equation 1:

AEy = Ecomplex = |EModel + Edrugs| + BSSE
DAI
(D
E

complex? EModer and E arugs WETE the energies of
the DAI-drugs complexes, DAI, and antimala-
rial compounds, respectively. Finally, BSSE was
the base-set superposition error method
(Gutowskl ET AL. 2016).

The electron flow direction was assessed by
computing DN as indicated in equation 2:

(ug — pa)
(ng +ny) )

Where p and n refer to the electronic potential
and global hardness, while A and B are the
donor and acceptor molecules of electrons, co-
rrespondingly, negative values of AN indicated
spontaneous electronic flow from A towards B,
while positive values suggested an opposite
flow direction.

AN =

Solvation energy (AGs) was computed by the
continuous polarization method (C-PCM) as
indicated in equation 3.
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AGSolv: Ewater_complex - Egas_complex

3)
Where Ewater_complex s complex correspondin-
gly are the energy of the water and gas complex.
The partition coefficient (logP) was also
estimated by the Ghose-Crippen method
(independent of the wavelength function). This
coefficient can provide information about the
swelling velocity of the hydrogel because it is a
proxy of the hydrogel solubility in the water and
lipid phase.

RESULTS AND DISCUSSION

The Newton-Rapson algorithm was applied over
all geometrical conformations to assess antima-
larial and complex D Al-antimalarial compounds’
minimum energy structure (DAI = Dimer
itaconic acid). Minimum energy structures are
shown in figure 1. Dashed lines are used to
highlight the dipolar interaction between DAI
and antimalarial compounds.
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Figure 1. Minimum energy structure for all compounds
studied herein, calculated at B3LYP/6-31++G (d, p) theory
level.

Table 1 shows the optimization energy for the
itaconic acid dimer (EH), antimalarial
compounds (EF) and the respective complexes
energy (EC), corrected by the mean of BSSE
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method, using the B3LYP/ 6-31++G(d,p) level
of theory. It can note that QN, PQ, and CQ form
exothermic complexes with the itaconic acid
dimer. These results suggest the complete
sorption of this antimalarial into the hydrogel
matrix. Moreover, the binding energy means a
physisorption process. However, the small and
positive AE  value for AQ indicates little
interaction with the hydrogel matrix. According
to table 1, the interaction order of antimalarial
compounds with the hydrogel matrix is:
AE (DAI-QN) <AE, (DAI-CQ) <DE, (DAI-PQ)
<<AE, (DAI-AQ).

Table 1. Molecular structure energies (kcal/mol) for the
antimalarial (EF), hydrogel model (EH), complexes (EC)
and the binding energy AE, using B3LYP/6-31++G (d,p)
theory level.

Complex  -EF {(kcal/mol) <EH EC (keal'moly  AF,
(kcal/mol) (kcal/mol)
I3]0 32502 62215136 145427155 -15.08
DAL-AD 92565364 62213136 154777926 573
A=Y 492270.73 62213136 1114408.8] -6.72
(RENE N aa(453.11 62213136 1272601 66 -17.20

Frontier molecular orbitals

Figure 2 shows the frontier orbital, HOMO, and LUMO,
related to minimum energy structures for all compounds
studied herein.

HOMO-QN

i

HOMO-DAI

LUMO-DAI

Figure 2. Frontier orbitals for the compounds studied
herein, obtained at B3LYP/6-31++G(d, p).
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A close inspection reveals that the CQ and QN
have frontier orbitals features similar to itaconic
acid ones. In addition, the HOMO and LUMO
wave functions locate in specific regions, albeit
different, of the structure. By contrast, frontier
orbitals for AQ and PQ are scattered in the entire
system. Thus, these results seem to point to a
likely molecular recognition between CQ and
QN with the itaconic acid; therefore, they have
higher binding energy with hydrogel than AQ
and PQ.

The molecular recognition between the itaconic
acid and some of the antimalarial compounds
guarantees spontaneous sorption into the
hydrogel. These results are relevant evidence that
encourages the use of itaconic acid hydrogel as
a possible vehicle for the controlled delivery of
CQ and QN.

Table 2 shows some molecular descriptors
derivate from density functional theory. It can
note that the band gap (LUMO-HOMO) of CQ
and QN complexes is higher than the rest of the
compounds, suggesting excellent stability for
these complexes. Furthermore, the N values
indicate a moderate electron transfer from anti-
malarial to the hydrogel. These results are
associated with dipole-dipole interactions via
intermolecular hydrogen bonds.

Table 2. Molecular descriptors for all DAI-antimalarial
complexes, computed at B3LYP/6-31++G(d, p).

DAI-CO DAI-AQ DAI-PO DAL-ON
15388 13417 11940 136.01

Muolecular Descripbo
-HOMCY (keal‘meol )

LU (keal‘mol) 3519 4573 08T 4396
LUMO-HOMO (keal/mol) OR.67 LR 5844 G206
Hardress global m (kealimal) 19.35 44.22 4422 4603
Flectromie potential, p 10450 B995 1509 B9.96

-AN (hdrogel-ontimalonalp keal'mol 0,09 11 020 014

DAI: Itaconic Acid Dimer, AQ =amodiaquine;
PQ=primaquine, QN =Quinine.

QSAR Properties

Table 3 shows values for three fundamental
properties with significant influence on drug-
delivery systems, i.e, lipophilicity (logP), dipole

momentum (n) and solvation free energy
(AGsolvat, in Kcal/mol).

Table 3. QSAR properties for all complexes studied herein.

Molecular descriptor — DACQ DARAQ DAI-PQ DAIQN

LogP T

Dipole momentum (Debye) 1223 765 167 497
AGsolvat (Fipo-E)  -21L50 15580 242 -031

According to table 3, all of the complexes have
LogP < 0; these results suggest that complexes
could be soluble in physiologic fluids;
additionally, except DAI-AQ complex, all of the
complexes have momentum dipolar > 5 and
negative solvation energy. These results on these
descriptors guarantee the suitable molecular
interaction between hydrogel chains and the
water; thus, the hydrogel could swell and deliver
the antimalarial compound.

In the case of DAI-AQ, the positive value of
solvation energy suggests a little interaction with
water. Thus, the swelling and the diffusion of
the drug from hydrogel could be a no
spontaneous process.

CONCLUSION

The entire results obtained in this work suggest
the experimental study of itaconic acid-based
hydrogel as CQ, PQ and QN delivery vehicle. In
contrast, the controlled AQ delivery from
itaconic acid could be ruled out because of the
little affinity of AQ with itaconic acid hydrogel
and the non-stability of the complex in the water
environment.
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EN HONOR AL VIGESIMO QUINTO ANIVERSARIO DE LA
EMPRESA SERVOLAB. LO MEJOR ESTA POR VENIR.

(IN HONOR OF THE TWENTY-FIFTH ANNIVERSARY OF THE SERVOLAB
COMPANY. THE BEST IS YET TO COME)

JOSE MANUEL MAGO MARCANO', MARY CRUZ ARREDONDO DE MAGO'
'Empresa Servolab Overseas

E-mail: jose.magoiwservolab.com.ve

ENTREVISTA

Con motivo del 25 aniversario de la empresa  proposito de conocer los inicios, el presente y el
Servolab, se entrevistd a su director general Ing.  futuro de esta empresa que ha apostado durante
José Manuel Mago Marcano y a su vicepresi-  estos afios por el servicio analitico en Venezuela
denta Mary Cruz de Arredondo de Mago ,conel  y Latinoamérica.

Gerencia de Servolab: Presidente José Manuel Mago Marcano v Vicepresidenta Mary Cruz de Mago
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El aiio 2022 es una fecha significativa por el
25 aniversario de Servolab. ;Cuiles fueron
los inicios de la empresa? ;Cuales son sus fi-
nes, filosofia y mision, con los que se consti-
tuyo? Servolab nacio de un suerio, rodeado de
muchos miedos e incertidumbres, que poco a
poco se fue haciendo realidad. Desde los comien-
zos de la empresa, siempre hemos tenido muy
claro lo que queriamos conseguir y como lograr-
lo. Nuestra filosofia de trabajo ha sido la que
nos ha guiado durante estos 25 anos y la que ha
permitido alcanzar las metas que nos hemos ido
trazando durante este tiempo.

;Como describiria a Servolab después de es-
tos 25 aiios de experiencia? Servolab, es una
empresa familiar que ha ido creciendo
exponencialmente afo tras afio hasta llegar a ser
una empresa referente en Venezuela y
Latinoamérica en servicio analitico. Una empresa
con un futuro prometedor gracias a los buenos
cimientos que hemos ido construyendo durante
este periodo de tiempo.

SERVOLAB SCIENCE NEWS 2022

; Cuiles resaltaria como los hitos que han per-
mitido a la compaiiia crecer y evolucionar?
Es dificil resaltar los hitos mas importantes de
la compaiiia. Pienso que lo que ha permitido a la
compania crecer y evolucionar ha sido la mane-
ra de afrontar y gestionar los buenos y lo malos
momentos. Durante 25 afios hemos tenido que
hacer frente a muchos acontecimientos, que, en
vez de hacernos retroceder, han provocado una
reaccion positiva que nos han hecho madurar y
Crecer COmo empresa.

En su opinion, ;cuiles han sido los progresos
mas destacados de la empresa? Destacable ha
sido la capacidad de evolucionar invirtiendo en
tecnologia y sostenibilidad. Estos son dos tér-
minos que van siempre de la mano, ya que la
mversion constante en tecnologia y los avances
que estamos logrando tienen un impacto enor-
me en lo que a sostenibilidad se refiere. La tec-
nologia es uno de los seis puntos principales de
nuestra filosofia de empresa. Esto quiere decir
que un muy alto porcentaje de nuestros recursos
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van dirigidos al desarrollo de nuevos productos
y sistemas que ofrezcan un punto diferenciador
en el mercado. En lo inminente, estamos termi-
nando el trabajo que nos posibilitara acreditar la
norma ISO 17025. Nos ha llevado una buena
inversion y sobre todo tiempo, estamos conven-
cidos que esto nos permitira trabajar mejor y sen-
tard las bases para nuestro futuro como empresa
organizada y sistematizada. Somos muchas per-
sonas en la empresa y trabajar siguiendo los pre-
ceptos que la norma establece, nos permitira es-
tar preparados para hacerlo en forma mas armo-
nica y tener la flexibilidad suficiente para ajus-
tarnos a los cambios por venir, sin que €so pro-
voque complicaciones en nuestras operaciones.
Hemos iniciado nuestro camino ofreciendo pro-
ductos de laboratorios analiticos importados de
Europa, pudiendo asi completar las lineas que
comercializamos, lo cual nos da una gran satis-
faccion. Durante el afio 2022 y el 2023 se veran
los mayores avances en esta area, que los ire-
mos anunciando paso a paso. Seguimos conso-
lidando los lazos con nuestros proveedores in-
ternacionales, hay mucho por hacer y considera-
mos que fortaleciendo nuestra relacion con pro-
veedores nos permitird mejorar los resultados,
las inversiones y desde ya, los tiempos de reali-
zacion.

En estos 25 aniversarios ;Cuales han sido los
mejores logros con empresas latinoamerica-
nas durante estos afos? Servolab a pesar de
ser una empresa regional, en sus inicios, paso
ser del contexto nacional, en ese crecimiento
gigantesco que se logré en el afio 2000, también
tenemos la presteza, gracias al apoyo de empre-
sas como BRUKER y HERZOG, de atender pai-
ses cercanos, como Republica Dominicana
especificamente en plantas de cementos en el
Caribe, asi mismo, se atendieron plantas de pe-
troleo pequefias en Colombia, empresas mine-
ras en Pert, ademas, de empresas siderurgicas
en Ecuador. En esta historia de 25 afos, nuestro
foco ha sido la empresa, la Universidad y la in-
vestigacion venezolana, felices porque hemos
atendidos empresas latinoamericanas, que a pe-
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sar de la situacion pandemia mundial todavia
siguen siendo nuestros clientes.

(Cuales fueron los primeros pasos para
implementar el crecimiento de la empresa
Servolab a nivel nacional e internacional? Los
pasos se estan dando ahora mismo, mi esposa
Mary de Mago, me ha acompanado desde el prin-
cipio y estamos dedicados, decididos y enfoca-
dos en ser el mejor laboratorio a nivel nacional e
internacional, gracias al laboratorio que se logré
en la etapa ultima de la empresa, enmarcado en
el periodo 2017- 2022. Servolab, cuenta con las
tecnologias mas modernas para la caracteriza-
cion de materiales en Venezuela, operando bajo
los entandares conocidos ASTM (American
Society for Testing and Materials), ISO (Orga-
nizacion Internacional de Estandarizacion), EPA
(Environmental Protection Agency) y reglas GLP
(Good Laboratory Practice Standards). Ademas,
la intension de la gerencia es obtener para este
2022, si es la voluntad divina, La famosa acre-
ditacion ISO 17025 de parte de SENCAMER
(Servicio Desconcentrado de Normalizacion,
Calidad, Metrologia y Reglamentos Técnicos)
en Venezuela y luego obtener la ISS en el exte-
rior.

Servolab esta presente en el mercado nacio-
nal y en Latinoamérica ;Como ha consegui-
do una empresa nacional acceder a este reco-
nocimiento por parte del mercado latinoame-
ricano? El hecho de que hayamos nacido en una
zona minera, ha facilitado la atencion, por afios,
a empresas como siderurgicas, empresas de ce-
mentos, organizaciones como Bauxilum, gene-
radora de bauxita y alimina, e incluso EDELCA
(Electrificacion del Caroni) que ha sido nuestro
cliente manejando la electricidad. Ademas, se
mantienen convenios con instituciones de inves-
tigacion como universidades y la atencioén a
empresas en el mercado latino. Nuestros produc-
tos son bien aceptados en Latinoamérica por ser
equipos de calidad apostando a ellos sin impor-
tar su alto costo, Llegamos a los paises mas proxi-
mos a nuestra empresa, el mercado andino como
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En honor al vigésimo quinto aniversarnio de la empresa Servolab...

Peri, Bolivia, Ecuador y Colombia, las islas del
Caribe. Como primicia damos a conocer que en
este ano 2022 y el vemidero 2023 estamos deci-
didos a atender relaciones con empresas de
Guyana, que es un mercado cercano a Servolab
y tiene una amplia vision de negocio petrolero,
donde tenemos experiencia muy grande.

. Como han evolucionado los productos y ser-
vicios desde el aiio 2000 hasta ahora y de qué
manera ha influido en el desarrollo del creci-
miento de la empresa Servolab? La clave del
éxito ha sido la constancia por parte del equipo
directivo v trabajadores. Desde los inicios de la
empresa se han visitado empresas nacionales y
expuesto a empresas internacionales mas impor-

tantes del sector. A partir de ahi, se fueron crean-
do contactos que a la larga han sido fructiferos
para el desarrollo y crecimiento de nuestra orga-
nizacion, evidentemente una de las evoluciones
en estos 22 anos, es la tecnologia mformatica
con respecto a los sistemas. En los primeros afios
contabamos con equipos muy grandes, muchos
de ellos con perillas, hoy dia la evolucion de es-
tos equipos es gigantesca, la gran mayoria cuen-
tan con software, que son programas que permi-
ten usarlos de manera rapida, precisa y conti-
nua. Para tal crecimiento, hemos tenido el privi-
legio en la empresa, de ver el desarrollo tecno-
logico, por mas de dos décadas, que muestra
aparatos pequefios que tienen software potentes
y controlador a app desde un teléfono celular.
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Vice presidenta ;Cuil es el mayor desafio que
has enfrentado con la empresa Servolab? El
mayor desafio por la parte economica, fue arran-
car con recursos personales a pesar del alto cos-
to de los equipos, aunque nosotros generabamos
servicios para estos equipos, cuando nos tocaba
una orden, mi esposo José mago y mi persona,
nos miramos a la cara preguntandonos, que iba-
mos hacer con la orden, entonces no era devol-
verla sino dirigirla directamente a la empresa
HERZOG, en vista de ese acontecimiento esa
empresa pasa ser reconocida en Venezuela. A
partir de ese momento empleamos estrategias que
nos ayudaron positivamente a que empresas in-
ternacionales confiaran en nosotros como em-
presa familiar. Por otra parte, la pandemia ha
afectado los balances de muchas empresas ve-
nezolanas y ha convertido la viabilidad de algu-
nas de éllas en un desafio. Para salir adelante,
con Servolab, hemos apostado a remventarnos,
buscar nuevas lineas de negocio, solicitar finan-
ciacion y mantener unidos y conectados a sus
empleados con formulas como el teletrabajo.
Ahora que las restricciones para contener la
Covid-19 se relajan en nuestro pais, nos enfren-
tamos a nuevos retos como la reorganizacion y
la cohesion de sus departamentos, la gestion del
trabajo, la retencion y la captacion del talento.
Una circunstancia que, a la vez, supone una oca-
sion para cambiar de mentalidad y entender la
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crisis como una oportunidad.

cQué es lo que los hace mejores y diferentes
respecto a los competidores, ingeniero Mago?
En verdad la competencia siempre existe y es
sana, es algo que una empresa necesita para per-
manecer en el tiempo como lo hemos logrado
en estos 25 anos de trayectoria incansable, apos-
tando al crecimiento de nuestro pais. Una de las
cosas que nos hace diferente, y la que a nuestros
clientes les encanta, es la solidez y robustez que
tienen estos sistemas alemanes en su mayoria.
También tenemos otros equipos europeos como
los suizos, de Bélgica, que sabemos son produc-
tos de calidad y con excelente tecnologia, agre-
g0 José Mago, que, son equipos costosos, pero
valen la pena a largo plazo por su utilidad.

cQué desea transmitir a nuestro pais como
un mundo analitico al servicio de la indus-
tria? Que tenemos mucho por hacer, mejorar,
aprender y desarrollar. La tecnologia ha posibi-
litado aumentar la velocidad de procesamiento,
disminuir los indices de error, contar con infor-
macion mas rapidamente que permita hacer diag-
nosticos en menos tiempo, tenemos mas pard-
metros, se ha mejorado en la sensibilidad y es-
pecificidad de muchos de éllos, y se necesitan
profesionales cada vez mejor preparados para
hacer frente a todo ese cimulo de nuevas posi-
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bilidades. El recurso tecnologico puede ser muy
bueno, pero sin el recurso humano, es incierto
lo que se pueda hacer. En la empresa buscamos,
ademas, de la introduccién de tecnologia, enca-
minar estar comprometidos con la calidad en
nuestro servicio y brindar capacitacion a nues-
tros clientes para que la rutina deje de serlo y se
transforme en nuevas posibilidades de crecimien-
to profesional y personal.

Desea agregar algo mas? Una de las cosas que
mas nos han motivado e impulsado a lo largo de
estos afios es el haber podido crear vinculos so-
lidos y duraderos con nuestros clientes y pro-
veedores, que nos han permitido sumar amigos,
con los que hemos crecido, vivido, sufrido y dis-
frutado muchos momentos. Por lo tanto, sélo
tengo palabras de agradecimiento a todos nues-
tros amigos, que hicieron posible que hayamos
transitado estos primeros 25 afios de vida em-
presarial. Cuando analizo lo que hemos hecho,
me llena de un enorme orgullo, y cuando veo lo
que estamos planificando hacia el futuro obser-
vo que estamos al inicio de un largo camino. jgra-
cias, muchisimas gracias! y como siempre digo,
con la bendicién de Jehova, lo mejor, esta atn
por venir.
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NORMATIVA PARA LOS AUTORES

1.- La Revista Cientifica Servolab Science
News, es un organo de difusién cientifica
interdisciplinaria que publica articulos origina-
les, inéditos, concisos, revisiones, comunicacio-
nes, correctos en su estilo y el uso de abreviatu-
ras, simbolos y términos, que contribuyan al
avance y difusion de la investigacion cientifica,
principalmente en las areas de ciencias basicas,
ciencias de los materiales, ciencias de la salud,
farmacia y alimentos.

2.- Los autores deben enviar el manuscrito ori-
ginal del articulo, a través del correo electronico
y/o sistema de gestion editorial de la revista, en
archivo editable en formato de la aplicacion
Word, en idioma espafiol, inglés y/o portugués,
incluyendo cualquier ilustracién que comple-
mente el escrito. El trabajo debe incluir un resu-
men en espafiol y/o portugués y un abstract en
inglés al comienzo del articulo, que no exceda a
300 palabras y que comprenda una breve intro-
duccion, objetivos, metodologia, resultados y
conclusion. También deben ser incluidas las pa-
labras clave pertinentes al articulo. Se debe de-
jar constancia que el trabajo no ha sido publica-
do ni dirigido a otra revista y revelar todas las
entidades financieras y las relaciones persona-
les que puedan haber influido en el estudio, es
decir una declaracion explicita de existir o no
conflicto de intereses.

3.- Los articulos no deben contener declaracio-
nes de caracter politico, sin excepcion. La Re-
vista Cientifica Servolab Science News, se re-
serva el derecho de regresar este tipo de temas
con la acotacion de no publicable.

4.- El titulo del extenso debe ser conciso, in-
cluir especificamente lo relacionado con el tema
planteado y el orden de los apartes serd como
sigue: RESUMEN, PALABRAS CLAVE,
ABSTRACT, KEYWORDS, INTRODUC-
CION, MATERIALES Y METODOS, RESUL-
TADOS, DISCUSION O RESULTADOS Y DIS-

86

CUSION, CONCLUSIONES, AGRADECI-
MIENTOS (opcional e incluir una vez que el
articulo sea aceptado) y REFERENCIAS BI-
BLIOGRAFICAS.

5.- La Revista Cientifica Servolab Science
News, publica los siguientes tipos de escritos:
Articulos: Articulos originales producto de tra-
bajos de investigacion.  Articulos
metodoldgicos: presentan metodologias nuevas
o significativamente mejoradas. Revisiones ted-
ricas: analizan de manera organizada la teoria
para explicar el estado del arte sobre un area te-
matica, incluye meta-analisis. Notas técnicas:
descripciones cortas de investigacion original
vigente con cierta urgencia de publicacion. Bio-
grafias: aportes de grandes personas cientificas,
sobre todo pioneras que fungen como modelos
de vida y fuente de inspiracion para quienes dan
sus primeros pasos en carreras relacionadas con
los ejes de investigacion de la revista. Experien-
cias: articulos amplios, en donde especialistas
en diferentes ejes tematicos de la revista recopi-
len y sinteticen tanto los éxitos como los fraca-
s0s en programas, proyectos o metodologias en
areas tematicas particulares, y Foros: articulos
conceptuales sobre temas de actualidad mundial,
latinoamericana o nacional de los ejes tematicos
de la revista.

6.- La extension del manuscrito serd a un maxi-
mo de 7000 palabras aproximadamente 20 pagi-
nas tamafo carta (21,50 x 28,00 cm), con letra
de fuente Times New Roman, de tamaio 12 pun-
tos, escrita a doble espacio y con margenes de
2,50 cm en los cuatro lados.

7.- Las tablas y figuras (fotografias, dibujos, gra-
ficas mapas, originales) deben ser numeradas en
forma consecutiva con numeros arabicos y en-
tregadas digitalizadas en formato PSD, TIFF o
JPEG con medidas de 127 x 173 mm sin exce-
der 203 x 254 mm. Las figuras deben ser inclui-
das al final del articulo, tener un titulo breve y
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una leyenda con facil comprension de conteni-
do. En los parrafos donde corresponda hacer el
llamado a la figura, se debe demarcar en negri-
tas la abreviatura (Fig. #) con su niimero corres-
pondiente. Las tablas deben ser tituladas en la
parte superior y tener el mismo tratamiento de
las figuras, en cuanto a su ubicacion en el articu-
lo, su numeracion correlativa y su demarcacion
en negritas cuando se refieran en el contexto la
primera vez.

8.- Las referencias bibliograficas deben ser re-
cientes, preferiblemente de los ultimos 5 afos,
salvo excepciones que puedan corresponder a
identificaciones de especies o de elementos. Las
citas en el texto serdn realizadas tomando en
consideracion el apellido de los autores (escri-
tas en letras con fuente versalitas) y el afio de
publicacion, seglin sea el caso uno, dos o varios
autores (usar ef a/ en letras minusculas y cursi-
vas), por ejemplo: a) Marcano (2021), b) Maco
Y ARREDONDO (2019), ¢) VELASQUEZ ET 4L. (2020);
cuando el apellido de los autores no forma parte
del texto de la oracion, las citas deben ser colo-
cadas entre paréntesis, en orden cronolédgico, y
alfabético para las referencias del mismo afio, si
las hay. Por ejemplo: a) (VARGAS, 2015; YZARRA
2016; PaLma v VipaL 2017; GonzALEZ 2018), b)
(BoLivar 2019; SUAREZ ET 4L 2019; VELASQUEZ Y
Gowmez 2019). Utilice, después del afo, letras
cuando se haga mencion a varias publicaciones
de un mismo autor, o varios de ellos, publicados
en el mismo afio, por ejemplo: a) (MENDEZ 2015a;
MeinDEZ 2015b), b) (VARGAS Y Suarez 2018a;
VarGas Y Suarez 2018b). Se respetard la con-
Juncion «y» en su idioma original espafiol y «&»
para el inglés.

9.- Elapartado de referencias bibliograficas debe
presentarse como lista en orden alfabético, ex-
presadas de acuerdo a la normativa internacio-
nal en relacion al siguiente estilo:

a) Articulos: Apellido del primer autor seguido
por las iniciales del nombre; apellido e iniciales
de nombres de cada coautor (después de cada
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inicial de nombre colocar punto seguido de una
coma) en formato de letras altas y bajas y en
versalitas; a continuacion colocar el afio de la
publicacion seguido de un punto; luego el titulo
del trabajo y a continuacion un punto; nombre
abreviado de la revista (segin su abreviatura
aceptada internacionalmente) donde se public
el trabajo seguido de un punto; volumen segui-
do del niimero del fasciculo en paréntesis y lue-
go dos puntos. Finalmente, la paginacion que va
desde la pagina donde se encuentra el titulo has-
ta la pagina de la Ultima referencia bibliografi-
ca, y de existir codificacion DOI indicarlo al fi-
nal como se especifica. Ejemplo:

VELASQUEZ W., VELASQUEzZ D., VARGAS A.,
BetancourT J., BELMAR D. vy LEmus M. 2017.
Variaciones metabolicas, enzimdaticas y
electroliticas en pacientes urolitiasicos someti-
dos a litotripsia extracorpdrea por ondas de cho-
que. Saber. 29(1): 47-54. DOI: 10.1111/
jemb.12457.

b) Libros: Los autores se nombran de igual for-
ma que en los articulos; seguido del afo de la
publicacion precedido y seguido de un punto, a
continuacion, el titulo de la obra seguida de un
punto, le siguen casa editora seguido de una
coma. A continuacion, la ciudad de publicacion
seguida de una coma, las letras pp y seguida-
mente un punto, se finaliza con las paginas cita-
das. Ejemplo: VELAsQuEz W., VAsquez D.,
VaraGas, A. 2017. Variaciones bioquimicas en
pacientes urolitidsicos diabéticos y no diabéti-
cos: Un enfoque clinico epidemiologico. Edito-
rial Académica Espafiola, Madrid, pp. 11 — 15.

¢) Informes o trabajos de grado: El nombramien-
to de los autores, el afio de la elaboracion y el
titulo del informe son similares a como se reali-
za en los articulos, seguidamente se coloca en-
tre corchetes ([]) la palabra informe de... o tra-
bajo de grado para optar el titulo de seguida
de la institucién u organismo y pais que publica
el informe seguido de punto y el numero total de
paginas que conforman el informe, finalizando
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con las letras pp y un punto. Ejemplo:

Azualk J. 2021. Determinacion de concentra-
ciones de oro, en grado analitico a muestras de
oro de la empresa Servolab en el estado Bolivar.
[Informe del laboratorio analitico empresa
Servolab Overseas Inc.], Venezuela. 37 pp.

GoMmEz M. Y ZaranTE C. 2009. Perfil
epidemioldgico de pacientes que consultaron por
intoxicacién con psicoactivos a una clinica de
Medellin. Medellin, Colombia: Universidad CES
Medellin [Trabajo de grado para aspirar al titulo
de Tecndlogo de Atencion Pre-hospitalaria Uni-
versidad CES Medellin], Colombia. 37 pp.

MarTingz J. 2006. Factores de riesgo y protec-
cion ante el consumo de drogas y representacio-
nes sociales sobre el uso estas en adolescentes y
adultos jovenes. Granada, Espafia: Universidad
de Granada, Departamento de Psicologia Social
y Metodologia de las Ciencias del Comporta-
miento [Tesis Doctoral], 437 pp.

d) Direcciones electronicas de organismos pu-

blicos o de instituciones. Nombre en siglas si
las utiliza, seguidamente la descripcion de las
siglas, afio, la frase Disponible en linea en: se-
guida de la direccion url y entre paréntesis la
fecha del acceso a la misma realizada por el au-
tor, ejemplo:

MPPS (Ministerio del Poder Popular para la
Salud). 2016. Disponible en linea en: http://
www.mpps.gob.ve. (Acceso 07.08.2016).

10.- Previo al envio del articulo, éste debe ser
revisado exhaustivamente en cuanto a la norma-
tiva para los autores de la Revista Cientifica
Servolab Science News, para verificar su estricto
cumplimiento.

11.- Después del proceso de arbitraje y una vez
aceptado el trabajo para ser publicado, se le so-
licitard al autor de correspondencia realice los
ajustes correspondientes solicitados por el o los
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arbitros segun sea el tratamiento de su manus-
crito y notificado por el editor a través del co-
rreo electronico y/o sistema de gestion editorial
de la revista, regresando de este modo la version
publicable. Después de un lapso de 90 dias con-
tinuos sin respuesta por parte del autor a esta
solicitud, la revista realizara un retiro adminis-
trativo del mismo. De igual modo, también debe
consignar el complemento de los datos de iden-
tificacion de los autores previamente registrado
en los metadatos del sistema: nombre completo,
cédula de identidad, direccion de habitacion u
oficina, nimeros de teléfonos y cédigo ORCID.
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