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EDITORIAL

Nunca como hoy la difusion del conocimiento habia
sido tan universal, inmediata y pertinente. La
revolucion tecnoldgica pone en manos de los
especialistas (y del lego) todo aquello que es
produccion cientifica, y no discrimina. Los linderos del
saber, que hasta hace pocas décadas eran coto cerrado
a favor de una élite de iniciados, hoy se derrumban, y
de la mano de las revistas (entre otras herramientas
académicas) tocan las puertas de aquellos interesados
en conocer algo nuevo, o en renovar los pertrechos del
intelecto.

La Razén llustrada que yace como herencia de siglos,
hoy esta en manos de muchos, y esto hace de la ciencia
un fendmeno transdisciplinario, que busca referentes
méas alla de las parcelas y los feudos cientificos
tradicionales, para otear nuevos horizontes.

Obviamente, el papel de las revistas cientificas
contintia siendo determinante en medio de un mundo
multifactorial y complejo, y su impronta sera siempre
difundir los productos de la criba del método cientifico,
Yy que esto se traduzca en beneficio para la humanidad.
La Revista de la Facultad de Farmacia tiene
experiencia en este derrotero, y su publico “cautivo” se
agiganta gracias al mundo digital, pero también su
responsabilidad. Empero, nunca la ha eludido; de alli
su vigencia y su dilatada historia.
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Departamento de Farmacognosia y Medicamentos
Orgénicos

Facultad de Farmacia y Bioanalisis

Universidad de Los Andes

REVISTADE LAFACULTAD DE FARMACIA
\ol. 64, N° 2
julio-diciembre 2022

ISSN 0543- 517-X Depdsito Legal pp 1958 02 ME 1003
ISSN 2244-8845 Electrénico Depdsito Legal ppi 2012 02
ME 4102

CONTENIDO
ARTICULOS ORIGINALES

Desarrollo y validacion de una metodologia para el control
de calidad microbioldgico de fitofarmacos vy
fitomedicamentos.

Development and validation of methodology for
microbiological quality control of
phytopharmaceuticals and phytomedicines.

Autores: Rojas-Gelves Clody, Pérez-Colmenares Alida...

Disbiosis cervico-vaginal en la pesquisa citologica de
cancer de cuello uterino.

Cervico-vaginal dysbiosis in cytological screening for
cervical cancer.

Autores: Erazo-Nieto Greca, Toro de Méndez Morelva.

Estudio fitoquimico preliminar, evaluacion de las
actividades antioxidante y ecotoxica de los extractos
metandlicos de las partes aéreas de Physalis peruviana L
(SOLANACEAE).

Preliminary phytochemical study, evaluation of the
antioxidant and ecotoxic activities of methanolic
extracts from the aerial parts of Physalis peruviana L
(SOLANACEAE).

Autores: Contreras Carlos, Morillo Marielba, Visbal
TOMAS ... et e et e et e et e e e 2

Distribucion del contenido de cadmio en los diferentes
componentes de cigarrillos comercializados en Venezuela
después de fumados.

Distribution of cadmium content in the different
components of cigarettes marketed in Venezuela after
smoking.

Autores: Guillén Juan Carlos, Petit de Pefia Yaneira,

Vicufia-Fernandez Nelson, Bricefio Luisa
CarOliNA... oo e e e 38
Normas Editoriales.............ccoooiiiiiiiiiiii 53
Reglamento para el Arbitraje........ccccoooviiiicinnn 54

INAice ACUMUIATO........cveeeeeeeeeeeeeeeee e eeeerer e 56



Rojas-Gelves y Pérez-Colmenares / Rev Fac Farm. 2022; 64(2): 03-10

https://doi.org/10.53766/REFA/2022.64.02.01

Articulo original

Desarrollo y validacion de una metodologia para el
control de calidad microbioldgico de fitofarmacos y
fitomedicamentos.

Development and validation of methodology for microbiological quality control of
phytopharmaceuticals and phytomedicines.

Rojas-Gelves Clody**, Pérez-Colmenares Alida?.

!Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los
Andes. Mérida 5101. Venezuela. 2Instituto de Investigaciones, Facultad de Farmacia y Bioanalisis,

Universidad de Los Andes. Mérida 5101. Venezuela.

Recibido: julio de 2022—Aceptado: septiembre de 2022

RESUMEN

Se desarrollé 'y validd un método
microbiologico para el control de calidad de
fitofarmacos y fitomedicamentos con el fin de
cuantificar bacterias aerobias mesofilas, mohos y
levaduras, asi como cualificar microorganismos
especificos (Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhi)
considerados microbiota objetable dentro de los
criterios de aceptacion para la calidad
microbiolégica de formas farmacéuticas no
estériles. Se realizaron pruebas preliminares para
determinar el limite de deteccion, repetibilidad,
reproducibilidad/eficacia relativa/ recuperacion y
control ambiental. Asi mismo se verifico el método
a través de las pruebas de promocion de
crecimiento y aptitud del método de recuento,
preparacion de cepas de prueba, promocién del
crecimiento de los medios, controles negativos e
indicadoras en medios solidos. Se determinaron los
parametros de validacion para la evaluacion
cuantitativa (especificidad, exactitud, precision,
limite de cuantificacion y deteccién, robustez y
tolerancia), al igual que los pardmetros de
evaluacion cualitativa (especificidad, limite de
deteccidn, tolerancia y robustez). Los resultados
demostraron que el método ensayado es especifico,

tiene  sensibilidad, tolerancia y robustez
constituyendo una alternativa para el anlisis
microbioldgico de fitofarmacos y
fitomedicamentos.

PALABRAS CLAVE

Validacion, fitofa&rmacos, fitomedicamentos,
método microbiolégico, control de calidad.

ABSTRACT

A microbiological method was developed and
validated for quality control of
phytopharmaceuticals and phytomedicines in order
to quantify mesophilic aerobic bacteria, molds and
yeasts and qualifying specific microorganisms
(Staphylococcus  aureus,  Escherichia  coli,
Pseudomonas aeruginosa and Salmonella typhi)
considered objectionable microbiota within the
acceptance criteria for the microbiological quality
of non-sterile pharmaceutical forms. Preliminary
tests were performed to determine detection limit,
repeatability, reproducibility/relative
efficiency/recovery, and environmental control.
Likewise, the method was verified through the
growth promotion and suitability counting method,
preparation of test strains, media growth
promotion, negative controls and solid media
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indicators. The validation parameters for the
quantitative evaluation (specificity, accuracy,
precision, quantification and detection limit,
robustness and tolerance) were determined, as well
as the qualitative evaluation parameters
(specificity, detection limit, tolerance and
robustness). The results showed that tested method
is specific, has sensitivity, tolerance and
robustness, representing an alternative for the
microbiological analysis of phytopharmaceuticals
and phytomedicines.

KEY WORDS

Validation, phytomedicines,
phytopharmaceuticals, microbiological method,
quality control.

INTRODUCCION

Los métodos clasicos o tradicionales utilizados
para el control microbioldgico de medicamentos
fueron desarrollados hace mas de un siglo y se
contindan utilizando ya que cumplen con su
funcién de enumerar e identificar
microorganismos, contribuyendo a controlar la
seguridad microbiolégica de los productos
farmacéuticos [1]. La definicion analitica de
validacion es el establecimiento de la evidencia
documental de que un procedimiento conducira,
con un alto grado de seguridad, a la obtencion de
resultados precisos y exactos, dentro de las
especificaciones y a los atributos de calidad
previamente establecidos [2]. Es fundamental el
uso de métodos validados en cualquier sistema de
calidad. En particular, la validacion de los métodos
microbioldgicos por la propia naturaleza de los
organismos vivientes, los cuales muestran una
considerable capacidad de variaciones genéticas y
mutaciones [3].

Los  andlisis  microbioldgicos  tienen
caracteristicas distintas de los andlisis fisicos y
guimicos, con sus intrinsecas fuentes de
variabilidad en los resultados, aspectos que traen
dificultades en el establecimiento de lineas
normativas en los ensayos [4]. En tal sentido, es
necesario establecer un protocolo de validacion que

permita especificar los requisitos y condiciones que
debe cumplir un método microbioldgico siguiendo
las pautas establecidas en los textos oficiales para
productos no estériles, evaluando las pruebas
preliminares y verificando el desempefio del
método en estudio, para asegurar que no existe
algin factor que influya en la deteccion del
organismo de interés [5]. Los parametros criticos a
evaluar son exactitud, precision, especificidad,
limite de deteccion y cuantificacion, linealidad y
rango, robustez y equivalencia; su determinacion
dependerd de la categoria del ensayo:
cualitativo/cuantitativo [1].

Se realiz6 el desarrollo y validacion una
metodologia siguiendo como referencia las pautas
del procedimiento de la USP 41 en lo relativo a la
evaluacion de productos no estériles, ya que no
existe un método especifico para los ensayos
microbiologicos de fitofarmacos y
fitomedicamentos sino que se indican son
procedimientos para suplementos dietéticos,
siendo los limites mayores que los permitidos para
productos farmacéuticos no estériles. [5].

El término fitofarmaco no debe confundirse con
el de planta medicinal, al respecto, se ha precisado
su significado en los términos siguientes: “Son
productos medicinales acabados y etiquetados
cuyos ingredientes activos estandarizados, estan
formados por partes aéreas o subterrdneas de
plantas u otro material vegetal, o combinaciones de
éstos, en estado bruto o en forma de preparaciones
vegetales. Por material vegetal se entienden: jugos,
resinas, aceites vegetales y cualquier otra sustancia
de naturaleza semejante”. Mientras  que
fitomedicamentos entonces son un extractos
vegetales estandarizados (fitofarmacos),
normalizado y estabilizado y del cual se conoce una
accion farmacolégica definida y cuantificada,
fabricado con tecnologia farmacéutica moderna y
que su utilizacion terapéutica estd basada en
resultados obtenidos de estudios clinicos disefiados
y desarrollados de acuerdo con criterios
internacionales [6].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
reconoce que la buena salud es esencial para el
desarrollo econdmico y social sostenido y la
reduccion de la pobreza. El acceso a servicios
béasicos de salud es crucial para el mantenimiento y
mejoramiento de la salud. Al mismo tiempo, es
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preciso evitar que las personas se empobrezcan a
causa de sus gastos sanitarios. Los objetivos de la
estrategia de la OMS sobre medicina tradicional
2014-2023 consisten en: aprovechar la posible
contribucion de la Medicina Tradicional y
Complementaria (MTC) a la salud, el bienestar, la
atencioén de salud centrada en la persona y la
cobertura sanitaria universal; asi como promover la
utilizacion segura y eficaz de la MTC mediante la
reglamentacion, investigacion e integracion de sus
productos, practicas y profesionales en los sistemas
de salud, segiin proceda. La estrategia de la OMS
sobre medicina tradicional 2014-2023 est4
concebida para ayudar a los paises a determinar la
mejor manera de promover la salud y proteger a los
usuarios que desean recurrir a esos productos,
préacticas y profesionales. [7].

La presente investigacién permitié desarrollar y
validar una metodologia para el control de calidad
microbioldgico de fitofarmacos y
fitomedicamentos, en la cual se vari6 la matriz
(medio de cultivo) en referencia a los métodos
oficiales para productos no estériles, los resultados
obtenidos son fundamentales para gestionar el
sistema de calidad correspondiente al analisis de
material de origen vegetal (polvos) y diversas
formas farmacéuticas (jarabes y capsulas) de
productos naturales, demostrandose que el método
es especifico, preciso, tiene sensibilidad, tolerancia
y robustez.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 35218,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 obtenidas
por donacion de Laboratorios Farmacéuticos
regionales, Salmonella typhi CDC 57 CVCM495.

Medios de cultivo: Caldo Digerido Caseina y
Soja + polisorbato, Caldo Letheen, Agar Letheen,
Agar digerido Caseina y Soja + polisorbato, Agar
Manitol Salado, Agar Baird Parker, Agar
MacConkey, Agar Levine con Eosina-Azul de
Metileno, Agar Cetrimida, Agar con Sulfito de
Bismuto Los medios de cultivo utilizados son de
marcas Merck, HIMEDIA, BD y Sharlau.

Fitofarmacos y fitomedicamentos evaluados:
Alcachofa y Zarzaparrilla material vegetal polvo.

Alcachofa y Zarzaparrilla capsulas. Jarabe a base
de Hedera hélix (2 marcas comerciales diferentes).
Las muestras fueron adquiridas en una farmacia de
la region.

Proceso de validacion: Se realizaron las
pruebas preliminares del método, para garantizar la
confiabilidad de los resultados y cumplir con los
requisitos previos de validacién, determinando los
siguientes parametros:

a) Limite de deteccién, Repetibilidad (R): la
determinacion se llevé a cabo verificando la
medicién de la temperatura (30 °C y 37 °C) de
dos modelos de incubadoras ubicadas en
diferentes laboratorios. Se evaluaron posibles
cambios de temperatura antes, durante y
después del analisis microbiol6gico de los
fitofarmacos y fitomedicamentos evaluados.
Esta prueba permitié corroborar el grado de
concordancia entre resultados sucesivos e
independientes obtenidos por el mismo método
empleando un material idéntico bajo las mismas
condiciones. De este modo, también se realizé
la verificacion del desempefio del equipo para
SU uso previsto.

b) Reproducibilidad, Eficacia Relativa
(ER)/Recuperacion: se realiz el andlisis de
pruebas preparatorias con las muestras
(material vegetal polvo, producto cépsulas y
jarabes) inoculadas con cultivos viables de
Escherichia coli, ya que, este es el
microorganismo considerado objetable en
formas farmacéuticas no estériles acuosas 0 no
acuosas via oral segin los criterios de
aceptacion para preparaciones farmacéuticas
establecidos en la Farmacopea de los Estados
Unidos 41 (por sus siglas en inglés, USP 41),
esta prueba permitié comprobar que el producto
evaluado no origina inhibicion en el
crecimiento del microorganismo [5].

¢) Sensibilidad Relativa (SR)/Inclusividad: en esta
prueba se observd la capacidad del método para
detectar el analito verificando cepas y medios
de cultivo, trabajando con las cepas de prueba
con un nimero no mayor a 100 Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro
(U.F.C/ImL), por diferentes técnicas de analisis
(estria en placa, puncion en tubo), se realizaron
pruebas de especificidad de cada uno de los
microorganismos con el medio de cultivo
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d)

selectivo para su crecimiento, pruebas
especificas como tincibn de Gram vy
confirmatorias para comprobar la presencia o
ausencia, de acuerdo a las caracteristicas de
crecimiento observadas. Los microorganismaos,
medios selectivos y pruebas confirmatorias
fueron los siguientes: Staphylococcus aureus:
Agar Manitol Salado y Baird Parker, prueba
confirmatoria coagulasa, tincién de Gram.
Escherichia coli: Agar MacConkey prueba
confirmatoria Agar Levine con Eosina-Azul de
Metileno, tincion de Gram. Pseudomonas
aeruginosa:  Agar  Cetrimida,  prueba
confirmatoria oxidasa y tincion de Gram.
Salmonella typhi: Agar con Sulfito de Bismuto,
prueba confirmatoria de Kligler y tincion de
Gram.

Control ambiental: se realizé control ambiental
como un pardmetro de punto critico de
evaluacion durante la ejecucion de los analisis
microbioldgicos y pardmetros de validacion.
Los ambientes evaluados fueron los mesones de
trabajo de dos laboratorios usados Salén A2 y
preparacion de medios del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes, respectivamente. El control
atmosférico se llevé a cabo por monitoreo
pasivo por el método de sedimentacion por 1
hora. Luego de la exposicién de las placas en el
ambiente indicado se realiz6 la incubacion de
las mismas de forma invertida a 30 °C por 48
horas. Simultaneamente se hizo toque de dedos
por parte del analista, luego de la impronta se
procedi6 a la incubacion de las placas de forma
invertida a 30 °C por 48 horas. Este control
ambiental permitié verificar las condiciones
asépticas necesarias para la manipulacion de las
muestras y el desarrollo del método, asi como
la limpieza de las &reas de trabajo de los
laboratorios.

Verificacion de desempefio del método. Para

verificar el desempefio del método con respecto al
recuento

microbiano  cuali-cuantitativo  se

realizaron las siguientes pruebas:

a)

Prueba de promocidn del crecimiento y aptitud
del método de recuento: se realizd la
inoculacion del producto a evaluar (alcachofa y
zarzaparrilla producto cépsulas, alcachofa y

b)

<)

d)

zarzaparrilla material vegetal polvo y jarabes de
Hedera hélix de dos marcas comerciales
diferentes) con concentraciones conocidas de
Escherichia coli (10-7). Las muestras fueron
preparadas en una dilucién 1 en 10 (10 mL 6 10
g en 90 mL de diluyente) en Caldo Digerido de
Caseina y Soja + polisorbato y en Caldo
Letheen (diluyentes) (variable del medio con
respecto al establecido en la USP 41). La
preparacién de las muestras, inoculacion y
dilucion, se llevd a cabo con el fin de
determinar la solubilidad y apariencia de las
mismas en los medios de cultivo seleccionados
y verificar que el producto no tiene propiedades
que inhiben el crecimiento del microorganismo
inoculado.

Preparacién de las cepas: el mantenimiento y
conservacion de las cepas se efectud siguiendo
el Procedimiento Normalizado de Trabajo
(PNT) interno del laboratorio sobre el manejo y
repique de cepas, se prepararon diluciones de
cada uno de los siguientes microorganismos:
Staphylococcus aureus (10-7), Escherichia coli
(10-7), Pseudomonas aeruginosa (10-7),
Salmonella typhi (10-7).

Promocidn del crecimiento de los medios: se
prepar6 Caldo Digerido de Caseina y Soja +
polisorbato y Caldo Letheen (diluyentes)
(variable del medio con respecto al establecido
en la USP 41) y se inoculd 1 mL de la dilucion
de trabajo de los  microorganismos:
Staphylococcus aureus (10-7), Escherichia coli
(10-7), Pseudomonas aeruginosa (10-7),
Salmonella typhi (10-7). Ademas se realizo el
control negativo del medio de cultivo,
agregando 90 mL de cada medio en frascos de
vidrio estéril y se incubaron a 30-35 °C por 48
horas. El objetivo de esta prueba fue observar el
crecimiento de los diferentes microorganismos
evaluados mediante la turbidez de los medios
de cultivo inoculados y en el caso de los
controles negativos no se debe visualizar
crecimiento (turbidez).

Propiedades inhibitorias de los medios: se
analizaron los medios de cultivo preparados
para verificar que las propiedades son
adecuadas, para lo cual se inocul6 Agar
Cetrimida con el microorganismo de inhibicion
Escherichia coli (10-7) y Agar MacConkey con
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Staphylococcus aureus (10-7), se incubo a la
temperatura especificada de 37 °C durante un
tiempo no menor de 48 horas tiempo indicado
en la prueba. No se observd crecimiento
caracteristico del microorganismo ya que no
son los medios selectivos para cada
microorganismo seleccionado, para cumplir
con el objetivo de la prueba de inhibicion.

Desarrollo del método microbioldgico. El

analisis  microbioldgico de Alcachofa y

Zarzaparrilla material vegetal polvo, Alcachofa y

Zarzaparrilla Capsulas y Jarabe a base de Hedera

hélix (2 marcas comerciales diferentes). EI proceso

de validacidon se establecio en base al analisis de
productos no estériles mediante dos tipos de
métodos, uno cuantitativo (determinacion de un
valor numeérico de microorganismos expresados
como U.F.C) y otro cualitativo (deteccion de

ausencia o presencia de microorganismos) [8].
Pardmetros  validados  del método

cuantitativo:

a) Evaluacion del diluyente: permitié comprobar
que los medios utilizados no interfieren en el
proceso de recuperacion microbiana, se
utilizaron dos diluyentes: Caldo Letheen
(variable del método, medio diluyente a
validar) y el Caldo Digerido de Caseina y Soja
+ polisorbato (referido por la USP 41). Se
realiz6 el siguiente procedimiento: Se
prepararon 5 tubos con 9 mL para cada uno de
los diluyentes y se inoculd con 1 mL de la cepa
de prueba (Staphylococcus aureus 10-7), en su
respectiva dilucion de trabajo (100 UFC/mL).
Luego se coloco por duplicado 1 mL de cada
tubo a placas de Petri estériles y luego se
incorporaron 15 mL de Agar Digerido Caseina
y Soya y Agar Letheen previamente fundido y
enfriado a 45 °C aproximadamente, se mezclé
la muestra con el agar rotando suavemente la
placa. Luego se incubaron las placas a 35 °C por
48 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién
se realizd la lectura de las colonias, para
determinar si el recuento obtenido es similar
entre ambos v si el diluyente a validar cumple
con los parametros del diluyente estandar.
Después del periodo de incubacion se llevd a
cabo el tratamiento estadistico estableciendo la
media, desviaciébn  estandar, varianzas

b)

<)

d)

homogéneas, la t de student para evaluar pares
de resultados.

Especificidad y Exactitud: mediante esta prueba
la especificidad indica la capacidad para
detectar un panel de microorganismos aptos
para demostrar que el método funciona para el
objetivo propuesto, mientras que la exactitud se
refiere a la proximidad de los resultados del
método de prueba respecto a los obtenidos por
el método oficial. La especificidad y exactitud
se establecieron tomando en cuenta el Caldo
Letheen (neutralizante Lecitina) + producto
Jarabe a base de Hedera hélix (2 marcas
comerciales diferentes) y Caldo Digerido de
Caseina y Soja + polisorbato (neutralizante) +
producto Jarabe a base de Hedera hélix (2
marcas comerciales diferentes). Se inocularon
con 1 mL de la cepas de prueba por separado
(Staphylococcus aureus 10-7, Pseudomonas
aeruginosa 10-7, Escherichia coli 10-7,
Salmonella typhi 10-7). Al finalizar la
incubacién, se contaron las U.F.C. y se
determind la media, desviacion estandar y los
porcentajes de recuperacion bacteriana.
Precisién: se refiere al grado de coincidencia
entre los resultados de las pruebas individuales
cuando el procedimiento se  aplica
repetidamente a muestreos multiples de
suspensiones  de  microorganismos  de
laboratorio a lo largo del intervalo de la prueba.
La precision de un método microbioldgico
habitualmente se expresa como la desviacion
estandar o la desviacion estandar relativa
(coeficiente de variacién). Se realiz6 el calculo
de coeficiente de variacion, con los datos
obtenidos en el parametro de especificidad y
exactitud como son: media, desviacion estandar
y los célculos de los porcentajes de
recuperacion bacteriana.

Limite de Cuantificacién y Deteccién: indica el
nimero mas bajo de microorganismos que
pueden contarse con exactitud, mientras que el
limite de deteccién es el nimero mas bajo de
microorganismos en una muestra que puede
detectarse bajo las condiciones experimentales
establecidas [5]. Estos pardmetros estan
implicitos en la verificacion de desempefio del
método, a través de la preparacion de cepas y
pruebas de promocién de crecimiento. Para la
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€)

f)

determinacion se prepar6 la dilucion minima de
cada cepa de prueba que permite inocular
aproximadamente 5 UFC/mL. Se prepararon 3
tubos conteniendo 9 mL de medio (Caldo
Letheen) + producto (alcachofa y zarzaparrilla
capsulas) y 3 tubos conteniendo 9 mL de medio
para cada microorganismo de prueba, se
inoculé 0,5 mL de una dilucién posterior a la
dilucién de trabajo, luego se coloco 1 mL de
cada tubo por duplicado en placas de Petri
estériles y se afiadié 15 mL del medio de cultivo
Agar Digerido de Caseina y Soja + polisorbato
y se incub6 a 35 °C por 48 horas.

Tolerancia: es el grado de precision de los
resultados de la prueba obtenidos mediante el
analisis de las mismas muestras bajo diversas
condiciones, tales como el empleo de analistas,
instrumentos, lotes de reactivos y laboratorios
diferentes [5]. La tolerancia se evalud
observando la variacion de crecimiento en los
dos medios de cultivo evaluados (Agar
Digerido Caseina y Soya + neutralizantes y en
el Agar Letheen), para la determinacion
(cuantificacion) de  Bacterias  Aerobias
Mesdfilas (BAM) y porcentaje de recuperacion.
Robustez: es la medida de la capacidad del
método para no ser afectado por variaciones
pequefias, representa un indicador de la
confiabilidad [5]. La robustez fue determinada
usando un inéculo de cada una de las cepas de
prueba, en el Agar Digerido Caseina y Soya +
neutralizantes y en el Agar Letheen (variable
del método, medio diluyente a validar).

Parametros validados del método

cualitativo:

a)

b)

c)

Especificidad: se estableci6 mediante el
crecimiento caracteristico positivo en el agar
especifico cuando se inoculé la cepa
correspondiente y negativo cuando se inoculd
en el mismo agar, la cepa no especifica. Por
ejemplo el crecimiento de Escherichia coli
positivo en el Agar MacConkey y negativo
cuando se inocula en Agar Manitol Salado.
Limite de Deteccidn: se evaluo realizando una
siembra de Escherichia coli en el Agar
MacConkey y de Salmonella typhi en el medio
selectivo Agar con Sulfito de Bismuto.
Tolerancia: se determiné este pardmetro
utilizando 2 lotes y marcas comerciales

distintos de Agar MacConkey durante el
aislamiento e identificacion de la cepa de
Escherichia  coli, sin  realizar  pre
enriquecimiento en Caldo MacConkey.

d) Robustez: se realizaron analisis en diferentes

dias consecutivos de trabajo y variables
ambientales en diferentes areas de trabajo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Método cuantitativo:

a) Evaluacion del diluyente: finalizado el tiempo

de incubacidn se realizd el contaje de las U.F.C y
los célculos estadisticos de media, varianza y
desviacién estandar del contaje obtenido con
cada uno de los medios utilizados, en base al
tamafio de la muestra. Con los resultados
obtenidos se realiz6 el calculo del Test de F para
comparar las varianzas y determinar si son 0 no
homogéneas, el valor de F experimental se
obtiene con los datos obtenidos de los calculos
realizados y se compara con el valor de F de
tablas [9], que es una tabla estadistica que
relaciona el nUmero de muestras a validar entre el
ndmero de muestras estandar, si el resultado de F
experimental es menor que F tablas se acepta la
hipotesis de que las varianzas son homogéneas.
Al ser las varianzas homogéneas, se realizo el
calculo de la desviacién estandar combinada y
t-student. [9]. Los célculos estadisticos obtenidos
del wvalor de t experimental (1,7889)
comparandolo con el valor de las tablas t=0,0025,
18 (2,1009) siendo la t experimental menor que el
t de tablas, expresa que no existe diferencia
significativa en cuanto a la recuperacion del
microorganismo con respecto al diluyente
estandar. Por lo tanto el uso del diluyente (Caldo
Letheen) no afectd la recuperacion de
microorganismos.

b) Especificidad, exactitud y porcentaje de

recuperacion: transcurrido el tiempo de
incubacidn se realizd la lectura de las colonias de
cada uno de los jarabes evaluados y los célculos
de los porcentajes de recuperacion (%R)
obteniendo una media para el Caldo Digerido
Caseina de Soja + polisorbato + productos
(Jarabe a base de Hedera hélix) + inéculo %R:
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93,20% (S. typhi), 95,55% (E. coli), 97,14%
(P. aeruginosa) y 97,79 (S. aureus). Mientras que
para el medio Caldo Letheen (neutralizante
Lecitina) + productos (Jarabe a base de Hedera
hélix) + inéculo fueron 94,56 % (S. typhi),
96,70% (E. coli), 95,75% (P. aeruginosa) y
93,65% (S. aureus). Se comprob6 de este modo
que los neutralizantes, al interaccionar con el
producto eliminan la accion del conservador del
jarabe, por lo tanto no tienen influencia en la
recuperacion microbiana, ya que en los resultados
obtenidos se mantuvieron sobre los limites
establecidos (mayor al 70 %) [5].

c) Precision: se calculé el porcentaje de
Coeficiente de Variacion (%CV) relacionado con
los porcentajes de recuperacion y medias de los
valores obtenidos en la prueba de especificidad y
exactitud, obteniendo los siguientes resultados en
Caldo Digerido Caseina de Soja + polisorbato +
productos (Jarabe a base de Hedera hélix) +
indculo: 1,38% (S. typhi), 1,04% (E. coli), 1,60%
(P. aeruginosa) y 1,31% (S. aureus), mientras
que para el Caldo Letheen + producto (Jarabe a
base de Hedera hélix + inoculo fueron 6,27%
(S. typhi), 2,28% (E. coli), 3,64% (P.
aeruginosa) y 4,44% (S. aureus). Estos
resultados indican que el método es confiable
bajo las condiciones en las que se llevé a cabo, ya
que los %CV fueron menores al 15% como lo
establece la referencia oficial para productos no
estériles [5].

d) Limite de deteccién y cuantificacion: se obtuvo
un recuento de microorganismos menor de 100
UFC/mL, siendo mas bajo que en las diluciones
con la cepa de prueba, el recuento observado en
Agar Digerido Caseina y Soya + neutralizantes y
en el Agar Letheen) es similar en las placas de
medio con producto y medio con
microorganismo.

e) Tolerancia: no se observd variacién de
crecimiento en los dos medios de cultivo
evaluados (Agar Digerido Caseina y Soya +
neutralizantes y en el Agar Letheen), obteniendo
un recuento similar (cuantificacion) de los
diferentes microorganismos ensayados, esto se
confirmé mediante los %R obtenidos que fueron
mayores al 70%, limite establecido por la

referencia oficial [5]. Estos resultados sugieren
que se desarroll6 un método confiable y
aceptable.

f)Robustez: el % de recuento microbiano fue

equivalente en los dos medios de cultivo
utilizados durante el anélisis del método de
cuantificacion (Agar Digerido Caseina y Soya +
neutralizantes y Agar Letheen), con un porcentaje
de recuperacion mayor al 70% en las BAM,
indicando que el método es robusto y no es
afectado por la utilizacion del medio de cultivo
como el Agar Letheen.

Método cualitativo:

a) Especificidad: se visualizé el crecimiento

caracteristico positivo de E. coli en el Agar
MacConkey y negativo cuando se inoculé esta
bacteria en Agar Manitol Salado, estos resultados
se verificaron con cada una de las cepas
utilizadas, asi mismo se realizaron los controles
positivos y negativos obteniendo resultados
conformes.

b) Limite de Deteccidn: se aprecidé crecimiento

caracteristico de E. coli en el Agar MacConkey y
de S. typhi en el Agar con Sulfito de Bismuto,
siendo el resultado conforme al observar que las
colonias de dichas bacterias tenian la forma y
color caracteristicos en los medios de cultivo
selectivos.

c) Tolerancia: el medio de cultivo caldo

MacConkey es el indicado para pre
enriquecimiento y posterior aislamiento e
identificacion de la cepa de E. coli (USP 41). Para
evaluar la tolerancia se cultivo esta cepa en Caldo
Digerido de Soja y se estrié en Agar MacConkey
(se utilizaron dos lotes y marcas comerciales
diferentes), obteniendo colonias caracteristicas
en el medio, obteniendo resultados conformes y
demostrando que el método tolera cambios tales
como el no realizar el pre enriguecimiento sino el
estriado directo en medio selectivo Agar
MacConkey.

d) Robustez: se evalud mediante la ejecucion de

los andlisis microbioldgicos en diferentes dias,
cambiando las variables ambientales realizando
los analisis en diversas areas, obteniendo
resultados similares y confiables, por lo cual el
método es conforme.
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CONCLUSIONES

La metodologia alternativa propuesta para el
control de calidad microbioldgica de fitofarmacos
y fitomedicamentos utilizando Caldo Letheen
permitié cuantificar bacterias aerobias mesdfilas,
mohos y levaduras y cualificar microorganismos
especificos tales como: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Yy
Salmonella  typhi  considerados  microbiota
objetable dentro de los criterios de aceptacion para
la calidad microbioldgica de formas farmacéuticas
no estériles. Por otra parte, las pruebas preliminares
y la verificacién de la metodologia, permitio
garantizar la confiabilidad de los resultados. De
igual modo, los pardmetros de validacion
establecieron que el método es especifico, preciso,
sensible, tolerante y robusto para la evaluacién
microbioldgica cuali-cuantitativa de fitofarmacos y
fitomedicamentos.
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RESUMEN

La citologia de cuello uterino es utilizada para
la pesquisa de cancer y sus lesiones pre-malignas,
permite también realizar valoracién microbiologica
rapida y presuntiva para detectar organismos
patégenos causantes de infecciones o disbiosis
cervico-vaginales. El objetivo fue conocer el estado
de dishiosis mediante prevalencia y etiologia
citologica de infecciones genitales en pacientes
meridefias, durante la pesquisa de cancer de cuello
uterino. Se seleccionaron 1.262 resultados
citologicos de casos analizados entre septiembre
2019 y diciembre 2020, y se correlacionaron las
variables implicadas. La prevalencia general de
disbiosis cervico-vaginal fue de 79,80%, mas
frecuente entre los 20-50 afios de edad (67,2%) y
principalmente causada por bacterias cocoides
(22,18%). El 82,85% de las citologias anormales
presentdé  dishiosis 'y  se  correlaciono
significativamente con Trichomonas vaginalis
(p<0,000), organismos flingicos consistentes con
Candida spp (p<0,003), cambios celulares
sugestivos de infeccién por Chlamydia (p<0,012)
e inflamacion inespecifica (p<0,000). La disbiosis
como factor de riesgo para citologia anormal
obtuvo un valor de riesgo relativo (RR) igual a
1,167, IC del 95%; 1,073-1,269, en comparacion
con los casos sin infeccién y lactobacilos/cit6lisis.
La dishiosis cervico-vaginal podria ser un cofactor
importante en el inicio de la carcinogénesis cervical
asociada a infeccion por virus papiloma humano

(HPV) oncogénico en las mujeres meridefias. Esta
suposicion debe aclararse mediante futuras
investigaciones multidisciplinarias.

PALABRAS CLAVE

Dishiosis, infecciones  cervico-vaginales,
citologia anormal, HPV, cancer de cuello uterino.

ABSTRACT

Cervical cytology is used to screen for cancer
and pre-malignant lesions, it also allows rapid and
presumptive microbiological assessment to detect
pathogenic organisms that cause infections or
cervical-vaginal dysbiosis. The objective was to
know the state of dysbiosis through the prevalence
and cytological etiology of genital infections in
patieninfection de transmitidn sexual from Merida,
during the investigation of cervical cancer. 1.262
cytological resulinfetion de transmition sexual
were selected, from September 2019 to December
2020, and the variables involved were correlated.
The general prevalence of cervical-vaginal
dysbiosis was 79.80%, more frequent between 20-
50 years of age (67.2%), and mainly caused by
coccoid bacteria (22.18%). 82.85% of the abnormal
cytologies presented  dysbiosis and  were
significantly  correlated with  Trichomonas
vaginalis (p<0.000), fungal organisms consistent
with Candida spp (p<0.003),
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cellular changes suggestive of Chlamydia infection
(p<0.012) and inflammation  nonspecific
(p<0.000). Dysbhiosis as a risk factor for abnormal
cytology obtained a relative risk value (RR) equal
to 1.167, 95% CI: 1.073-1.269, compared to cases
without infection and with lactobacilli/cytolysis.
Cervical-vaginal dysbiosis could be an important
cofactor in the onset of cervical carcinogenesis
associated with oncogenic HPV infection in Merida
women. This assumption needs to be clarified by
future multidisciplinary research.

KEY WORDS

Dysbiosis, cervico-vaginal infections,
abnormal cytology, HPV, cervical cancer.

INTRODUCCION

El céncer de cuello uterino es una causa
importante de mortalidad en mujeres de 35 a 45
afios de edad. En el afio 2020 se estimé que 604.000
mujeres fueron diagnosticadas con cancer de cuello
uterino en todo el mundo y alrededor de 342.000
murieron a causa de la enfermedad. El céncer de
cuello uterino es el m&s cominmente diagnosticado
en paises que se encuentran en Africa
Subsahariana, América del Sur y Sureste Asiatico.
Numerosos estudios han confirmado la relacion
causal entre esta neoplasia y la infeccion
persistente por ciertos tipos de Virus Papiloma
Humano (HPV, siglas en inglés) de alto riesgo
oncogénico, aunque por si solo es un factor
insuficiente para inducir la carcinogénesis del
cuello uterino [1-3].

En eubiosis, la vagina humana es un ecosistema
balanceado y dindmico, caracterizado por una baja
diversidad microbiolégica, ya que estd constituido
por una poblacion bacteriana dominada, en hasta
un 95%, por especies del género Lactobacillus (L),
conformando la microbiota vaginal bacteriana
habitual caracteristica de la etapa reproductiva.
Estas bacterias ejercen un efecto protector y estan
relacionadas de forma directa con la salud vaginal,
ya que despliegan diversos mecanismos
complementarios entre si, que incrementan la
funcion protectora del epitelio escamoso y, muy
especialmente, mantienen las vias moduladoras de

la respuesta inmune innata, a fin de evitar la
proliferacion de microorganismos patégenos  [4-
6]. Los lactobacilos son bacterias Gram paositivas,
aerobias facultativas, algunas crecen mejor en
condiciones anaerobias o microaerdfilas, que
degradan enziméaticamente el glucégeno no soluble
almacenado en el citoplasma de las células maduras
intermedias del epitelio vaginal hasta &cido lactico,
el cual mantiene un pH entre 3,5 y 4,5. También
son formadores de biopeliculas protectoras sobre la
mucosa epitelial y ademas producen otros
compuestos como bacteriocidas y virucidas, que
mantienen el equilibrio del microambiente vaginal
e impiden que organismos patdégenos oportunistas
o0 de transmisidn sexual sean adquiridos, proliferen
y persistan, causando infeccion e inflamacién
crénica que conducen a un estado de disbiosis
cervico-vaginal, asi como a complicaciones
obstétricas y ginecoldgicas. En ello influyen
diversos factores enddgenos y exdgenos como la
edad, genética, origen étnico, factores hormonales,
enfermedades croénicas, uso de anticonceptivos
orales o del dispositivo intrauterino (DIU),
conducta sexual, higiene intima, entre otros [5,7].
La microbiota vaginal es propia de cada mujer y ha
sido definida mediante Comunidades Bacterianas
(CST, siglas en inglés) de tipos diferentes I-V,
dependiendo de la especie de lactobacilos
predominante, en las de tipo I, 11, 11l y V predomina
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus iners, y Lactobacillus jensenii,
respectivamente. La CST IV es heterogénea en
composicién, pues ocurre una sustitucion de los
lactobacilos por especies bacterianas anaerébicas y
facultativas, instalandose el estado de disbiosis con
aumento significativo del pH vaginal y diversidad
microbioldgica, aumentando asi el riesgo para el
desarrollo de infecciones de transmision sexual
incluyendo la infeccion persistente por HPV
oncogénico [7-10]. Por tanto, la comunidad
bacteriana Tipo IV o condicién de dishiosis ha
surgido como un factor potencial de riesgo para el
desarrollo de cancer de cuello uterino, ocurriendo
basicamente cuando la concentracion balanceada
de lactobacilos disminuye o éstos son sustituidos
por la proliferacion de cualquier organismo
patdgeno bacteriano, micético, parasitario y/o
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viral, con el consecuente desequilibrio en la
composicién de la microbiota vaginal, conocido
tradicionalmente como infecciones cervico-
vaginales [11-14]. En consecuencia, el
microambiente inflamatorio sostenido que se
genera, aunado a la pérdida de la integridad
epitelial 'y la  citotoxicidad  favorece
especificamente la adquisicion de la infeccion por
HPV oncogénico y el desarrollo posterior de
lesiones pre-malignas de alto grado y céancer
invasor de cuello uterino [12,15,16].

La citologia de cuello uterino es la herramienta
utilizada a nivel mundial para la pesquisa de cancer
y sus lesiones pre-malignas, conocidas
citolégicamente con el término de Lesion
Intraepitelial Escamosa (SIL, siglas en inglés) de
bajo y alto grado, o histopatologicamente como
Neoplasia Intraepitelial Cervical (CIN, siglas en
inglés). El frotis citoldgico cervico-vaginal tefiido
con la técnica de Papanicolaou también permite
realizar una valoracion microbioldgica répida y
presuntiva, a fin de detectar organismos patégenos
infecciosos. El sistema Bethesda 2014 es la
clasificacion vigente utilizada para el informe de
los hallazgos citolégicos, oncoldgicos vy
microbioldgicos, del cuello uterino [11]. La
consulta ginecoldgica tiene como principal
objetivo la deteccidn precoz del cancer de cuello
uterino, entre otras neoplasias ginecoldgicas, lo
cual se realiza mediante citologia y colposcopia.
Ademaés, durante esta consulta es posible realizar
cualquier otro tipo de diagnéstico de enfermedad
genital benigna, como ocurre frecuentemente con
las infecciones cervico-vaginales o dishiosis
cervico-vaginal.

En los ultimos afos, se ha retomado el estudio
de la posible relacion entre la disbiosis cervico-
vaginal, la infeccién persistente por HPV
oncogénico y el desarrollo posterior de lesiones de
alto grado CIN3/carcinoma In Situ, encontrandose
una asociacion positiva entre ellos, con evidencias
cada vez mas solidas [15-24], ya que se ha
observado, por ejemplo, una diferencia
significativa en el perfil microbiolégico vaginal
(CST 1V) de las pacientes con HPV oncogénico y
CIN3 y el perfil posterior a la remocion de la lesion
en las mismas pacientes, cambiando a comunidades
bacterianas I, II, Il o V, con predominio de
lactobacilos [25]. La composicidn de la microbiota

vaginal incide en la prevalencia de la infeccion por
HPV oncogénico asi como su posible evolucion a
CIN3. El perfil de la CST IV, frecuentemente
dominado por bacterias asociadas a vaginosis
bacteriana, ha surgido entonces como un posible
factor de riesgo en el proceso multifactorial de la
carcinogénesis del cuello uterino [26]. El objetivo
de este estudio fue conocer el estado de disbiosis
mediante la prevalencia y etiologia citoldgica de
infecciones  cervico-vaginales en  pacientes
meridefas, que acudieron a la consulta de pesquisa
de céancer de cuello uterino, especialmente en
aquellas con citologias anormales.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron todos los resultados
citologicos de cuello uterino de las pacientes que
acudieron a la consulta de pesquisa de cancer de
cuello uterino, en entidades pablicas y privadas del
estado Mérida, Venezuela, durante el periodo
septiembre 2019 y diciembre 2020. Para este
estudio, no se establecieron criterios de inclusion o
exclusion 'y tampoco fue necesario el
consentimiento informado pues se trata de un
estudio retrospectivo. Las muestras citologicas
fueron tomadas mediante la técnica convencional
usando espatula de Ayre y cytobrush, fijadas
inmediatamente con cytofix e informadas segun las
pautas del sistema Bethesda para el informe de los
hallazgos citologicos el cuello uterino [11]. Al
culminar la recopilacién de la informacién clinico-
citoldgica a partir de la solicitud de citologia (los
hallazgos histopatolégicos y microbiolégicos no
estaban disponibles), los datos fueron incluidos en
el programa Excel version 2007 y codificados para
efectos estadisticos. Se realizd un anélisis
estadistico descriptivo de las variables categoricas
utilizando el software SPSS wversion 15,
determinandose la distribucion de frecuencias y
porcentajes simples. Asi mismo, se determiné las
medias de tendencia central (media aritmética y
mediana) y variabilidad (desviacion tipica y error
tipico de la media) a las variables cuantitativas
contindas. Se aplicé la T de Student (95% de
significancia) y Chi cuadrado para observar la
asociacion entre variables cualitativas; un valor
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p<0,05 fue considerado  estadisticamente
significativo. Para determinar factores de riesgo se
aplicé el valor Odds Ratio (OR), riesgo relativo con
95% de significancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para este estudio, se seleccionaron 1.262
resultados citolégicos de cuello uterino. La
informacién clinica fue tomada de cada solicitud de
examen citoldgico. La edad promedio fue de 38
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afios £ 13,5 afios, con un rango de edad de 9 a 89
afios. De los 1.262 casos, 30 no indicaron la edad
en dicha solicitud. Al agruparse los casos por edad,
el mayor porcentaje de éstos correspondid al grupo
de 31-40 afios (28,5%), seguido del grupo de 20-30
afios (26,5%) y por ultimo, el grupo de 41-50 afios
(21,4%). Por tanto, el mayor nimero de casos
analizados (76,4%) se encontrd distribuido entre
los 20-50 afios de edad, como puede visualizarse en
la Figura N° 1.

58
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Fig. 1 Distribucion de los casos de este estudio por grupos de edad.

Otros datos clinicos obtenidos, a parte de la
edad, fueron 108/1.262 (8,72%) casos con DIU,
12/1.262 (0,95%) con anticonceptivos orales y
12/1.262 (0,95%) embarazadas. El 89,38% de las
solicitudes de examen no contenia informacion
clinica suficiente y/o relevante para una mejor
interpretacion de los hallazgos citol6gicos. En la

TABLA1L.

impresion clinica (Tabla 1), que incluye signos y
sintomas asi como la evaluacion colposcopica, el
763/1.262 (60,50%) de los casos carecia de esta
informacion. Mientras que en 499/1.262 (39,50%)
suministraron algin dato clinico, siendo la
leucorrea (16,0%) y cuello uterino sano (14,10%)
los mas frecuentes

Impresidn clinica suministrada en los casos citol6gicos incluidos en este estudio.

Impresion Clinica

Cuello uterino sano

Leucorrea

Vaginitis/Cervicitis

Epitelio blanco/Leucoplasia

Endopia

Ectopia/Ectropién

Zona iodo negativa de contornos netos
(ZINCN), contornos difusos (ZINCD)

Otra (atrofia, polipo, lesion exofitica)

Sin impresion clinica

I Total

Frecuencia Porz:;:\)taje
178 14,10
202 16,00
36 2,90

3 0,20

4 0,30

106 8,40

7 0,60

70 5,50
763 60,50
1.262 100,00
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Las muestras citologicas de cuello uterino
fueron clasificadas segln la categorizacion general
establecida por el sistema Bethesda 2014:
1.227/1.262 (97,2%) negativa para lesion
intraepitelial o malignidad y 35/1.262 (2,8%) casos
con anormalidades en células epiteliales escamosas
y/o en las glandulares. No hubo ningin caso
clasificado en la categoria general Otra. Dentro de
la categorizacion negativa para lesion intraepitelial
0 malignidad y en relacion a la evaluacion
citoldgica microbiologica, se encontr6 que la
frecuencia de la microbiota vaginal bacteriana
habitual, representada por los lactobacilos o por su
accion enzimatica sobre las células epiteliales
intermedias con la consecuente lisis citoplasmatica
o0 citdlisis, fue del 19,00% (279/1.262), mientras
que estados de disbiosis estaban presentes en el
79,80% (1.026/1.262) de los casos estudiados; en
21/1.262 casos (1,20%) no se observo ningdn tipo

de microorganismo. En el 15,54% (196/1.263) no
se evidencio reaccion inflamatoria (escasa cantidad
de leucocitos polimorfonucleares) con presencia de
lactobacilos/citolisis, mientras que en el 39,85%
(503/1.262) se observo una reaccion inflamatoria
de moderada a marcada intensidad en ausencia de
lactobacilos  /  citdlisis,  estadisticamente
significativa (p< 0,000). En cuanto a la etiologia de
las disbiosis, en 347/1.262 (23,30%) de los casos se
observé algun organismo patégeno contemplado en
el sistema Bethesda 2014 (Tabla 2), con mayor
prevalencia de cambios en la flora vaginal
sugestivo de vaginosis bacteriana (15,07%). Por
otro lado, 699/1.262 (56,50%) casos presentaron
organismos patégenos no contemplados en el
sistema Bethesda 2014, siendo las bacterias
cocoides los mas frecuentes (22,18%), seguida de
la infeccion mixta (18,98%).

TABLA 2.

Frecuencia citologica de organismos patogenos detectados en este estudio
Organismos patégenos contemplados por el . | Porcentaje
Sisgema Bethpesda92014 P P AEEIEEE (%) !
Trichomonas vaginalis. 85 6,04
Organismos flingicos consistentes con Candida spp. 25 1,78
Cambl_os en la flora vaginal sugestivos de vaginosis 212 15,07
bacteriana.

Bacterias morfoldgicamente consistentes con 5 036
Actinomyces spp. '
Cambios celulares consistentes con infeccion por 0 0.00
herpes simple tipo 2. '
Cambios celulares consistentes con infeccion por 0 000
citomegalovirus. !
[ Total 327 23,30
Organismos patogenos no contemplados por el Frecuencia Porcentaje
Sistema Bethesda 2014 (%)
Camblos_celulares sugestivos de infeccién por 12 0,85
Chlamydia.
Bacterias mixtas (cocoides y bacilares) 120 8,53
Bacterias cocoides. 268 22,18
Otros (organismos levaduriformes, no
blastoconidias). 88 6,25
Infeccion Mixta (2 6 mas organismos patdgenos). 190 18,98
| Total 699 56,50

La relacion entre la presencia de infecciones
cervico-vaginales y los grupos etarios mostré que
este tipo de infecciones fueron méas frecuentes en
los grupos de edad de 20 y 50 afios (67,2%),
existiendo diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,000) con respecto a los grupos
de edad <19 afios (5,0%) y >60 afios (2,8%).

En 35 casos (2,8%) se informé una citologia
anormal, consistente con anormalidades en la
morfologia celular tanto de origen escamoso como

glandular, los cuales se detallan en la Tabla 3,
distribuidos asi: 15/35 (42,9%) con atipias
escamosas (ASC-US y ASCH), seguido de 9/35
(25,8%) con lesion intraepitelial escamosa de bajo
grado (LSIL), incluyendo la infeccion por
papilomavirus (LSIL/HPV) vy las lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL) en
2/35  (5,7%) casos. 5/35 casos (14,3%)
correspondieron a atipias en células glandulares
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endocervicales o endometriales (AGC-NOS). Se
detectaron 4/35 (11,4%) casos de cancer: 2
carcinomas epidermoides, 1 adenocarcinoma In
Situ endocervical (AIS) y 2 adenocarcinomas
endocervicales. En 6/35 casos (17,14%) no habia

infeccion, observandose citdlisis/lactobacilos: 3
LSIL/HPV, 1 AGC-NOS, 1 ASC-H y 1 ASC-US.
Los estados de disbiosis cervico-vaginal estaban
presentes en el 82,85% de las citologias anormales:

TABLA3.
Citologias anormales (n=35) y organismos patégenos (disbiosis) asociados

Intensidad de la

Anormalidades en células epiteliales Organismos
escamosas/glandulares del cuello uterino asociados . respuesta_
inflamatoria
1 |ASC-H Tv/ BC/ Chlamydia Marcada
2 |ASC-H Lactobacilos Sin inflamacién
3 |ASC-H Vaginosis bacteriana -
4 | LSIL Vaginosis bacteriana -
5 | AGC-NOS Candida spp Moderada
6 | HSIL Vaginosis bacteriana -
7 | AGC-NOS (endocervicales atipicas) Inspecifica Moderada
8 | AGC-NOS (endometriales atipicas) Tv Marcada
9 | ASC-Us Candida spp Moderada
10 | LSIL/HPV Vaginosis bacteriana -
11 | ASC-US Candida spp Moderada
12 | ASC-H BM Moderada
13 | LSIL (escamosas intermedias discari6ticas) BC Marcada
14 | AGC-NOS (endometriales atipicas) Lactobacilos Sin inflamacién
15 | AGC-NOS (endocervicales atipicas) Tv/BM Marcada
16 | ASC-H Inespecifica Marcada
17 | LSIL/HPV Citélisis Sin inflamacién.
18 | ADCa Inespecifica Moderada
19 | LSIL/HPV Tv/BC Marcada
20 | ASC-H (escamosas profundas atipicas) Candida spp Moderada
21 | ASC-H Inespecifica Moderada
22 | LSIL/HPV Citdlisis Sin inflamacion.
23 | ASC-H Tv/BC Moderada
24 | HSIL BC Moderada
25 | ASC-H BC Moderada
Candida spp /

26 | ASC-H ChIamydia/Lacf(fbacilos Moderada
27 | ADCa endocervical - Sin inflamacion.
28 | LSIL/HPV BC Marcada
29 | Ca epidermoide Tv/BC Moderada
30 | LSIL/HPV Citdlisis Sin inflamacion.
31 | ASC-US BM Moderada
32 | LSIL/HPV Candida spp Moderada
33 | ASC-US Citdlisis Sin inflamacion.
34 | ASC-US Tv / Candida spp / BC Marcada
35 | AlS endocervical Tv/BC Marcada

Tv: Trichomonas vaginalis. BC: bacterias cocoides. BM: bacterias mixtas (cocoides y bacilares). Inespecifica: no se
observé agente causal ni signos sugestivos. ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado. ASC-
H: células escamosas atipicas, no se puede descartar una lesion intraepitelial escamosas de alto grado (HSIL). LSIL:
lesién intraepitelial escamosa de bajo grado. HSIL: lesion escamosa intraepitelial de alto grado. AGC-NOS: células
glandulares atipicas de significado indeterminado. HPV: virus del papiloma humano. ADC: adenocarcinoma. AlS:

adenocarcinoma in situ. Ca: carcinoma invasor.

infeccion mixta (por 2 6 mas patégenos) en 7/35
casos (20,0%), seguido de 6/35 (17,1%) casos con
infeccion por bacterias cocoides 0 mixtas: cocoides
y bacilares y en 6/35 (17,1%) se observaron
organismos fungicos/Candida spp. La prevalencia
de cambios en la flora vaginal sugestivos de
vaginosis bacteriana fue de 4/35 (11,4%) y de
infeccién por Trichomonas vaginalis 22,9% (8/35

caso0s), ya sea como Unico patégeno (1 caso) 6 en
infeccion mixta (7 casos). En los 7/35 casos de
infeccion por LSIL/HPV (20,0%) se detectd
cambios en la flora vaginal sugestivos de VB (1
caso), infeccién mixta (1 caso), bacterias cocoides
(1 caso), Candida spp (1 caso) y citdlisis
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(3 casos). Se observo respuesta inflamatoria de
moderada a marcada intensidad en el 82,85%
(29/35) de los casos. En la Figura 2 se pueden
apreciar algunas imagenes ilustrativas de las
citologias anormales.

La correlacion entre los hallazgos citolégicos
anormales y la presencia de organismos patégenos
y no patogenos (lactobacilos/citolisis) arrojo
diferencias estadisticamente significativas
(p<0,00) en los casos citolégicos anormales con
infeccion genital: Trichomonas vaginalis 8/35

fe ‘.Q’.'" -.\’- 2

(p<0,000), organismos flngicos consistentes con
Candida spp 4/35 (p<0,003), cambios celulares
sugestivos de infeccion por Chlamydia 2/35
(p<0,012) e inflamacion inespecifica 4/35
(p<0,000).

Entre los factores de riesgo mas asociados al
desarrollo de infecciones cervico-vaginales (Tabla
4), con un valor de riesgo relativo (RR), se encontr
el uso de DIU (1,128) y la presencia de leucorrea
(1,109).

Fig. 2 llustracion de los casos de citologia de este estudio. A. Fase luteinica avanzada, células intermedias morfoldgicamente
normales, citélisis (nGcleos sueltos de células escamosas intermedias) y lactobacilos, 20X. B. 17 afios. Lesion intraepitelial escamosa
de bajo grado, infeccién por HPV (coilocitos), bacterias cocoides, 40X. C. 22 afios. Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado,
células superficiales discari6ticas, tricomoniasis y bacterias cocoides, 10X. D. 37 afios. Lesion intraepitelial escamosa de alto grado,
células basales malignas de tipo metaplasico, bacterias cocides, 40X. E. 29 afios. Carcinoma epidermoide, células fibroides malignas
(flecha azul), bacterias cocoides y Trichomonas vaginalis (flecha roja), 20X. F. 40 afios. Adenocarcinoma endocervical In Situ,

bacterias cocoides, 10X. Coloracién de Papanicolaou.

TABLA 4.
Factores de riesgo mas asociados al desarrollo de dishiosis cervico-vaginal

Infecciones cervico-vaginales (disbiosis)
Factor de Riesgo Presencia Ausencia Total RR Intervalo de confianza
NOmero | % | Numero | % | Numero % Inferior Superior
Dispositivo intrauterino (DIU) 98 90,7 10 9,3 108 100,0 | 1,128 1,056 1,206
Leucorrea 179 88,6 23 11,4 202 100,0 | 1,109 1,047 1,175
Anticonceptivo oral 11 91,7 1 8,3 12 100,0 | 1,028 0,949 1,341
Vaginitis/Cervicitis 30 83,3 6 16,7 36 100,0 | 1,026 0,884 1,190
Endopia 3 75,0 1 25,0 4 100,0 | 0,922 0,523 1,625
Ectopia/Ectropion 91 85,8 15 14,2 106 100,0 | 1,061 0,978 1,152

El andlisis de las infecciones cervico-vaginales
o disbiosis como factor de riesgo para el desarrollo
de anormalidades en células epiteliales escamosas
y/o glandulares revel6 que en 29/35 (94,40%) de
los casos con citologia anormal estaba asociado un
proceso infeccioso, con un riesgo relativo (RR:
1,167 IC del 95%; 1,073-1,269), en comparacion

con los casos sin infeccion y presencia de
microbiota bacteriana habitual.

Un resultado citolégico de cuello uterino con
presencia de lactobacilos o de citdlisis indica la
existencia de un efecto protector del ecosistema
vaginal y estado saludable genital. Por tanto, la
desaparicion de dicha proteccion bioldgica
favoreceria la adquisicion, proliferacion y
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persistencia  de  organismos  infecciosos,
provocando el establecimiento de un estado de
disbiosis, caracterizado por una microbiota diversa.
La alta prevalencia de las infecciones cervico-
vaginales es considerada un problema de salud
ginecoldgica y reproductiva femenina, por lo que
es intensamente estudiada en la actualidad, debido
a que dichos estados de dishiosis podrian tener una
implicacion importante en la fase de iniciacion de
la carcinogénesis en el cuello uterino asociado a
HPV oncogénico, asi como en diversas
emergencias obstétricas [15,17,18,19,22,23,27].

La poblacion joven y sexualmente activa es mas
propensa a padecer de infecciones genitales o
disbiosis [17,28]. En este estudio, la edad promedio
fue de 38 afios * 13,5 afios, coincidiendo con otras
investigaciones  locales e internacionales
[17,27,29], lo que demuestra que la disbiosis
cervico-vaginal es muy frecuente en edad
reproductiva, la cual oscila entre los 18 y 50 afios
[17,30]. Ademas, en esta investigacion, la mayor
prevalencia (67,2%) de las cervico-vaginitis se
encontrd entre los 20 y 50 afios de los casos
estudiados, siendo estadisticamente significativo,
en relacion a los otros grupos etarios (< 19 y > 60
afios), lo cual podria deberse a diversos factores
que influyen directamente en la variacién de la
microbiota vaginal y que son considerados de
riesgo para el desarrollo de disbiosis, como la raza
0 grupo étnico, edad y fisiologia hormonal (ciclo
menstrual y embarazo), la actividad sexual
(promiscuidad, no uso del condén, semen,
espermicidas) y factores conductuales (uso
frecuente de duchas vaginales, DIU), variedad de
productos de higiene intima, tabaquismo,
alimentacion y deficiencias nutricionales), entre
otros. En consecuencia, todos estos factores
podrian desencadenar un estado de disbiosis,
mayor exposicion y adquisicion de infecciones de
transmision sexual y de proliferacién y persistencia
de organismos patégenos como Chlamydia, HIV,
virus del herpes y HPV, ademas de un mayor riesgo
para otras enfermedades de importancia clinica
como el cancer cervical [9,10,15,22,23,31].

La insuficiente informacion clinica pertinente
proporcionada en la solicitud del examen, tiene
impacto en la interpretacion de las pruebas de
laboratorio y también responsabilidad en errores
subyacentes [32]. El sistema Bethesda 2014 para el

informe de la citologia cervico-vaginal exige, entre
los pardmetros de adecuacién de la muestra,
disponer de informacion clinica relevante que
puede contribuir favorablemente en una mejor
interpretacion de los hallazgos citoldgicos [11]. En
este estudio, un elevado porcentaje de solicitudes
no contenia suficiente informaciéon clinica
relacionada, en comparacion con el 40,9% del
estudio de Costa y cols 2018 [33]. Un menor
porcentaje de solicitudes de examen informaron el
uso del DIU, anticonceptivos orales o embarazo
actual. Resultados similares fueron hallados por
Guillen y cols 2003 [29], donde el 17,37%
informaron que eran usuarias de algin método
anticonceptivo y el resto (82,63%) no refirio
informacion clinica pertinente, lo cual revela que es
una deficiencia comun en esta localidad. La
leucorrea fue el hallazgo clinico/colposcopico mas
informado (16,00%) en este estudio. En otros
estudios, este hallazgo alcanzé mayor porcentaje
70,05% [34] y 87,29% [35]. Esta marcada
diferencia quizas se debe a que fue reservada la
informacion o simplemente que las pacientes eran
asintomaticas. La orientacion clinica sefialando las
caracteristicas macroscépicas de una secrecién
vaginal patol6gica, no fisiologica, basada por
ejemplo en los criterios de Amsel o en el indice
BACOVA [17], podria ser de gran ayuda para la
identificacion  precisa del agente causal,
aumentando asi la correlacién clinica-citolégica-
microbioldgica y efecto terapéutico eficaz [36-38].

La disminucion en la concentracién o la
sustitucion de los lactobacilos se traduce en
disbiosis. En el presente estudio, se observaron
diferencias estadisticamente significativas cuando
se compararon los casos con O sin
lactobacilos/citolisis y la presencia de respuesta
inflamatoria, donde el 39,85% mostré exudado
inflamatorio de moderada a marcada intensidad, en
ausencia de microbiota bacteriana habitual, frente
al 15,54% con lactobacilos/citolisis y escasos
leucocitos PMN. Baka y cols 2013 [39] tuvieron
hallazgos ain mas elevados, donde en el 55,7% de
los casos citoldgicos se observd un proceso
inflamatorio y ademas en el 59,6% de los casos
hubo cultivos  positivos, con diferentes
microorganismos patégenos, mientras que el grupo
de mujeres sin inflamacion en la prueba de
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Papanicolaou mostro un porcentaje
significativamente mayor de cultivos negativos
(67,1%, p<0,001). Este hallazgo demuestra que la
desaparicion de la accidon protectora de la
microbiota vaginal habitual, con desequilibrio en el
ecosistema cervico-vaginal y elevacion del pH
vaginal, favorece el establecimiento de un medio
pro-inflamatorio sostenido, permitiendo asi el
efecto de metabolitos carcinogénicos sobre la
mucosa epitelial y la mayor posibilidad de
transformacion celular neoplasica
[5,9,12,13,25,40-42]. Por otra parte, el predominio
de ciertas especies de lactobacilos es determinante
para el establecimiento de CST IV. Las
comunidades bacterianas en mujeres pre-
menopausicas sanas suelen estar pobladas por
especies de lactobacilos que aseguran un pH
vaginal &cido, ademds los lactobacilos secretan una
variedad de productos capaces de inhibir el
crecimiento bacteriano y su adhesion epitelial, con
formacion de biopeliculas por competencia. La
presencia de L. crispatus, L. gasseri y L. jensenii
generan un efecto protector contra la dishiosis,
mientras que la especie L. iners se asocia con
bacterias de la CST 1V, principalmente las
causantes de vaginosis bacteriana y también con
lesiones  pre-malignas del cuello  uterino
[13,15,17,18,43]. Por lo antes expuesto, es
necesario realizar investigaciones
multidisciplinarias a fin de caracterizar la
microbiota bacteriana habitual de esta localidad, de
manera que puedan compararse con estudios
relacionados y asi establecer cuales son las
comunidades bacterianas prevalentes y su posible
relacion con el posterior desarrollo de neoplasia del
cuello uterino asociada a la infeccion por HPV
oncogeénico.

La comparacién y discusion de hallazgos
citoldgicos referentes a disbiosis cervico-vaginal es
dificultosa, pues influyen las caracteristicas
epidemioldgicas de la poblaciéon en estudio, la
terminologia variable utilizada para designar las
infecciones genitales y las manifestaciones clinicas
de las mismas, asi como la metodologia y
parametros de laboratorio utilizados para establecer
la identificacion y prevalencia de los diferentes
patdgenos asociados. Este estudio fue realizado a
partir de muestras citoldgicas, con la intension de
conocer también los aspectos actuales relacionados

con las cervico-vaginitis infecciosas, a fin de
vincular la terminologia citolégica con la
microbioldgica actual y asi mejorar la correlacion
entre los dos métodos, para que a futuro, sea
posible estandarizar los términos relacionados con
las infecciones genitales, aumentar su utilidad
clinica y facilitar el desarrollo de futuras
investigaciones multidisciplinarias. La prevalencia
de las infecciones o dishiosis cervico-vaginal es
variable a nivel mundial, siendo elevada en muchos
localidades de paises en desarrollo como
Venezuela, lo cual exige la certera identificacion de
los agentes etioldgicos (bacterias anaerébicas vs
aerobicas, parasitos y virus) o su confirmacion
mediante  métodos  especificos, para una
intervencion clinica eficaz [38,44] y de esta forma
interrumpir la persistencia inoportuna de un
ambiente  de  desequilibrio  microbioldgico
permisivo para la persistencia de infecciones de
transmision  sexual, principalmente el HPV
oncogénico. En este estudio, el 79,80% de los casos
citologicos inform6 la presencia de infeccion
genital, siendo semejante a los hallazgos de Jahic y
cols 2013 [34] (96,0%), Nadembega y cols 2017
[35] (74,0%) y Ameyapoh y cols 2021 [45]
(77,42%). Mientras que difiere de los resultados de
Villaseca y cols 2015 [27] y Majigo y cols 2021
[46], en los que la prevalencia de infecciones
vaginales es mas baja 465% y 65,3%
respectivamente, pudiendo deberse a las diferentes
poblaciones estudiadas con otro tipo de
caracteristicas socio-demogréaficas y culturales o
también a los métodos de diagnéstico utilizados. La
alta frecuencia de disbiosis en mujeres en edad
reproductiva  requiere de un diagnostico
microbiol6gico oportuno y claro, apoyandose en
métodos como la bacteriologia, parasitologia e
incluso la biologia molecular, que permiten
identificar  certeramente a los diferentes
organismos patogenos, incluyendo el HIV y los
genotipos especificos HPV-16 y HPV-18, entre
otros mas. De esta forma se aplicaria el tratamiento
adecuado para erradicarlas definitivamente,
evitando la persistencia o la recurrencia de
disbiosis, un posible cofactor en la carcinogénesis
del cuello uterino.

Las infecciones bacterianas (incluyendo la
vaginosis bacteriana), la tricomoniasis y las
infecciones mixtas fueron las mas frecuentes en
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este estudio, coincidiendo con otros en que la
vaginosis bacteriana es la dishiosis mas frecuente y
por ello quizas la mas estudiada [17,27,28]. Estos
estados de disbiosis, especialmente cuando ocurren
en pacientes jovenes, estdn asociados a serios
problemas de  fertilidad, obstétricos vy
ginecoldgicos como infertilidad, rotura prematura
de las membranas placentarias, parto prematuro,
recién nacidos con bajo peso, muerte neonatal,
variedad de infecciones de transmision sexual y
cancer de cuello uterino [28,44]. Ademas de estas
infecciones, la vaginitis aerébica es una entidad
clinica reconocida recientemente, aunque
probablemente es lo que se ha informado
tradicionalmente en la citologia como vaginitis
bacteriana y que puede confundirse clinicamente
con la vaginosis bacteriana, que se define como una
alteracion de la microbiota vaginal, caracterizada
por disminucién de lactobacilos y una mayor
cantidad de bacterias aerdbicas entéricas (E. coli, S.
aureus, Streptococos del grupo B y del género
Enterococcus), con niveles variables de
inflamacién y un papel desconocido en el origen de
la enfermedad neoplasica cervical [7,9,10].
Aunqgue no existen suficientes datos, se estima que
la frecuencia general de la vaginitis aer6bica podria
ser de hasta 50% en pacientes con CIN1 [9]. Las
infecciones mixtas causadas por 2 & mas
microorganismos patégenos también tuvieron una
frecuencia importante en esta investigacion
(18,98%). Ozal Mora 2019 [38] afirma que cada
vez es mas frecuente encontrar mujeres con
vaginitis mixta y que ademas es un cuadro que
dificulta el tratamiento adecuado, pues la
presentacion clinica es confusa, poco precisa, por
lo que se requiere la identificacion clara de los
organismos  implicados para su  correcto
tratamiento. Ademas, destaca que la misma
consiste en la coexistencia de micosis Yy
tricomoniasis, de micosis y vaginosis bacteriana o
de micosis y vaginitis aerobica. La incidencia de
vulvovaginitis micotica en asociacién con
vaginosis bacteriana es aproximadamente del
34,0%, y agrega que hay una importante asociacion
entre vaginosis bacteriana y Candida albicans, que
hace que las infecciones vaginales mixtas tengan
importancia clinica y epidemiolégica. Por tanto, la
vaginosis bacteriana, tricomoniasis, vaginitis
aerdbica y las infecciones mixtas son disbiosis

frecuentes en esta localidad, que deben ser
estudiados y  considerados con  mayor
detenimiento, sujetas a seguimiento y confirmacién
microbioldgica, ya que podrian estar asociadas con
el desarrollo de lesiones pre-malignas del cuello
uterino.

La disbiosis cervico-vaginal podria ser un
cofactor que actia en la fase de inicio de la
carcinogénesis del cuello uterino, asociada a
infeccion por HPV oncogénico [13,21,24,47], ya
que al parecer existe una relacion compleja entre la
disminucion de la accién protectora de los
lactobacilos, el efecto nocivo de productos y
metabolitos microbioldgicos en estado de dishiosis
y el desarrollo del cancer de cuello uterino. Existen
evidencias actuales de diversos mecanismos
implicados en este proceso multifactorial, aunque
insuficientes para la comprobacion de la relacion
causal [24]. EI cancer de cuello uterino es un grave
problema de salud publica por su alta incidencia y
mortalidad en paises en vias de desarrollo y es, por
tanto, una prioridad en la salud mundial. En esta
investigacion, el 2,8% de los casos correspondieron
a citologias anormales y mostraron organismos
patdgenos asociados. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los casos con
presencia de Trichomonas vaginalis, Candida spp
y Chlamydia trachomatis. La persistencia de
ciertos procesos infecciosos en un medio
inflamatorio mantiene alterada la composicion de
la microbiota vaginal habitual. Este tipo de
comunidad bacteriana tipo IV se asocia a la
adquisicion y persistencia de la infeccion por HPV
oncogénico, factor que induce la transformacion
celular maligna, a través del despliegue de
multiples mecanismos moleculares, donde la
evasion de la respuesta inmune tiene un papel
preponderante [13,18,44]. Los resultados de este
estudio revelan que la infeccidn por Trichomonas
vaginalis podria estar asociada significativamente
al desarrollo de anormalidades en células
epiteliales, infeccion persistente por HPV
oncogeénico y cancer de cuello uterino, ya que
genera alteraciones a nivel de la inmunidad celular
[44,48]. La vulvovaginitis micética ocurre con
mayor frecuencia en mujeres con microbiota
vaginal predominada por lactobacilos y podria
asociarse a morfologia celular alterada. En la
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presente investigacion, 3/4 casos con infeccién por
Candida spp mostraron ASC-US y 1/4 presentd
ASC-H. Por otro lado, 2/4 casos presentaron
citélisis asociada a infeccion por Candida spp y a
su vez, anormalidades en células epiteliales,
coincidiendo con la literatura [44]. Se ha sugerido
que existe una relacion importante entre la
infeccion por Chlamydia trachomatis y la mayor
posibilidad de desarrollar céancer cervical,
especialmente si se asocia a HPV [19,24]. Por
tanto, estas pacientes requieren de mayor atencion
clinica, con la ratificacion y resolucién
correspondiente  de su estado de dishiosis.
Citologicamente, las caracteristicas de algunas
infecciones genitales estan bien establecidas por el
sistema Bethesda 2014 [11], sin embargo, no
ocurre igual con la cervicitis ocasionada por
Chlamydia. Autores establecen que dicha infeccion
puede ser sugerida cuando se observan vacuolas
citoplasméticas de membrana reforzada en células
metaplasicas [50]. En esta investigacién, la
infeccién por Chlamydia trachomatis fue sugerida
en 2 casos (5,71%) y su asociacion con el desarrollo
de anormalidades en células epiteliales mostré
diferencias estadisticamente significativas.
Chlamydia trachomatis se ha identificado como un
factor de riesgo independiente para el desarrollo de
cancer de cuello uterino y se asocia con infeccion
por HPV, ya que es capaz de desencadenar
infecciones cronicas o recurrentes e inflamacion a
largo plazo, provoca dafio epitelial, especialmente
en la zona de transformacién y afecta la inmunidad
celular, facilitando asi la transmisién y co-
infeccion viral [3,19,24]. Los 2/35 casos con
infeccion por este organismo presentaron una
citologia atipica (ASC-H), lo que corrobora lo
sugerido por Choi y Roh 2014 [51], que las
pacientes con infeccidn por Chlamydia trachomatis
podrian contribuir en la aparicion de anormalidades
celulares, con el posterior desarrollo de SIL y
cancer invasivo, por lo que ameritan la
confirmacion  microbiolégica 'y tratamiento
inmediato.

En el contexto de la disbiosis, se ha sugerido
gue la inflamacion cronica podria ser un cofactor
en el inicio de la carcinogénesis cervical, ya que la
alteracién de la microbiota vaginal aumenta el
riesgo o predispone a contraer infeccion por HPV.
En esta investigacion, 21/35 casos que presentaron

anormalidades en células epiteliales escamosas y/o
glandulares mostraron una reaccién inflamatoria
moderada y marcada, en respuesta a un proceso
infeccioso. La composicion de la microbiota
vaginal influye en la respuesta inmune innata del
huésped, la susceptibilidad a la infeccion y el
posterior desarrollo de enfermedad cervical. La
CST IV muestra perfiles pro-inflamatorios que
mejoran el potencial oncogénico del HPV, a través
de la expresion de las oncoproteinas virales E6 y
E7, cuya funcidn principal es inhibir la apoptosis y
aumentar la proliferacién celular, la acumulacion
de alteraciones genéticas y epigenéticas, asociadas
a displasia y cancer de cuello uterino (3,40). La
posible asociacion entre la dishiosis y la
adquisicion y persistencia de HPV oncogénico, asi
como el posterior desarrollo de carcinogénesis
sigue siendo estudiada por numerosos autores
[15,18,19,20-23,52], ya que las infecciones
genitales  persistentes generan un  estado
inflamatorio  sostenido que conduce a una
alteracion a nivel celular y molecular, perdida de la
continuidad de la barrera del epitelio con dafio
tisular, que a su vez podria favorecer el ingreso del
HPV oncogénico hasta el estrato epitelial profundo,
promoviendo un ambiente para el desarrollo
tumoral.

Entre los factores de riesgo que estarian
asociados a la adquisicion o a la existencia de
disbiosis, considerados en esta investigacion,
destacan la leucorreay el uso de DIU. La presencia
de leucorrea esta asociada a infeccién genital y es
el motivo mas comun de consulta ginecologica, con
alta prevalencia de cultivos microbioldgicos
positivos. En esta investigacion, la presencia de
leucorrea tuvo un OR igual a 1,109 (IC del 95%;
1,047-1,175) considerandose un factor de riesgo
para la presencia de dishiosis. Esto permite
concluir que ante la presencia de leucorrea es
preciso descartar una infeccién de transmision
sexual [36,38]. Se ha relacionado la presencia de
Actinomyces spp en la citologia cervical con la
presencia del DIU, hasta en un 25%, cuya
explicacion adn no ha sido aclarada [11,29]. En
concordancia con lo sefialado en la literatura, en
esta investigacion el uso de DIU tuvo un OR igual
a 0,128 (IC del 95%; 1,056-1,206), considerandolo
un factor de riesgo para el
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desarrollo de infecciones cervico-vaginales,
especialmente la causada por Actinomyces spp. Por
lo que, en usuarias del DIU es necesario descartar
disbiosis 'y su posible efecto sobre el
microambiente cervico-vaginal.

Las infecciones cervico-vaginales son un factor
de riesgo para el desarrollo de anormalidades en
células epiteliales escamosas y/o glandulares en
esta localidad, como lo revela el 94,4% de las
anormalidades en células epiteliales de este estudio
gue presentaban asociado un proceso infeccioso,
con un riesgo relativo (RR: 1,167; IC del 95%;
1,073-1,269). Este hallazgo concuerda con Alotaibi
y cols 2020 [53], quienes detectaron una
correlacion significativa entre la presencia de
organismos de transmision sexual, incluyendo el
HPV oncogénico, y la citologia cervical anormal,
concluyendo que las infecciones de transmision
sexual podrian desempefiar un papel crucial en la
persistencia del HPV oncogénico y la
carcinogenesis del cuello uterino. A propésito,
actualmente se investiga intensamente las
interacciones entre el microbioma humano y la
carcinogénesis en diferentes 6rganos corporales,
denominado oncobioma, por lo que el estudio de la
disbiosis cervico-vaginal es de interés en la
construccién del oncobioma del cuello uterino
[19,54].

CONCLUSIONES

suposicion que debe aclararse en las mujeres
meridefias.
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RESUMEN

Physalis peruviana L., pertenece a la familia
Solanaceae, es conocida en Venezuela con el
nombre de topo-topo, esta especie tiene gran
interés en la medicina tradicional, el objetivo del
presente estudio fue determinar la composicion
quimica preliminar del extracto metandlico de las
hojas (EMH), el extracto metandlico de los tallos
(EMT), y el extracto metandlico de las flores
(EMF) de esta especie, evaluar la actividad
antioxidante (método DPPH) y ecotdxica sobre
Artemia salina. En cuanto a la composicién
guimica los EMH y EMT, mostraron, la presencia
de alcaloides, fenoles y esteroles, mientras que en
el EMF Unicamente se evidencio la presencia de
esteroles. En cuanto a la actividad antioxidante,
solamente el EMH mostré % | de 26,9 a su maxima
dilucién de 0,5 mg/mL en comparacion de 96,1 del
acido ascérbico. La evaluacion de la toxicidad
sobre nauplios de A. salina segin el CYTED,
determiné que los EMH son relativamente
inocuos, EMT son moderadamente toxico y EMF
inocuos. Es importante destacar que en este trabajo
se reporta por primera vez la actividad ecotoxica de
la especie P. peruviana recolectada en Mérida,
Venezuela, sobre nauplios de A. salina por lo que
se considera un aporte al estudio de esta especie.

PALABRAS CLAVE

Physalis peruviana, Solanaceae, actividad
antioxidante, ecotoxicidad.

ABSTRACT

Physalis peruviana L. belongs to the
Solanaceae family and is known in Venezuela by
the name of topo-topo, this species is of great
interest in traditional medicine, and the objective of
this study was to determine the preliminary
chemical composition of the methanolic extract of
the leaves (MEL), methanolic extract of the stems
(MES), and methanolic extract of the flowers
(MEF) of this species, to evaluate the antioxidant
(DPPH method) and ecotoxic activity on Artemia
salina. Regarding the chemical composition, the
MEL and MES showed the presence of alkaloids,
phenols, and sterols, while in the MEF only the
presence of sterols was evidenced. Regarding
antioxidant activity, only MEL showed a %I of
26.9 at its maximum dilution of 0.5 mg/mL
compared to 96.1 for ascorbic acid. The evaluation
of the toxicity on nauplii of A. salina according to
CYTED, determined that MEL is relatively
innocuous, MES is moderately toxic and MEF
innocuous. It is important to highlight that in this
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work the ecotoxic activity of the species
P. peruviana collected in Mérida, Venezuela, on
nauplii of A. salina is reported for the first time, so
it is considered a contribution to the study of this
species.

KEY WORDS

Physalis peruviana, Solanaceae, antioxidant
activity, ecotoxicity.

INTRODUCCION

Las Solanaceas son una familia de plantas
herbéceas o lefiosas con hojas alternas, simple y sin
estipulas pertenecientes al orden Solanales. Se
encuentra distribuida en diferentes héabitats y con
morfologia muy variada. La familia se distribuye
por casi todo el planeta con la excepcién de la
Antartida. La mayor diversidad de especies se ha
registrado en Ameérica del Sur y América Central
[1].

El género Physalis (familia Solanacea), incluye
entre 80 y 100 especies herbaceas perennes y
anuales cuyos frutos se forman y permanecen
dentro del caliz; casi todas en estado silvestre y
muy pocas en estado semi-silvestre, siendo la
Physalis peruviana la mas utilizada por su fruto
dulce [2-4].

Physalis peruviana L., es conocida como topo-
topo en Venezuela, uchuva en Colombia, uvilla en
Ecuador y aguaymanto en Perd. Es un cultivo
herbaceo originario de la regién andina y utilizado
fundamentalmente por sus frutos comestibles, los
cuales corresponden a una baya jugosa,
redondeada, entre 1,25 y 2 cm de didmetro,
habitualmente de color amarillo y de intenso sabor,
esta fruta crece dentro de un céliz que lo protege
contra insectos, aves, patégenos y condiciones
climaticas extremas [5], el cultivo de P. peruviana
L. se extiende por todo la cordillera de los Andes,
Unica de Sur América y desde hace dos décadas se
expenden en los mercados del area andina, desde
Venezuela a Chile [6].

Llumiguano (2014) [7], estudid la composicion
quimica de los extractos etandlico, etéreo y acuoso
de hojas de P. peruviana, y comprobd la presencia
de alcaloides, triterpenos y compuestos fenolicos,

que podrian estar relacionados con la actividad
farmacol6gica de esta planta. Ademas, se han
identificado en el género Physalis
aproximadamente 351 witanolidos, principalmente
aislados de las especies de P. angulata y
P. peruviana, estos compuestos son esteroides con
un esqueleto de ergostano, es decir, lactonas
esteroidales [8], que han demostrado tener diversas
actividades bioldgicas, como anticancerigena,
antiinflamatoria, antimicrobiana,
inmunorreguladora, tripanocida y leishmanicida.
Las funciones farmacoldgicas observadas en estos
compuestos han apoyado los usos de especies de
Physalis en medicinas tradicionales [9]. En los
Gltimos afios se aislaron de P. peruviana L., cuatro
nuevos witanolidos conocidos como Peruranolidos
A-D, con potencial actividad antibacteriana y
citotdxica [10].

A la especie P. peruviana L., se le atribuyen
propiedades como antiespasmodico, diurético,
antiséptico, sedante, analgésico, fortalecimiento
del nervio dptico, antiparasitario, antidiabético
[11]. Por otra parte, la caracterizacion
bromatoldgica y fisicoquimica de P. peruviana L.
ha despertado el interés de esta especie de ser
utilizada, como alimento nutracéutico [12].

El fruto de P. peruviana L., es considerado
exotico y es ampliamente conocido por sus
propiedades fisicoquimicas, nutricionales vy
medicinales, igualmente, los célices que protegen
el fruto han demostrado tener propiedades
anticancerigena,  antimicrobiana, antipirética,
diurética, inmunomoduladora y antiinflamatoria
(Franco y cols., 2007), estas actividades han sido
comprobadas por estudios realizados in vivo [13-
15].

Los extractos de las hojas de P. peruviana han
mostrado importantes actividades antibi6ticas,
antioxidantes y antinflamatorias [14,16]. Ademas,
Toro y cols. (2014) [17], comprobaron que el
extracto etandlico crudo y algunas fracciones de
caliz tienen actividades antiinflamatoria y
antioxidante. También, Ezzat y cols. (2021) [18],
determinaron que la fraccion rica en fenoles de
P. peruviana L., podria prevenir la nefropatia
diabética, demostrando el efecto renoprotector de
esta especie contra las complicaciones ocasionadas
por la diabetes; particularmente nefropatia.
Igualmente, Baker y Mohammed (2022) [19],
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demostraron que la fraccion rica en polifenoles de
los calices de esta especie y su nanoemulsion
podrian ser eficaces para el tratamiento del
carcinoma hepatocelular (CHC).

En cuanto a su actividad ecotoxica, Sanabria y
cols. (1997) [20], estudiaron los compuestos
fitoquimicos y letalidad sobre A. salina de 29
especies colombianas, entre ellas Physalis
peruviana L., determinaron que el extracto
etandlico que habian evidenciado la presencia de
alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas,
esteroles y/o triterpenos y lactonas terpénicas
mostraron tener alta letalidad frente a la A. salina y
relacionaron la presencia de estos compuestos
guimicos con dicha toxicidad.

En la presente investigacion se planted realizar
el estudio fitoquimico cualitativo para determinar
la actividad antioxidante y toxicidad sobre A.
salina de los extractos metandlicos de las partes
aéreas de P. peruviana recolectada en Mérida,
Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de la muestra: Las hojas, tallos y
frutos de P. peruviana L., fueron recolectadas en el
sector El Arado 2, El Valle, Municipio Libertador
estado Mérida, a 1400 m. s. n. m, la identificacion
botanica la realiz6 el Ing. Juan Carmona, adscrito
al  Departamento de  Farmacognosia vy
Medicamentos Organicos de la Facultad de
Farmacia y Bioandlisis, el vaucher (02) fue
depositado en el herbario MERF de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes.
Meérida. Venezuela.

Obtencion de los extractos: Para este estudio
se tomé aproximadamente un kilogramo de hojas,
de tallos y frutos respectivamente, se procedié a
secar en una estufa a 45 °C por 48 horas. Luego se
tomo 200 g de cada uno de los materiales vegetales
(secos y molidos) y se colocaron en un erlenmeyer
con aproximadamente 200 mL de metanol (para
extraer los componentes del material vegetal a
través de maceracion a temperatura ambiente). Este
proceso se repitid 3 veces, para cada uno, se filtrd
y se evapor6 para recuperar el metanol, se
obtuvieron los tres extractos: Extracto metandlico
de las hojas (EMH), extracto metanolico de los

tallos (EMT) y extracto metandlico de los frutos
(EMF), estos se almacenaron en frascos
herméticamente cerrados, previamente rotulados y
tarados.

Estudio fitoquimico preliminar: Para la
caracterizacion quimica de los metabolitos
secundarios presentes en EMH, EMT y EMF de
P. peruviana L., se efectud una serie de pruebas
quimicas cualitativas siguiendo la metodologia

descrita [21].
Actividad antioxidante método DPPHe:
Todos los reactivos quimicos utilizados,

incluyendo los disolventes fueron de grado
analitico. El reactivo DPPHe (2,2- difenil-1-
picrilhidrazilo) es de Sigma-Aldrich, el acido
ascérbico y metanol se obtuvieron de Merck. Se
utilizo  un  espectrofotometro  UV-Visible
Spectronic GeneSystm 10 Bio, para evaluar el
comportamiento de los extractos como agentes
antioxidantes. La evaluacién de la capacidad
antioxidante de EMH, EMT y EMF de P.
peruviana L., se realizaron siguiendo el ensayo del
test de actividad secuestrante de radicales libres del
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe), segin la
metodologia descrita [22-26].

Esta técnica consistié en preparar una solucion
madre de cada uno de los extractos, tomando 4 mg
de cada uno, en tubos eppendorf y se disolvieron en
1 mL de metanol, el ensayo se realizo por triplicado
para cada uno de los extractos, para tal fin, se
prepararon 3 tubos de cada uno, que contenian 700
uL de DPPHe (6 x 102 mM) y 300 pL del extracto,
se dejé en reposo en la oscuridad por 30 min,
después se procedid a determinar la absorbancia en
el espectrofotémetro a 517 nm, con cada uno de los
extractos que presentaron un porcentaje de
inhibicion (% 1) del radical DPPH« igual o superior
a 50 a 4 mg/mL, se prepar6 una solucién madre de
concentracion de 1 mg/mL y a partir de la misma
se prepararon varias diluciones (0,5; 0,25; 0,2;
0,15; 0,1; 0,05 mg/mL) y se procedié a determinar
la actividad antioxidante. Se realiz6 una curva
patron con &cido ascorbico (Y= 0.8984X + 5.45,
R2=0,9936), partiendo de una solucién madre con
una concentracion de 1 mM (17,6 mg en 100 mL
de metanol). El porcentaje de inhibicion (% 1) de
radicales libres de DPPH?e se calculé mediante la
siguiente ecuacion:

29



Contreras y cols. / Rev Fac Farm. 2022; 64(2): 27-37

%l (A DPPH - A Extracto) .
= *
0 A DPPH

En funcidén de la concentracién del analito se
calculé por regresion lineal para cada muestra la
concentracion eficiente 50 (CEso).

Toxicidad en Artemia salina: La evaluacion de
toxicidad sobre nauplios de A. salina de EMH,
EMT y EMF de P. peruviana L. se realizd en el
Departamento de Ciencias de los Alimentos de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis, este método
estandar se basa en la determinacion de la dosis
letal 50 (DLsg), es decir, concentracion que causa
la muerte al 50% de una poblacion de nauplios, en
24 h.

Reactivos: Los reactivos utilizados para
evaluar la toxicidad de EMH, EMT y EMF frente
a A. salina, de marca Sigma-Aldrich y Merck
fueron: cloruro de sodio (NaCl), sulfato de
magnesio hexahidratado (MgS0O4.6H,0), cloruro
de magnesio hexahidratado (MgCl.6H,0), cloruro
de potasio (KCI), bicarbonato de sodio (NaHCOs3),
carbonato de sodio (Na.COs), cloruro de calcio
(CaClp) y dodecil sulfato de sodio, levadura
comercial y quistes del crustdceo A. salina (Brine
Shrimp Egg. Artemia cysts O.S.1. Pro 100. Ocean
Star International. INC. Snowville. UT 84336.
EE.UU.). En el desarrollo del bioensayo, primero
se prepar6 una solucibn  marina  de
aproximadamente 1000 mL (agua de mar
artificial), que proporciond las condiciones
necesarias para el desarrollo de los nauplios de
Artemia. Esta solucién se mantuvo en aireacion
constante (burbujeo) 72 h previas al bioensayo, con
la finalidad de oxigenar la misma [27].

Eclosion de los quistes: Al finalizar el tiempo
de aireacion de la solucién marina (72 h) se dividié
la solucidn en dos recipientes (fiolas) con 500 mL
aproximadamente en cada una, en una se afiadio
alrededor de 250 mg de quistes, manteniendo una
temperatura constante de 28 + 2 °C por 48 h. La
solucién marina libre de nauplios, se utiliz6 como
disolvente para preparar las diferentes diluciones
del extracto etandlico y llenado de las placas [27].

Desarrollo de la prueba: Se colocaron 130 pL
de solucién salina (aireada) en cada pozo de una
placa de microtitulacién, posteriormente, se
agregaron a cada pozo 10 puL de solucion que

contenian entre 10 y 15 nauplios de A. salina, luego
se le adicion6 10 pL de una solucion de levadura
comercial marca Fleischmann (5 mg/mL) a cada
pozo y se incubaron las placas en un area con
iluminacién permanente por 24 h para excitar su
actividad metabolica. Finalmente, se colocaron
50 pL del extracto etanodlico, a distintas
concentraciones (5, 25, 250, 750, 1250 y 2500
ppm). El extracto se diluyé en solucion salina:
DMSO (9:1). Se incluyé, ademas, un grupo control
negativo (con todos los elementos del ensayo,
excepto la muestra a ensayar) y un grupo control
positivo (Dodecil sulfato de sodio al 10%) con 6
réplicas para cada grupo. Se registraron el nimero
de nauplios presentes inicialmente en cada pozo
(NV), y al cabo de 24 h de contacto con los
extractos se realiz6 el conteo del numero de
nauplios muertos (NM). Se calcul6 el porcentaje de
letalidad mediante la ecuacién: porcentaje de
letalidad (19%) [21]:

NM
%L =

NV * 100

Se determino la dosis letal 50 (DLso) con un
intervalo de confianza del 95%, se us6 el método
de analisis Probit y el programa estadistico SPSS,
21.0 para Windows. Se clasificaron la DLsp de los
extractos evaluados segun la toxicidad, tomando
como referencia las recomendaciones el Programa
Iberoamericano de Ciencias y Tecnologia para el
desarrollo (CYTED) [28].

Estudio estadistico: Los anélisis estadisticos se
realizaron con el programa IBM SPPS Statistict
editor de datos, versién 21 para Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL, EE.UU.). Para determinar
diferencias estadisticas en cada uno de los analitos
evaluados con la actividad antioxidante por el
método de DPPH?e se realizd un analisis varianza
(ANOVA) de una sola via, como valores de media
(n=3) y desviacion estandar (SD).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio fitoquimico de los extractos
metandlicos de las partes aéreas de Physalis
peruviana L: Se llevé a cabo una serie de pruebas
para conocer cualitativamente los compuestos
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quimicos presentes en EMH, EMT y EMF de
P. peruviana L. (Tabla 1).

El analisis fitoquimico preliminar reveld la
presencia de varios metabolitos secundarios de
interés bioldgico tantos en hojas, tallos y frutos de

P. peruviana L., donde se observé una importante
presencia de alcaloides, esteroles y compuestos
fendlicos en EMH y EMT, mientras que los EMF
solo se determiné la presencia de esteroles (Tabla
1).

TABLA 1.
Estudio fitoquimico de los extractos de las partes aéreas de Physalis peruviana L.
Metabolitos Reaccion EMH | EMT | EMF

Dragendorf + + -

Alcaloides Wagner + + -

Mayer + + -
Esteroles Liebermann-Burchard +++ + ++
Compuestos Fendlicos Fe-Cls +++ +++ -
Flavonoides Shinoda - - -
Saponinas Prueba de La espuma - - -
Taninos Prueba de gelatina - - -
Cumarinas y quinonas Luz UV - - -

Esta investigacion se correlaciona con la
realizada por LIlumiguano (2014) [7], quien reportd
la presencia de alcaloides, triterpenos, catequinas,
azucares reductores, fenoles y flavonoides en el
extracto etandlico de las hojas; alcaloides y
triterpenos en el extracto etéreo; alcaloides,
azucares reductores y fenoles en el extracto acuoso.
De igual forma, Hernandez (2015) [29], analiz6 las
hojas de P. peruviana L., e indicé la presencia de
esteroides, flavonoides, taninos y alcaloides en el
extracto etanélico y a su vez relacionaron la
presencia de estos compuestos con la actividad
bioldgica.

La diferencia en cuanto a los componentes
guimicos encontrados quizas pueda deberse a las
condiciones climaticas y ubicacién geografica del
sitio de recoleccion de la planta, para entender esta
afirmacion nos basamos en lo enunciado por
Waterman y Mole (1994) [30], quienes aseveraron
que el contenido de varios tipos de metabolitos
secundarios esté influenciado por el genotipo de la
planta (especie y variedad), las caracteristicas
ambientales (radiacién solar y disponibilidad de
agua), madurez, velocidad de crecimiento,
condicién nutricional del suelo, depredacion,
enfermedades y mecanismos de defensa de la
planta.

Por otra parte, Valares (2011) [31], afirmé que

la dependencia de los factores climaticos en la
sintesis de metabolitos secundarios como
flavonoides, terpenos y fenoles, se debe a que la
mayoria de los ecosistemas existen grandes
diferencias en las variables meteorolégicas a lo
largo del afio e interanualmente, esto es muy
importante ya que afecta a la variabilidad temporal
en la produccion de metabolitos secundarios.
Otro factor importante, a tener en cuenta es que los
metabolitos secundarios varian de acuerdo a la
edad de la planta, demostrando que el estado de
desarrollo de éstas afecta la biosintesis vy
acumulacién de estos compuestos quimicos, siendo
las hojas jévenes las que secretan mayor cantidad
de los mismos, durante el crecimiento de la planta
y la ontogenia, los metabolitos secundarios pueden
cambiar considerablemente, tanto cualitativa como
cuantitativamente. En general, estados mas
juveniles expresan mas mecanismos de defensas
gue edades mas maduras, lo cual les puede permitir
soportar mejor diferentes tipos de estrés [31,32].

Esto podria explicar el hecho de que en este
estudio el extracto metandlico de los frutos de
P. peruviana, solo evidencié la presencia de
esteroles, es posible que la madurez del fruto haya
influido sobre el contenido de algunos metabolitos
secundarios [33].
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Actividad  antioxidante del extracto
metanolico de las hojas de Physalis peruviana L.:
La actividad antioxidante fue determinada por el
método DPPH, previamente se realizé un barrido
inicial con los extractos metandlicos de hojas,
tallos y frutos de P. peruviana L., con el fin de
conocer si estas poseian potencial antioxidante.

En la Figura 1, se muestran los resultados de la
determinacion de porcentaje de inhibicion (% 1), de
los extractos metandlicos de las hojas, tallos y
frutos de Physalis peruviana L., (barrido inicial) a
una concentracién de 4 mg/mL.

40

w
=1

% de Inhibicion 4 mg/mL
(=)
=3

—
o

EMH EMT EMF

Fig. 1. Porcentaje (%) de inhibicion (%l), de los extractos
metandlicos de las hojas (EMH), tallos (EMT) y frutos (EMF)
de Physalis peruviana L., a una concentracion de 4 mg/mL.

Con este primer barrido se pudo determinar que
el EMH de P. peruviana L., dio un %l de 72,6%,
siendo mayor de 50%, lo cual indicé que tenia
actividad antioxidante, mientras que los EMT y
EMF un %Il menor al 50% lo que conllevd a
descartarlos, por no poseer actividad antioxidante
evidente (Fig. 1). Posteriormente la determinacion
de la actividad antioxidante, se realiz6 al EMH

(Fig. 2).

120
100 96,1

80

60

% Inhibicion

40

Ac ascorbico

26,9
19,5 20,6 =
20 12,2 14,9 =
]
, mm [ L
0,05 0,1 0,15 02 0,25 0,5 0,176
Concentracién mg/mL

Fig. 2. Porcentaje (%) de inhibicion del EMH de P. peruviana
L. Existen diferencias estadisticamente significativas entre
datos (p < 0,05) con un nivel de confianza de 95%

Al utilizar el método DPPH se pudo observar y
comprobar que la capacidad antioxidante del EMH
a su maxima concentracién de dilucion (0,5
mg/mL) fue de 26,9%, en comparacion de 96,1%
del acido ascdrbico utilizado como control positivo
(Fig. 2).

Concentracion eficiente 50 (mg/mL) del

EMH de Physalis peruviana L.: Castafieda y cols.
(2008) [34], indic6 que el fundamento del método
DPPH, consiste en que este radical tiene un
electron desapareado y es de color azul-violeta,
decolorandose hacia amarrillo palido por reaccién
con una sustancia antioxidante; la diferencia de
absorbancias, permite obtener el porcentaje de
captacion de radicales libres. A partir del ensayo
con DPPH, se obtiene la concentracion eficiente
(CE), con la cual se disminuye en un 50% la
concentracion inicial de DPPH, la concentracién
eficiente 50 en mg/mL del EMH de P. peruviana
L., para captar radicales libres es de 1,15 mg/mL,
que es considerado un buen resultado a pesar de la
ausencia de compuestos quimicos como son
taninos, flavonoides y la baja concentracion de
alcaloides reportados.
Para explicar esta afirmacién nos basamos en lo
expuesto por Arranz (2010) [35], quien afirmo que
la accién bioldgica de los compuestos fitoquimicos
esta relacionada con la estructura y concentracion
de estas sustancias, porque influyen en su
biodisponibilidad y bioaccesibilidad. También
debemos tener en cuenta que la produccion de estos
metabolitos secundarios en las hojas de
P. peruviana L., pudo estar afectada por diversos
factores. Sharapin (2000) [36], explica que la
produccion de compuestos fitoquimicos en las
plantas estan sujetos a factores extrinsecos como la
temperatura, humedad, calidad del suelo, el clima
y por factores intrinsecos a nivel genético, que
inciden directamente en la produccion de
metabolitos secundarios.

Debido a esto podemos encontrar una
explicacion y es que la presencia de metabolitos
secundarios como compuestos fenolicos, taninos,
flavonoides, alcaloides y triterpenos, juegan un
papel muy importante en la actividad antioxidante,
si lo comparamos con los compuestos encontrados
en las hojas como fueron alcaloides, esteroles y
compuestos fendlicos, pero no fue evidente la
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presencia de flavonoides y taninos, lo que explica
la reservada actividad antioxidante que presentd.

Este estudio difiere al reportado por Aparcana
y Villarreal (2014) [16], quienes evaluaron el
potencial antioxidante de los frutos de P. peruviana
L., recolectados en diferentes lugares del Perl
como fueron Huénuco, Junin, Ancash y Cajamarca.
Encontrando que el extracto etandlico presentaba
una CEsp de 1,86; 2,04; 2,24 y 2,36 mg/mL
respectivamente 'y los compuestos quimicos
predominantes en su estudio fitoquimico fueron la
presencia elevada de compuestos fenolicos,
taninos, flavonoides, alcaloides, triterpenos y una
leve presencia de saponinas.

De igual manera Cortés y cols. (2015) [12],
determinaron la actividad antioxidante de los
extractos metanolicos de los frutos de Physalis
peruviana L., por el método DPPH, donde
alcanzaron concentraciones de 393,69 mg/100 g de
muestra liofilizada y 391,39 mg/100 g de muestra
deshidratada por calor.

Es importante destacar que, en el presente
estudio, los frutos de P. peruviana L., no mostraron
actividad antioxidante y solo se report6 la presencia
de esteroles en los mismos. Por lo cual pudo influir
la variedad del fruto, el lugar de cosecha, la altura,
las condiciones del suelo, el clima, los nutrientes y
el estado de madurez, entre otros factores que
influyen al momento de realizar un andlisis. Para
comprender esta afirmacién nos basamos en lo
expuesto por Olivares y cols. (2016) [33], que
afirmaron que el grado de madurez de los frutos
influye en el contenido de compuestos bioactivos

tales como &cido ascorbico, fendlicos totales,
carotenoides totales; asi como en la capacidad
antioxidante.

Por otra parte, se tienen estudios realizados a
otras especies del género Physalis quienes
reportaron actividad antioxidante como es el
estudio de Barrientos y cols. (2018) [37], quienes
estudiaron la capacidad antioxidante de P.
chenopodifolia L., silvestre y cultivado.
Determinaron la presencia de fenoles y flavonoides
tanto en hojas como en frutos y evaluaron la
actividad antioxidante por el método DPPH. La
concentracion de 500 pg mL™ se obtuvo 11,5 + 0,4
y de 8,28 = 0,3%, para plantas cultivadas y
silvestre, respectivamente. Las demas
concentraciones (200 y 100 pg mL™?) fueron de
6,45 + 0,3y de 4,19 + 0,2 para plantas cultivadas y
de 3,91+0,1y 2,14 £ 0,1 en plantas silvestres.
Para comprender estas diferencias entre especies,
en cuanto a la producciébn de metabolitos
secundarios, Santacoloma y cols. (2014) [38],
explicaron que su distribucidn en las plantas varia
entre especies y dentro de la célula vegetal se
localizan en las vacuolas citoplasmaticas o en la
pared celular.

Determinacion de toxicidad de los extractos
metanolicos de las partes aéreas de Physalis
peruviana L.: En la Tabla 2, se muestran los
resultados del bioensayo de letalidad en Artemia
salina, aplicado a los extractos metandlicos de las
partes aéreas de P. peruviana L., y los controles
sobre A. salina.

Cuantificacion de la DLs de los extractos metanélicos de las partes aéreas de P. peruviana L., y los controles sobre A. salina.

TABLA 2.

Limite de confianza
DL 95 %) ppm Categoria segun el
Extracto | o) Limi(te Jep Limite CVTED
inferior superior

Tallos 438,984 145,187 1183,823 Moderadamente toxico
Hojas 2551,959 - - Relativamente inocuo
Frutos - - - Inocuo

DMSO - - - Inocuo

DDSS 23,372 13,507 28,026 Altamente toxico

DLso: Dosis letal 50; signo (-): valores muy altos; DMSO: Dimetilsulfoxido; DDSS: Dodecil sulfato de

sodio.
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De acuerdo a lo observado en la Tabla 2, se
muestra que el EMH resulté ser relativamente
inocuos, el EMT moderadamente toxico y el EMF
inocuo segin el CYTED, encontrandose en los
limites inferiores (dentro de los intervalos de
confianza) por encima de 1000 ppm.

En relacion al % de letalidad a las
concentraciones mas alta evaluadas (1250 y 2500
ppm), para los extractos metandlicos de las partes
aéreas de P. peruviana L. (Fig. 3), mostraron los
siguientes resultados, para el EMH 6,66 %, EMT
13,3 % y EMF 0%.

14 133

=
=

% de Letalidad

=
Tallos Hojas Frutos

Concentraciones 1250 y 2500 ppm

Fig. 3. % de Letalidad de los extractos metandlicos de las
partes aéreas de P. peruviana L., sobre A. salina a las
concentraciones probadas en unidades de ppm (png/mL).

Este estudio difiere a lo reportado por Sanabria
y col (1997) [20], quienes investigaron 29 especies
de plantas colombianas, entre ellas P. peruviana L.,
mostrando que el extracto etandlico a través de
analisis fitoquimico preliminar revelé la presencia
de alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas,
esteroles y/o triterpenos y lactonas terpénicas y a su
vez relacionaron la presencia de estos compuestos
quimicos con la alta letalidad que mostraron estos
extractos frente a la A. salina. La concentracion
letal 50 (CLso) que presentaron las partes aéreas de
P. peruviana L., fue de 42 pg/mL lo que indica que
es altamente toxico.

Esta diferencia quizas se debe a que, en el
presente estudio, se reportd bajas concentraciones
de alcaloides y ausencia de metabolitos
secundarios como taninos y saponinas. Para
comprender esta afirmacién nos basamos en lo
expuesto por Bun y cols. (2009) [39], quienes
afirmaron que altas concentraciones de alcaloides
aumenta la toxicidad de la planta sobre nauplios de
A. salina, lo cual puede servir para determinar la
toxicidad intrinseca de la planta y asi poder

controlar tratamientos seguros y evitar efectos por
sobredosis aguda hacia células normales.

Por otra parte, tenemos lo expuesto por Zhao y
cols. (1999) [40], quienes evaluaron la toxicidad de
varios tipos de saponinas contra A. salina, y como
resultado encontraron que los compuestos
ensayados disminuyeron su toxicidad a medida que
las concentraciones de las saponinas analizadas
aumentaron. Estos resultados demuestran que las
saponinas  pueden ser letales a bajas
concentraciones, por lo que se recomendaria el uso
de A. salina, como un valioso bioensayo de
toxicidad para evaluar extractos vegetales que
contengan bajas concentraciones de compuestos
guimicos con altas polaridades. En nuestro estudio
se observo ausencia de saponina que podria incidir
directamente en la baja toxicidad mostrada por los
extractos metandlicos de las partes aéreas de
P. peruviana L.

Con base en lo expuesto anteriormente, se
aprecia una relacién entre la presencia de algunos
metabolitos secundarios y la letalidad sobre A.
salina, especialmente de los alcaloides y saponinas.
Sin embargo, es claro que la letalidad sobre A.
salina depende de la concentracion de las
sustancias, de la presencia de otros metabolitos
secundarios no analizados en este trabajo y la
interaccion entre los mismos

CONCLUSIONES

El andlisis fitoquimico preliminar revel6 la
presencia de metabolitos secundarios entre los que
destacan alcaloides, esteroles y compuestos
fendlicos en los EMH y EMT, en cuanto al EMF
solo se determind la presencia de esteroles. La
actividad antioxidante de EMH de P. peruviana L.,
mostrd a la méaxima concentracion de dilucion un
porcentaje de inhibicion de 26,9, en comparacion
de 96,1 del acido ascérbico y la CEsp (mg/mL) es
1,15 mg/mL. La evaluacién de la toxicidad sobre
nauplios de A. salina arroj6 que el EMH es
relativamente inocuo, el EMT resulté ser
moderadamente toxico, mientras que el EMF es
inocuo, segln el CYTED en relacion al % de
letalidad a la concentracién mas alta evaluada
(2500 ppm), para EMH fue de 6,66%, los EMT
13,3% y EMF del 0%.
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RESUMEN

En este trabajo se efectud caracterizaciéon del
contenido de cadmio (Cd) en cenizas, filtros y
humo total de 24 muestras de cigarrillos de
diferentes marcas comercializadas en la ciudad de
Mérida-Venezuela. Para ello, se disefi6 y desarroll6
una maquina fumadora que permite simular de
algiin modo el comportamiento de los fumadores
con el objetivo de establecer un modelo de la tasa
de transferencia de este metal al humo y su
retencién en cenizas y filtros, después de fumados
bajo las condiciones estandares de fumada
utilizando los métodos ISO/FTC 3308:2000(E),
Intensivo Canadiense (IC) y Humano. La
concentracion de Cd obtenida en las muestras de
ceniza y filtros para cada marca y método de
fumado, varié en un rango de concentraciones de
0,09-1,49 pg/g 'y 0,002-0,024  pg/filtro
respectivamente, observandose que el método IC se
ajusta un poco mas al comportamiento de un
fumador humano que el método ISO/FTC. En este
estudio se encontrd evidencia experimental que la
tasa de transferencia del Cd puede deberse a su
volatilidad y reactividad, de modo que la cantidad
secuestrada en la ceniza es de 10-30% del

contenido total en el cigarrillo, mientras que la
retencion en los filtros con carbdén activado fue
entre un 0,5-3%, movilizandose alrededor de un
70-90% directamente al humo principal y/o lateral,
aumentando la exposicién en los fumadores y los
fumadores pasivos.

PALABRAS CLAVES

Cadmio, tabaco, cigarrillo, cenizas, filtros,
maquina fumadora.

ABSTRACT

The characterization of cadmium (Cd) content
in ashes, filters and total smoke of 24 samples of
cigarettes with different brands marketed in the city
of Merida-Venezuela was carried out. For this
purpose, a smoking machine was designed and
developed to simulate in some way the behavior of
smokers, with the objective of establishing a model
of the rate of transfer of this metal to the smoke and
its retention in ashes and filters, after smoking
under standard smoking conditions using the
ISO/FTC 3308:2000(E), Canadian Intensive (I1C),
and human methods. The Cd concentration
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obtained in the ash and filter samples for each
brand and smoking method varied over a range of
concentrations from 0.09-1.49 ug/g and 0.002-
0.025 ug/filter respectively, noting that the IC
method adjust a little more to the behavior of a
human smoker than the ISO/FCT method. In this
study, experimental evidence was found that the
transfer rate of Cd may be due to its volatility and
reactivity, so that the amount of ash sequestered is
10-30% of the total content in the cigarette, while
the retention in the activated carbon filters was
between 0.5-3%, mobilizing about 70-90% directly
to the main or side smoke, increasing the exposure
not only to smokers but also to passive smokers.

KEY WORDS

Cadmium, tobacco, cigarette, ash, filter,
machine-smoking.

INTRODUCCION

El cadmio (Cd) es un metal pesado tdxico
relacionado con el céncer de pulmdn, prostata,
pancreas y rifion, por tal razén, ha sido clasificado
por la Agencia Internacional de Investigacion sobre
el Céancer (IARC) y el Programa Nacional de
Toxicologia de los EE. UU como carcindgeno de
categoria 1 [1-3]. Asimismo, este metal se ha
asociado al desarrollo de importantes patologias
como insuficiencia renal y hepatica [4,5],
alteraciones en el desarrollo neurolégico [6],
enfermedades  cardiovasculares  [7-10] vy
respiratorias [11-13].

En ausencia de exposicion ocupacional
especifica, las principales fuentes de captacion de
Cd son los alimentos y el cigarrillo [14-16]. Se ha
sabido, desde hace algunas décadas que el humo de
cigarrillo proveniente de la combustion del tabaco,
tiene el potencial de generar cantidades peligrosas
de metales pesados [17]. La presencia de estos
metales en el cigarrillo, se debe a la capacidad de
la planta de tabaco (Nicotiana tabacum L.) de
acumular cantidades relativamente altas de metales
pesados de su entorno de crecimiento,
acumuléndose principalmente en sus partes aéreas
[3,17,18], esta planta posee una capacidad

especifica e inusualmente alta, de absorber el Cd
del suelo y de acumularlo en las raices y las hojas
[19,20].

Debido a la exposiciéon al Cd junto con el
plomo, arsénico y niquel en fumadores y
fumadores pasivos, el comité de expertos de
regulaciones de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), selecciond estos metales como
toxicos prioritarios que deben ser reportados en los
informes sobre los constituyentes del humo del
cigarrillo [3, 21, 22]. Ademas, el Cd ha sido
incluido en diferentes listas de priorizacion de los
constituyentes del tabaco que deben ser reportados
seguin las regulaciones de paises como Estados
Unidos y Canada [23,24].

En los dltimos 30 afios el contenido de Cd en
las diferentes marcas de cigarrillos producidos a
nivel mundial, ha sido objeto de estudio por
diversos investigadores, estimando que el
contenido promedio de este metal se encuentra en
el orden de 1,72 £+ 0,81 pg/g de masa seca (MS)
para un rango entre 0,10-6,10 pug/g MS [14,25]. En
Venezuela son muy pocos los estudios reportados,
Petit y cols. en 2014 [14], estimaron que el
contenido de Cd en las principales marcas de
cigarrillos comercializados en Venezuela oscilo
entre 0,34-2,12 ug/g MS para un promedio (n=17)
de 0,91 + 0,52 pg/g MS.

Por esta razon, desde el punto de vista
toxicoldgico, es de gran importancia establecer la
cantidad de Cd que un fumador inhala
directamente del humo principal hacia los
pulmones y la cantidad que inhala los fumadores
pasivos en el humo lateral. La entrega de Cd al
humo de los cigarrillos durante su combustién,
puede abordarse como una combinacién de varios
factores que incluyen la cantidad de este elemento
presente en el tabaco, la tasa de transferencia que
se ve afectada por el disefio del cigarrillo y las
diferentes especies quimicas que forme con los
componentes presentes en la fase gaseosa del humo
durante la combustion del tabaco [16].

En los diferentes estudios han estimado que
alrededor del 15-30% del Cd contenido en el
cigarrillo queda en las cenizas [8,26-32], otra
porcion entre 1,6-20% queda retenido por el filtro
del cigarrillo [8,16,28,30-36] y aproximadamente
40-70% pasa al humo [8,16,26-28,30,31,33].
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La distribucion en el humo principal puede
variar entre el 4,4-13,6% [37-41] y en el humo
lateral entre 26,1-57,8% [38,39,41].

Para establecer la distribucion de los
componentes quimicos presentes en los cigarrillos
generados durante su combustion, se han
desarrollado maquinas fumadoras que intentan de
algin modo simular el comportamiento fumador de
los seres humanos, con el propoésito de determinar
el contenido de alquitran, nicotina y monoxido de
carbono en el humo del cigarrillo cuando estos se
fuman bajo condiciones estandares definidas, para
asi obtener pardmetros analiticos caracteristicos
para cada marca comercializada [42]. Dentro de
estas condiciones estdndar de fumada para el
analisis de rutina de los cigarrillos utilizando las
maquinas fumadoras, se encuentra la descrita por la
Organizacién Internacional de Normalizacion
(1SO), en su método estandar 1SO 3308:2000(E)
[43]. Sin embargo, este método estandar no
representa la conducta real de fumar de los seres
humanos, ya que los fumadores son capaces de
variar su ingesta de humo sobre una amplia gama
de ajuste de diversos parametros a sus necesidades
personales [42]. De hecho, el comité cientifico de
asesoramiento cientifico de la OMS en su convenio
marco para el control del tabaco, recomiendan que
el método ISO/FTC para las pruebas con
cigarrillos adolecen de graves deficiencias; es por
ello, que recomiendan estar suplementado con
protocolos de inhalacion mas intensivos, que se
adapten a las conductas reales de los fumadores,
tales como los métodos estandar conocidos como
Massachusetts e Intensivo Canadiense (1C) [44].

Para evaluar la emision de metales durante la
combustion del cigarrillo, se han disefiado un sin
namero de maquinas fumadoras especificas que
incorporan una camara de fumada, una boquilla
para sostener el filtro, una bandeja para recolectar
las cenizas y sistemas para la recoleccion de
particulas provenientes del humo. Varios de estos
disefios sencillos han sido reportados en la
bibliografia para el andlisis de metales en
cigarrillos durante y después de su combustion
[30,31,39,45-47], fumados bajo los métodos
estandares de fumada.

En este sentido, en el presente trabajo se
desarroll6 una metodologia analitica que involucra
el disefio de una maquina fumadora para la

caracterizacion del contenido de Cd en cenizas,
filtro y humo total de cigarrillos comercializados en
Mérida-Venezuela, con el objetivo de establecer un
modelo de la tasa de transferencia de este metal al
humo y su retencidn en cenizas y filtros, después
de fumados bajo las condiciones de fumada
establecidas por los métodos ISO/FTC e IC.

MATERIALES Y METODOS

Material de laboratorio: Todos los reactivos
utilizados fueron de grado analitico y el agua de 18
MQ/cm a 25°C se obtuvo de un sistema purificador
de agua, Barnstead, Nanopure Infinity® UV (lowa,
EE. UU). La solucién patrén de 1000 mg/L de Cd
se preparé disolviendo 1,0000 g del metal (99,99%
de pureza, Merck, Alemania) en un volumen de
acido nitrico concentrado (J.T. Baker, Holanda,
65% m/m) y diluido a 1 L con &cido nitrico al 1%
v/v. Las soluciones estandar de trabajo entre 0,5-8
ug/L, fueron preparadas diariamente, ajustadas a un
pH de 2,0 con &cido nitrico. Como agente quelante
se  utilizd una  solucion  acuosa  de
pirrolidinditiocarbamato de amonio (APDC, Sigma
Chemicals, Alemania, 99% m/m) al 0,20% m/v y
como solvente de elucidn se utilizd metilisobutil
cetona (MIBK, J.T. Baker, Holanda, 99% v/v).
Para el tratamiento de las muestras se utilizd acido
nitrico y peréxido de hidrédgeno (Riedel-de Haén,
Alemania, 30-34% v/v).

Instrumentacion: Para la cuantificacion de Cd
se utilizdé un espectrometro de absorcion atémica
marca Varian Spectra 110, equipado con un
sistema de bola de impacto en el nebulizador y una
lampara de catodo hueco de Cd marca Varian; la
longitud de onda y la corriente de lampara usadas
fueron 228,8 nmy 4 mA, respectivamente y el flujo
de acetileno/aire de 1,0/5,0 L/min.

Para el funcionamiento de la maquina fumadora
se utilizd una bomba de vacio marca Welch®
(Thomas Industries INC, Skokie, EE. UU), una
bomba de aire marca Shiruba® (Power Aquarium
Enterprise Co, Taichung, China), un temporizador
GraLab900 (Ohio, EE. UU), un flujémetro de aire
(Platon NG Series, Reino Unido) y tuberias de
politetrafluoroetileno.

Finalmente, para el tratamiento de las muestras
se empled un microondas Astronic (Chicago,

40



Guillén y cols. / Rev Fac Farm. 2022; 64(2): 38-52

EE. UU), un bafio ultrasénico Branson 1210
(Danbury, EE. UU), una bomba peristaltica Gilson
Minipuls-3 (Ohio, EE. UU), un temporizador
GralLab900 (Ohio, EE. UU) y tuberias de cloruro
de polivinilo y politetrafluoroetileno.

Metodologia analitica para la cuantificacion
de cadmio: Para la cuantificacion del metal se
utiliz6 una configuracién de inyeccion de flujo con
un sistema de preconcentracion en columna,
acoplado a un espectrémetro de absorcién atomica
con Illama como sistema de deteccion (FI-FAAS),
desarrollada y optimizada por Petit y cols. en 2014
[14].

Muestras reales. Se utilizaron 24 marcas de
cigarrillos de diferentes precios, adquiridos en la
ciudad de Mérida-Venezuela. Las mismas fueron
separadas en dos grupos: en el primer grupo se
encuentran las marcas comercializadas legalmente
(M1-M13) y el segundo grupo correspondiente a
las marcas comercializadas ilegalmente o
contrabando de otros paises (M14-M24).

Para este estudio se utilizaron cuarenta (40)
cigarrillos (dos cajetillas) por marca, para un total
de 850 cigarrillos analizados antes y después de
fumados, los mismos fueron separados en tres
grupos bajo el siguiente protocolo:

v" Un grupo de 10 cigarrillos por marca (240
cigarrillos), fue destinado para el andlisis del
contenido total de Cd presente en el tabaco.

v Otro grupo de 20 cigarrillos por marca (480
cigarrillos), fue utilizado para el andlisis de la
ceniza y filtros después de fumados por la
maquina fumadora, ajustada a las condiciones
descritas  por el Método ISO/FT
C3308:2000(E) y el Método IC, descritos en la
Tabla 1.

v Finalmente un grupo de 10 cigarrillos de solo
las marcas (130 cigarrillos) comercializadas
legalmente en el pais (M1-M13), fueron
fumadas por dos (02) fumadores humanos
voluntarios, los cuales fumaron cada uno cinco
(05) cigarrillos de cada marca, bajo las
condiciones normales de consumo.

TABLA 1.
Condiciones estandar de las maquinas fumadoras [42]

Volumen de Duracion de Intedr(\e/alo Boquilla de Orificios de Flujo de aire

Método inhalacion la aspiracion S soporte del ventilacion en la camara
(mL) ©) P (S) filtro (mm) (%) (mL/s)

ISO/FTC 35+03 2+0,02 60+05 9,0+05 100 17,5
Canadiense
“Método 55+0,3 2+0,02 30+0,5 C“b;fltt%do el 0 105
Intensivo”

Maquina fumadora: Se disefi6 en el laboratorio
una méquina fumadora analitica (Fig. 1) para el
fumado de los cigarrillos bajo estudio, la misma
permite simular de algin modo el comportamiento
de los fumadores humanos. Para su desarrollo se
sustenté en algunas modelos de maquinas
reportados previamente en la bibliografia para el
analisis de metales durante y después de fumado un
cigarrillo [44,65]. Tal como se muestra en la Fig. 1,
la maquina fumadora consta de varias partes:

1) Una cdmara de fumada de forma cilindrica
hecha de vidrio de borosilicato, la misma fue
disefiada en el laboratorio y elaborada en el
taller de soplado de vidrio de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Los Andes;
Meérida - Venezuela. Dicha camara posee 10 cm
de largo y 5 cm de didmetro, en uno de sus

extremos tiene una conexion esmerilada en
donde se acopla la boquilla que sostiene el
cigarrillo durante el proceso de combustién, en
el otro extremo més estrecho cuenta con una
salida que posee una llave esmerilada hacia la
trampa de gases y en el centro tiene una entrada
que permite la conexién de una bomba
neumatica de aire.

2) Una boquilla impermeable al humo elaborada
de vidrio esmerilado, en uno de sus extremos se
conecta a la bomba de succién y el otro extremo
se acopla a un conector hecho de teflon que
funciona como boquilla, donde se ajusta el
cigarrillo desde el extremo trasero del filtro.

3) Una bomba de succién controlada por un
temporizador, que permite la inhalacion o puff
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del humo principal. Esta bomba se conecta a la
boquilla mediante tuberias de teflén que poseen
diametros internos diferentes (1,2 y 1,5 mm),
que permiten graduar el flujo de humo inhalado
por la bomba de succion.

4) Unsistema de filtracion compuesto por un filtro
de fibra de vidrio que impide que el alquitran
generado durante la combustion del cigarrillo,
tape las tuberias, contamine y deteriore la
bomba de succion.

5) Una bomba neumatica que incorpora un flujo
de aire constante mediante un flujémetro a la
camara de fumada, simulando la corriente de
aire normal en un ambiente abierto y un flujo de
oxigeno adecuado para la combustion del
cigarrillo, ademas se incorpora una valvula
check que impide el retorno del humo.

6) Una trampa de humo o gases conectado a un
sistema de vacio, que permite la extraccion del
humo lateral de la camara de fumada, entre cada
puff realizado.

Camara de Fumada

Flujo de Humo =
Lateral

— o

]

L

Trampa de ‘ .
Gases \g:““::'
i ec

Bomba de Flujometro
Aire

B
\\\I:I
Cigarrillo

oquilla

- .

Filtro - .

Bomba de
Extraccion

-
oog
o000

Temporizador

Fig. 1. Maquina fumadora disefiada en el laboratorio para la combustion controlada de los
cigarrillos, para la determinacion de Cd presente en el cigarrillo.

Funcionamiento de la méquina: El
funcionamiento de la maquina fumadora descrita
en la Fig. 1, consta de dos etapas: a) primera etapa
de succion o puff, se inicia por accion del
temporizador que activa la bomba de vacio o
succién por un tiempo de 2 s, para inhalar o
succionar un volumen estandarizado de humo
principal del cigarrillo. b) segunda etapa o periodo
de espera por un tiempo preestablecido que simula
el tiempo que un fumador espera entre inhalada e
inhalada, en este tiempo la trampa de gases desaloja
el humo secundario del cigarrillo de la camara y
simultaneamente una bomba neumatica incorpora a
la misma un volumen constante predeterminado de
aire, para mantener las condiciones normales de la
combustion, finalmente el temporizador vuelve a
accionar la bomba de succién para comenzar de
nuevo el ciclo hasta que se consuma
completamente el cigarrillo.

Tratamiento y andlisis de muestras: Para cada
marca de cigarrillo en estudio, se establecio el
ntmero promedio de puff o inhalaciones necesarias
para consumir completamente los cigarrillos. Para
las muestras de filtros en estudio, se procedi6
inicialmente a obtener sus dimensiones (largo y

diametro) y a clasificarlos segin la presencia o
ausencia de carbdn activado (CA).

Tratamiento del tabaco: El tratamiento y
andlisis del contenido total de Cd presente en el
tabaco de las muestras de cigarrillos descritas
anteriormente, fueron previamente reportadas por
Petit y cols. en 2014 [14].

Una vez fumados los cigarrillos, las muestras
(cenizas y filtros) por marca y método usado,
fueron recolectas por separado en contenedores
cerrados y bolsas herméticas respectivamente, para
ser almacenadas en desecadores y protegerlos de la
humedad hasta su posterior analisis. El tratamiento
de las muestras previo a la cuantificacion del
analito se llevo a cabo bajo el siguiente protocolo:

Tratamiento de las cenizas: Para garantizar la
disolucién completa del analito de interés, las
cenizas fueron tratadas a través de una digestion
acida asistida con microondas, para ello, se pesd
0,5000 g de cada muestra, se tratd usando una
mezcla de HNO3z:H,O, (4:2), una potencia de
microondas de 210 W y un tiempo de digestion
total de 8 min. Al completar la digestion, las
muestras se diluyeron con agua 18 MQ/cm hasta 50
mL, para finalmente ser filtradas con papel filtro
Whatman 40 y eliminar los residuos remanentes.
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Tratamiento de los filtros: Se disefié un sistema
de extracciéon continua del metal asistida con
ultrasonido y una celda cerrada especial para
contener la muestra (filtros) durante el proceso de
extraccién, sin que exista una destruccion total de
la muestra. Dicho sistema consiste en un flujo
cerrado proporcionado por una bomba peristaltica,
que es accionada por un temporizador para
controlar eficientemente los tiempos de extraccidn,
permitiendo a la solucion extractante pasar
repetidamente durante el tiempo de extraccion a
través de la celda. Para ello, se utilizé6 el HNO3
como 4cido extractante a una concentracion de 0,01
y 0,40 mol/L para los filtros sin CA y con CA
respectivamente, un flujo de extraccion de
2 mL/min, un volumen de acido extractante de 15

mL y un tiempo de extraccion de 15 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

Método analitico para la cuantificacion de
Cd: Para cada una de las muestras bajo estudio fue
determinada usando la configuracion FI-FAAS,
desarrollada y optimizada por Petit y cols. en 2014
[14].

Anélisis de muestras: Inicialmente se procedi6
a obtener las dimensiones de los filtros y a
clasificarlos segun la presencia o ausencia de CA.
Como se observa en la Tabla 2, en 17 de las 24
muestras en estudio se evidencia la presencia de
CA granulado disperso dentro de la membrana de
acetato de celulosa, de las cuales once (11) son
muestras comercializadas legalmente en el pais.

TABLA 2.
Comparacion de las concentraciones (ug Cd/ cigarrillo) y porcentaje de cadmio presente el tabaco, ceniza, filtros y su estimacion en
el humo para las diferentes marcas de cigarrillo y método de fumado usado.

Contenido | Contenido ) *Contenido
Presencia g);ilnd:l diecn(ijzgn %Znée dn:io estimado en %Cd
ISR de carbon Método e (ng Cal/ %Cd Filtro %Cd |el humo del | estimado en
activado 9 Ha Ceniza - Filtro cigarrillo | el humo del
(CA) (1g ceniza x (ug Cdffiltro ( aeErle
Cd/cigarri | cigarrillo + DE) cd /#ugmo) 9
llo + DE) + DE)
0,171+ 0,0166 +
1SO 0,009 19,71 0,0007 1,91 0,679 78,38
. 0,867 £ 0,153 + 0,0245 +
M1 Si IC 0,034 0,009 17,70 0,0013 2,82 0,688 79,35
0,155 + 0,0211 +
Humano 0,009 17,82 0,0011 2,43 0,691 79,74
IS0 0116x | 47457 | 001255 | g5 | 0549 81,08
077+ (5 oaas 30171
. ’ - X * \ +
M2 Si IC 0,161 0,0020 5,10 0,0009 2,53 0,623 92,08
0,0414 + 0,0150 +
Humano 0,0025 6,12 0,0008 2,22 0,620 91,66
0,112 + 0,0013 £
I1ISO 05714 0,004 19,61 0,0001 0,23 0,458 80,16
. : - 0,0408 * 0,0054 +
M3 Si IC 0,014 0,0014 7,15 0,0004 0,95 0,525 91,90
0,0444 0,0063
Humano 0,0018 7,78 0,0003 1,10 0,520 91,12
1ISO
M4 No IC ND ND - ND - - -
Humano
0,250 £ 0,0075 £
1SO 0,004 22,81 0,0003 0,68 0,839 76,50
. 1,097 + 0,131+ 0,0261 +
M5 Si IC 0118 0,008 11,96 0,0014 2,38 0,939 85,66
0,145 + 0,0179 £
Humano 0,006 13,18 0,0010 1,63 0,934 85,18

*Contenido estimado de Cd en el humo del cigarrillo (principal y/o lateral) obtenido: pug Cd Humo= puCd Total — (uCd ceniza + pCd filtro) [8,28].
ND: no detectable. SF: sin filtro. (-): No calculado.
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TABLA 2.
Comparacion de las concentraciones (g Cd/ cigarrillo) y porcentaje de cadmio presente el tabaco, ceniza, filtros y su estimacion en
el humo para las diferentes marcas de cigarrillo y método de fumado usado. (Continuacién)

Contenido | Contenido *Contenido
" total de de Cden Contenido .
Presencia " estimado en %Cd
o Cdenel ceniza de Cden .
de carbdn a o . %Cd » %Cd |el humo del | estimado en
Muestra o Meétodo cigarrillo (ng Cd/ ; Filtro : " o
activado h Ceniza o Filtro cigarrillo | el humo del
(Mg ceniza x (ug Cdrfiltro A o
(CA) : . : . (ng cigarrillo
Cd/cigarri | cigarrillo + DE) Cd/humo)
llo + DE) + DE)
0,0675 0,0025 £
I1ISO 0,0032 1200 0,0008 0,44 0,493 87,56
. 0,563 + 0,0258 £ : 0,0157 =
M6 Si IC 0,026 0,0011 ggg 0,0009 2,79 0,521 92,63
0,0366 + ’ 0,0069 +
Humano 0,0010 0,0003 1,23 0,519 92,27
0,183 + 0,0081 +
1ISO 0,003 17,48 0,0005 0,77 0,858 81,48
. 1,049 + 0,0913 £ 0,0142 £
M7 Si IC 0,254 0,0035 8,70 0,0006 1,35 0,950 89,94
0,0801 £ 0,0111 £
Humano 0,0034 7,72 0,0004 1,06 0,958 91,31
1ISO
M8 Si IC ND ND - ND - - -
Humano
0,0384 0,0034 £
1ISO 0,0016 13,89 0,0006 1,23 0,225 81,26
. 0,276 + 0,0220 £ 0,0062 £
M9 Si IC 0,068 0,0014 7,96 0,0003 2,24 0,248 89,80
0,0294 + 0,0054 £
Humano 0,0013 10,64 0,0009 1,95 0,262 87,41
0,0410 £ 0,0055 +
1ISO 0,0018 12,27 0,0009 1,64 0,288 86,09
. 0,334 + 0,0200 £ 0,0064 =
M10 Si IC 0,027 0,0012 5,98 0,0009 1,92 0,308 92,10
0,0211 + 0,0058 £
Humano 0,0011 6,31 0,0010 1,74 0,307 91,95
0,0575 0,0024 £
1ISO 0,0021 26,74 0,0001 1,12 0,155 72,14
. 0,215+ 0,0243 £ 0,0048 £
M11 Si IC 0,058 0,0007 11,30 0,0003 2,23 0,186 85,04
0,0218 + 0,0049 £
Humano 0,0010 10,14 0,0003 2,28 0,189 88,05
0,0511 +
1ISO 0,0020 23,37 0,168 76,62
0,219 + 0,0255 +
M12 No IC 0,043 0,0009 11,66 ND - 0,193 88,33
0,0200 £
Humano 0,0004 9,15 0,199 90,85
0,0192 £
1ISO 0,0008 8,17 0,216 91,83
0,235+ 0,0107 £
M13 No IC 0,039 0,0009 4,55 ND - 0,224 95,45
0,0165 £
Humano 0,0005 7,02 0,219 92,98
0,0212 +
1ISO 0,358 + 0,0008 5,92 0,337 94,08
Mi4 No 0029 [ 00161z ND ;
IC 0,0009 4,49 0,342 95,51
o) 00591 | 1346 0,380 86,54
0,439 + 0,0013
M15 No 0038 | 00403% ND ;
IC 0,0012 9,18 0,399 90,82

*Contenido estimado de Cd en el humo del cigarrillo (principal y/o lateral) obtenido: ug Cd Humo= puCd Total — (uCd ceniza + pCd filtro) [8,28].
ND: no detectable. SF: sin filtro. (-): No calculado.
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TABLA 2.
Comparacion de las concentraciones (g Cd/ cigarrillo) y porcentaje de cadmio presente el tabaco, ceniza, filtros y su estimacion en
el humo para las diferentes marcas de cigarrillo y método de fumado usado. (Continuacién)

Contenido | Contenido *Contenido
" total de de Cden Contenido .
Presencia " estimado en %Cd
o Cdenel ceniza de Cden .
de carbdn a o . %Cd » %Cd |el humo del | estimado en
Muestra o Meétodo cigarrillo (ng Cd/ ; Filtro : " o
activado h Ceniza o Filtro cigarrillo | el humo del
(Mg ceniza x (ug Cdrfiltro A o
(CA) : . : . (ng cigarrillo
Cd/cigarri | cigarrillo + DE) Cd/humo)
llo + DE) + DE)
0,224 +
ISO 0,832+ 0,003 26,89 0,608 73,11
M16 SF 0124 [ 0118+ SF ;
IC 0004 14,22 0,714 85,78
) 00782+ | g 18 0,330 80,82
0,408 0,0014
M17 No 0010 | 0,037 ND -
IC 0,0012 8,75 0,372 91,24
0,0362 £ 0,0016 +
Vi S 1ISO 0,440 + 0,0011 8,23 0,0004 0,36 0,402 91,41
0,079 0,0307 £ 0,0046
IC 0,0010 6,98 0,0005 1,05 0,405 91,98
0,103 £ 0,0073 £
Vit . I1ISO 0,484 + 0,001 21,23 0,0003 151 0,374 77,27
0,011 0,0620 = 0,0080 +
IC 0,0013 12,80 0,0004 1,65 0,414 85,55
M20 Si IIS(? ND ND - ND - - -
M21 Si IIS(? ND ND - ND - - -
M22 si oo ND ND : ND : - -
M23 si o0 ND ND : ND : - -
M24 Si IIS(? ND ND - ND - - -

*Contenido estimado de Cd en el humo del cigarrillo (principal y/o lateral) obtenido: ug Cd Humo= puCd Total — (uCd ceniza + pCd filtro) [8,28].
ND: no detectable. SF: sin filtro. (-): No calculado.

La masa promedio obtenida de los cigarrillos

(tabaco, papel y filtro) fue de 0,88 + 0,05 g, con un
contenido medio de tabaco de 0,66 + 0,07 g, para
una longitud promedio de los cigarrillos de 73,8 +
6,3 mm.

La cantidad promedio de ceniza producida
durante la combustién de cada cigarrillo fue de 0,12
+ 0,02 g, lo que nos indica que la masa de ceniza
originada durante la combustidn representa una
media de 17,81 + 0,98% del peso total de tabaco o
el 13,34 + 0,97% del peso total de los cigarrillos.

Concentracion de Cd en las muestras de
tabaco de los cigarrillos: La concentracién de Cd
obtenida en las muestras de tabaco de las diferentes
marcas de cigarrillos descrita en la Tabla 2, fue
previamente reportada por Petit y cols. en 2014
[28]. Obteniendo que la media (n=17) de Cd en las
marcas de cigarrillos estudiadas fue de 0,91 + 0,52

ug/g de masa seca (MS) (para un rango 0,34 - 2,12
ug/g) o de 0,55 + 0,33 pg/cigarrillo (para un rango
0,21-1,29 pg/cigarrillo). Para las muestras (M4, M8
y M20-M24), las concentraciones de Cd se
encontraron por debajo del limite de deteccion
(LD) de la metodologia analitica utilizada.
Concentracion de Cd en las muestras de
ceniza: La concentracion de Cd obtenida en las
muestras de ceniza para cada marca y método de
fumado utilizado se presentan en la Tabla 2,
observandose que las concentraciones del analito
en las muestras con niveles detectables de Cd
(n=17), varian en un rango entre 0,09-1,49 pg/g de
ceniza o de 0,01-0,25 pg de Cd / ceniza producida
por cigarrillo, encontrandose (ver Fig. 2A) que las
muestras M1, M5, M7, M16 y M19 son las que
poseen mayor concentracion de Cd en sus cenizas,
seguidas por M2 > M3 > M17 > M6 y el resto de
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las muestras las concentraciones fueron mas bajas,
en aquellas marcas en donde no se obtuvo niveles
detectables de Cd en el tabaco (M4, M8, M20-
M24), tampoco se lograron niveles detectables de
Cd en ceniza.

Si comparamos el porcentaje promedio de Cd
presente en las cenizas por los tres métodos de
fumada, encontramos que el mayor porcentaje se
obtuvo durante la combustion bajo el método
ISO/FTC (17,46 + 6,38%), seguido por los
métodos IC (8,42 + 3,08%) y humanos (8,40 +
2,18%). Al comparar el contenido de Cd para todas
las muestras de ceniza obtenidas bajo el método IC
con el método ISO/FTC, observamos que las
muestras bajo el método IC fueron alrededor de
42,96 = 12,80% inferiores a las obtenidas por el
método ISO/FTC, al contrastar estadisticamente
los porcentajes medios de Cd en las cenizas
obtenidas después de fumar los cigarrillos por los
dos métodos, se encontrd que existe diferencia
estadisticamente significativa entre las medias
obtenidas en ambos métodos, lo que nos podria
indicar que al aumentar la frecuencia en las
inhalaciones y el volumen de humo inhalado,
mayor cantidad Cd pasa al humo principal,
disminuyendo asi, la cantidad del metal que queda
en las cenizas del cigarrillo después de fumado; el
mismo escenario se presentdé al establecer la
diferencia entre el método de fumado ISO/FTC y
humano.

Las concentraciones de Cd en las muestras de
cenizas obtenidas después de ser fumadas por
humanos (M1-M13), variaron en un rango entre
0,02-0,15 pg de Cd/ceniza por cigarrillo, al
compararlas con las concentraciones obtenidas en
el método IC, se encontr6 que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre estos dos
regimenes de fumado, lo que nos podria indicar que
el método IC se ajusta un poco mas al
comportamiento de un fumador humano,
fortaleciendo entonces la teoria del comité
cientifico de la OMS, donde un protocolo de
inhalacion mas intensivo que el método oficial
ISO/FTC, proporcionan un nivel mas aproximado
de exposicion al que normalmente puede estar
sujeto un fumador ordinario [44].

Concentracion de Cd en las muestras de
filtros: La concentracion de Cd obtenida en las
muestras de filtros después de fumados para cada

marca y método usado se presentan en la Tabla 2,
observandose que las concentraciones del analito
varian en un rango entre 0,002-0,024 pg/filtro. Las
mayores cantidades retenidas en los filtros, se
obtuvieron en las marcas de cigarrillos M1, M2,
M5, M6 y M7, con concentraciones que variaron
entre 0,014-0,026 pg/filtro.

Estos resultados evidencian que la cantidad de
Cd retenido en los filtros es proporcional al
contenido total de Cd presente en el tabaco para
cada marca de cigarrillos estudiada, por lo tanto, a
mayor contenido de Cd en el tabaco mayor es la
cantidad del metal que es retenido en el filtro, sin
observarse algln proceso de saturacién en el filtro,
lo que no implica que todo el Cd que transita con
el humo principal a través del filtro sea retenido por
el mismo. Para aquellas marcas en donde no se
obtuvo niveles detectables de Cd en el tabaco (M4,
M8, M20-M24), tampoco se lograron niveles
detectables de Cd en sus filtros.

Ademés, se puede observar que para las
muestras de filtros sin CA antes y después de ser
fumados (M12-M15 y M17), los niveles de Cd se
encuentran por debajo del LD de la metodologia
utilizada, sin embargo, los filtros con CA para las
marcas con niveles detectables de Cd en el tabaco
(M1-M11, M18'y M19), se observd la presencia del
metal, lo que evidencia que el CA en los filtros
aumenta la retencion del analito y por ende
disminuye la cantidad de este que es aspirado por
el fumador.

La mayor distribucién en el contenido de Cd en
todas las muestras de filtros se obtuvo durante la
combustion bajo el método IC, tal como se muestra
en la Fig. 2B. En este estudio se consiguio un efecto
contrario al obtenido en las cenizas, es decir, los
mayores niveles de Cd retenidos en el filtro se
consiguieron en cigarrillos fumados bajo el método
IC que los fumados bajo el método ISO/FTC, esto
corrobora los resultados obtenidos en las cenizas,
en donde al aumentar la frecuencia en las
inhalaciones y el volumen de humo inhalado,
mayor cantidad de Cd queda atrapado en el filtro,
disminuyendo asi, la cantidad del metal que queda
en las cenizas del cigarrillo después de fumado.

Si comparamos el porcentaje promedio de Cd
presente en los filtros obtenidos por los tres
métodos de fumada, encontramos que el menor
porcentaje se obtuvo durante la combustion bajo el
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método ISO/FTC (1,07 £ 0,61%), seguido por los
humanos (1,74 £ 0,52%) y el método IC (2,10 +
0,66%). Las concentraciones de Cd para todas las
muestras de filtros obtenidas bajo el método IC y
humano, fueron alrededor de 47,30 = 21,12%
superiores a las obtenidas por el método ISO/FTC,
una proporcion similar a la obtenida en la
disminucion del contenido de Cd en las cenizas
entre ambos métodos.

Lo que indica, que al aumentar la frecuencia y
el volumen en las inhalaciones disminuye en
alrededor de 43% el contenido de Cd en las cenizas
y a su vez aumenta en alrededor de 47% el Cd que
es retenido en los filtros, esta explicacidon solo
podria ser aplicable para las muestras que en sus
filtros contienen CA, disminuyendo asi, la cantidad
del metal que queda en las cenizas del cigarrillo.

Concentrackdnde Cd en cenizas
(19 Cd /ceniza x clgarrio)

Muestras de cigarrillos

W Métado ISO/FTC
oM

W Humano
0,021

0,018

M ﬁ il

L2z ez

»g CdJ Fro

Muestras de Cigarrillos

Fig. 2. Representacion gréfica del contenido de cadmio obtenido para las diferentes muestras de cenizas (A) y filtros (B) después de ser
fumadas por los métodos ISO/FTC, Intensivo Canadiense y por humanos fumadores.

Comparacion entre las concentraciones de
Cd encontradas en el tabaco, ceniza y filtros
para cada marca de cigarrillo y método de
fumado empleado: Si contrastamos los niveles de
Cd medios obtenidos en tabaco de cada muestra
estudiada antes de ser fumados, con el contenido de
este metal encontrado en las cenizas y filtros de las
mismas muestras después de fumados por los
diferentes métodos (ISO/FTC, IC y por humanos),
tal como se muestran en la Fig. 3, encontramos que
el porcentaje medio de Cd contenido para todas las
marcas de cigarrillos en las cenizas fue de 12,08 +
6,14% y en los filtros fue de 1,59 + 0,71%,
apoyados en el contenido total del metal presente
en el tabaco del cigarrillo.

Basados en los datos obtenidos en las diferentes
marcas estudiadas, se podria estimar el contenido
total de Cd que pasa al humo principal y/o lateral,
mediante la diferencia entre el contenido total de
Cd obtenido en el tabaco para cada muestra
estudiada y la sumatoria del metal presente en las
cenizas y filtros después de fumados para cada
método, segln la ecuacion propuesta por Afridi y
cols. [8] y Kazi y cols. [28], tal como se muestra en
la Tabla 2. Se puede estimar que el contenido
promedio de Cd por cigarrillo que pasa al humo es

de 0,46 + 0,13 pg/cigarrillo para un rango de 0,16-
0,98 pg/cigarrillo, lo que equivale a decir que
alrededor del 86,33 + 6,19% del Cd contenido en
los cigarrillos es transferido o movilizado
directamente al humo principal y/o lateral (ver Fig.
3), aumentando la exposicién no solo a los
fumadores sino también a los fumadores pasivos.
Si comparamos estos resultados con los obtenidos
en dos estudios independientes realizados por Kazi
y cols. [28], Afridi y cols. [8] y Piadé y cols. [16]
en marcas de cigarrillos provenientes de diversos
paises, encontraron que alrededor del 50-70% del
Cd es movilizado hacia el humo total, lo que
significa que los cigarrillos producidos en nuestro
pais pueden movilizar alrededor de 10-20% mas de
Cd al humo total, esta diferencia podria atribuirse
al hecho que la retencién de Cd en los filtros en
estos dos estudios fue mayor y oscilo entre un 15-
20%, lo que supondria que los filtros de los
cigarrillos en estos paises son mas eficientes en la
retencion de Cd posiblemente por la presencia de
mayores cantidades de CA.

Si comparamos el promedio de Cd que es
movilizado al humo por los tres métodos de
fumada, encontramos que el porcentaje promedio
obtenido bajo el método ISO/FTC (82,14 + 6,50%)
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presenta diferencias estadisticamente significativas
con los métodos IC (89,60 + 4,18%) y humano
(89,32 £ 3,98%)

12,08%

Y

u Cd contenido en las cenizas

86,33%
1,59%
S m Cd retenido en los filtros

Cd estimado en humo
(principal y/o lateral)

Fig. 3. Representacion gréafica de la distribucion porcentual del
contenido promedio de cadmio en sus diferentes componentes
obtenido para las diversas marcas de cigarrillos después de ser
fumadas por los distintos métodos de fumado.

La tasa de transferencia del Cd va a depender
principalmente de las diferentes especies quimicas
que forme con los componentes presentes en la fase
gaseosa del humo durante la combustion del tabaco
y dichas especies dependen de las temperaturas que
alcanzan durante la combustion del cigarrillo [16].
Este metal se presenta principalmente en el tabaco
como parte de moléculas organicas y, por lo tanto,
puede liberarse eficazmente de la biomasa en un
90% por encima de los 450 °C [16]. Liberandose en
la fase gaseosa como Cd(0), para luego sufrir
reacciones oxidativas hasta Cd(lIl), esta especie
reactiva puede reaccionar facilmente con los
componentes presentes en la fase gaseosa del humo
y radicales alquilo que se forman por
descomposicion del tabaco en la zona caliente,
formando posiblemente compuestos como CdO,
CdS, CdCQg, CdCl, y Cd(CHs); las tres primeras
especies son no volétiles y por ello, tienden a ser
depositadas en las cenizas o en la fase de particulas
del humo [16]. Bajo la forma de CdCl; podria ser
sublimado por encima de 300 °C, transfiriéndose a
la corriente de humo lateral [48] formando parte de
la ceniza volante [49] y bajo la forma de
dimetilcadmio [Cd(CHs)2] que proviene de la
reaccion en la fase gaseosa con radicales
hidrocarbonados por debajo de los 300 °C [50], este
compuesto es muy volatil y reactivo, observandose
como especies radicales importantes en el humo
principal [51,52].

CONCLUSIONES

En este estudio se encontré evidencia
experimental que la tasa de transferencia del Cd
puede deberse a su volatilidad y reactividad, de
modo que la cantidad secuestrada en la ceniza no
es mas del 10-30%, mientras que la retencion en los
filtros con CA fue de tan solo entre un 0,5-3%, por
tal razén, se estima que alrededor de un 70-90%
puede movilizarse directamente al humo principal
y/o lateral, aumentando la exposicion no solo a los
fumadores sino también a los fumadores pasivos.
Estos datos nos indican que un fumador que
consuma un promedio de un paquete diario de
cigarrillos (20 cigarrillos), alcanzaria inhalar entre
0,3-2 ug Cd/dia, dependiendo de la marca y el
modo de fumado del individuo.

Se establecid que el contenido de Cd en las
muestras de ceniza y filtros de cigarrillos después
de fumados, varian en funcion del método de
fumado usado (ISO/FTC o IC), encontrando
diferencias estadisticamente significativas entre el
contenido de Cd de las cenizas vy filtros entre los
dos métodos. Sin embargo, al comparar el
contenido de Cd en las muestras de ceniza y filtros
de las marcas de cigarrillos fumadas por humanos
voluntarios y el método IC, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, lo que
nos podria indicar que el método IC se ajusta un
poco méas al comportamiento de un fumador
humano que el método ISO/FTC.

Basados en el hecho, en que no existen datos
suficientes sobre las concentraciones de metales
pesados como el Cd en las marcas de cigarrillos
comercializadas en Venezuela. Este estudio aporta
nuevos datos para las autoridades de salud y de
ambiente nacionales, ademas de otras autoridades
de salud mundiales como la UNICEF y la OMS,
para complementar los datos disponibles sobre la
exposicién al Cd debida al consumo de cigarrillo
en Venezuela.
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NORMAS EDITORIALES

La Revista de la Facultad de Farmacia (Rev Fac
Farm) es una publicacion editada por la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes, Meérida, RepuUblica Bolivariana de
Venezuela. La revista es arbitrada e indizada y
tiene como objetivo publicar Trabajos Originales
(inéditos producto de estudios terminados),
Revisiones, Reporte de Casos Clinicos,
Comunicaciones y Cartas al Editor, que versen
sobre las siguientes areas del conocimiento:
Etnoboténica, Quimica Organica, Quimica
Inorganica,  Quimica  Analitica,  Quimica
Medicinal, Fitoquimica, Ciencias de los Alimentos,
Galénica, Tecnologia Industrial, Analisis de
Medicamentos, Fisica, Fisicoquimica, Estadistica
Aplicada a las Ciencias de la Salud, Microbiologia,
Parasitologia, Inmunologia, Hematologia,
Farmacologia, Toxicologia, Fisiologia, Citologia,
Farmacocinética, Mercadotecnia, Historia de la
Farmacia y Bioanalisis, Farmacognosia, Nutricion
en Salud Publica y Biotecnologia. Los manuscritos
deben ser concisos, correctos en su estilo y escritos
en idioma espafiol, inglés o portugués. EI Comité
Editorial (CE) tiene prevista la publicacion de un
volumen y dos nimeros al afio, con la extensién
que se estime conveniente.

ENVIO DEL MANUSCRITO

Los autores deben enviar el archivo del
manuscrito en programa “Word for Windows” a
través de los siguientes correos: revfarm@ula.ve o
revfarmacia@gmail.com. Es necesario que el autor
principal envie una comunicacion al Editor, en
donde solicita la consideracion del material adjunto
para la publicacién en alguna de las secciones de la
Revista, con indicacion expresa, de tratarse de un
trabajo original, de no haber sido publicado
excepto en forma de resumen y que s6lo ha sido
enviado a la Revista de la Facultad de Farmacia.
Ademas, debe incluir la autorizacién, donde todos
los autores aceptan con su firma, que han
participado activamente en el desarrollo vy
ejecucion de dicha investigacion, y que conocen
gue esta siendo enviado a publicacion sin percibir
remuneracion alguna.

SISTEMA DE ARBITRAJE

Todos los trabajos seran sometidos a
consideracion del CE de la Revista, el cual decidird
si el trabajo debe ser enviado a arbitraje 0 es
devuelto por no cumplir con las normas editoriales
establecidas. El arbitraje de doble ciego sera
realizado por al menos tres expertos en el area
objeto de la comunicacién. Se cuenta con la
participacion de especialistas, provenientes de
diferentes instituciones locales, nacionales, asi
como internacionales. En caso de existir
sugerencias por parte de los evaluadores para
mejorar la calidad de los trabajos, seran devueltos
a sus autores para las debidas correcciones, las
cuales deben cumplirse, siendo posible apelar con
la debida justificacion en cada caso. Para facilitar
el proceso de arbitraje, los autores deberan enviar
una lista de seis posibles arbitros (Nacionales e
Internacionales) con sus respectivas direcciones de
correo electrdnico.

NORMAS EDITORIALES

Los textos deben estar compuestos por las
siguientes secciones:

Revisiones: Segun los criterios establecidos por
el CE, para incluir revisiones en la Revista de la
Facultad de Farmacia se debe cumplir con las
siguientes condiciones:

+ Al menos uno de los autores debe tener un
minimo de tres trabajos sobre el tema, publicados
en revistas indexadas y arbitradas y por lo menos
una de esas revistas debe ser Tipo A.

« Las revisiones pueden ser solicitadas al autor
(es) por el CE o propuestas por el autor (es) al CE,
sobre temas seleccionados. Estructura: Resumen,
palabras clave, abstract, key words, introduccion,
cuerpo o desarrollo, conclusion (es), referencias
bibliograficas, de acuerdo a las mismas
instrucciones de los trabajos originales.

Trabajos originales: Se le da prioridad a los
articulos originales. Estructura: Resumen, palabras
clave, abstract, key words, introduccién, material y
métodos, resultados, discusion, conclusién (es),
agradecimientos  (prescindible) y referencias
bibliograficas,
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REGLAMENTO PARA EL ARBITRAJE

CAPITULO 1
Disposiciones Fundamentales

Articulo 1. El presente REGLAMENTO tiene
por objeto normar los principios rectores del
Arbitraje de los Trabajos de Investigacion,
enviados por autores al Editor para su aceptacion
en la Revista de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Los Andes.

Articulo 2. La recepciéon de un Trabajo de
Investigacion por parte del Editor, no implica por
fuerza su aceptacion para ser publicado en
cualquiera de los volimenes de la Revista de la
Facultad que se editen en un afio. Ademas, no se
recibiran trabajos para arbitraje que no estén
acomparfiados de un oficio dirigido al Editor de la
Revista, firmado por el autor (o responsable de una
publicacién en caso de ser colectiva).

Articulo 3. El Editor podré recibir trabajos de
investigacion para su Arbitraje de cualquier autor
de algunas de las Facultades de la Universidad de
Los Andes, en primera instancia. En segundo lugar,
de cualquier autor adscrito a cualquier universidad
publica o privada del pais. En tercer lugar, de
autores de universidades extranjeras con
preeminencia de América Latina.

Articulo 4. El Editor se reserva el Derecho de
Admisidn de los trabajos con base en lo establecido
en el presente REGLAMENTO, y en las
Instrucciones para los Autores, publicada en cada
volumen editado de la Revista de la Facultad de
Farmacia.

Articulo 5. El Editor no recibird para su
consideracion de arbitraje trabajos divulgativos en
cualquiera de las areas de competencia de la
Revista de la Facultad de Farmacia.

Articulo 6. El Editor aceptara para su arbitraje
trabajos de investigacion documental con aportes
sustanciales al conocimiento cientifico de
cualquiera de las &reas de competencia de la
Revista de la Facultad de Farmacia, y que se ajusten
a lo estipulado en las Instrucciones para los autores.

CAPITULO 2
De los Arbitros y de su Competencia

Articulo 7. EI nimero de miembros del Comité
de Arbitraje estard supeditado a las &reas de

competencia de la Revista de la Facultad de
Farmacia. En todo caso, algunos miembros del
Comité podran fungir como representantes hasta de
tres areas del conocimiento, de acuerdo con su
formacion y experiencia cientifica, y ser potestad
del Editor su designacion.

Articulo 8. Los miembros del Comité de
Arbitraje podran ser miembros del personal
docente y de investigacion de la Universidad de
Los Andes, o de cualquier otra universidad pablica
o0 privada de la Republica de reconocida actividad
cientifica y académica, con estudios de cuarto
nivel.

Articulo 9. Podran ser miembros del Comité de
Arbitraje  reconocidos  investigadores  de
universidades extranjeras, cuyas instituciones
mantengan convenios de cooperacién y de
intercambio con la Universidad de Los Andes.

Avrticulo 10. Podran ser miembros del Comité
de Arbitraje de la Revista de la Facultad de
Farmacia investigadores sin estudios de cuarto
nivel, siempre que hayan sido reconocidos por su
actividad de investigacion dentro o fuera de la
institucion a la que estén adscritos.

Articulo 11. El Editor seleccionara con base en
lo expuesto en los Articulos: 7, 8 y 9 del presente
REGLAMENTO, a los investigadores que
conformarén el Comité de Arbitraje de la Revista
de la Facultad de Farmacia por un periodo no
mayor de dos afios consecutivos, pudiendo solicitar
a motu propio su reinsercién dentro del Comité a
algunos de los miembros salientes o por iniciativa
de éstos.

Articulo 12. Son funciones de los arbitros, las
siguientes:

a) Evaluar los trabajos de investigacion de sus
areas de competencia.

b) Enviar al Editor una respuesta por escrito
del trabajo considerado, en un plazo no mayor de
30 dias, contados a partir de la recepcién del texto.

¢) Aprobar o improbar los trabajos recibidos,
con base a argumentos cientificos proclives a ser
revisados.

d) No establecer con los autores de los trabajos
ninguna comunicacion referida al texto que evalUa,
que conlleve interferencias y subjetividades en el
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proceso. Aplicar en la evaluacion argumentos
cientificos objetivos que permita al Editor a
posterior iniciar un proceso de retroalimentacion
positiva con los autores, a los fines de la excelencia
y transparencia del trabajo cientifico, y de la
proyeccion de la Revista de la Facultad de
Farmacia.

e) Aplicar en la evaluacion los parametros
especificados en la Guia para los Arbitros.

Articulo 13. Los arbitros tienen derecho a
recibir a cambio de su trabajo de evaluacién, una
constancia expedida por el Editor, a los fines de su
inclusién en procesos de reconocimiento de los
méritos académicos y cientificos de los miembros
del personal docente y de investigacion de las
universidades representadas en el Comité de
Arbitraje.

CAPITULO 3
Disposiciones Finales

Articulo 14. El Editor podra sustituir en
cualquier momento a algiin miembro del Comité de
Avrbitraje, cuando éste no haya cumplido con lo
dispuesto en el presente REGLAMENTO. El
Editor procederd de inmediato a sustituir al
miembro excluido con base a lo dispuesto en los
Articulos: 7, 8 y 9 del presente REGLAMENTO,
y a notificar de inmediato su remocion al saliente.

Articulo 15. Los autores tendran derecho a
solicitar reconsideracion de la evaluacion de su
trabajo de investigacién cuando haya resultado
improbado por un miembro del Comité de
Arbitraje. A tales efectos, el Editor enviara el
trabajo en cuestion a ser evaluado a otro arbitro. En
caso de resultar positiva la segunda evaluacién, el
Editor se reservaré el derecho de publicar o no el
trabajo sin mas opiniones de expertos, con base a la
disponibilidad de espacio en la Revista en el
volumen que juzgue conveniente, y asi se lo hara
saber al autor.

Articulo 16. Con base en lo dispuesto en el
Avrticulo anterior, las decisiones de los arbitros son
inapelables y de obligatorio acatamiento por parte
del autor.

Articulo 17. Los miembros del Comité de
Avrbitraje no percibirdn remuneracién econémica
alguna por su trabajo.

Articulo 18. Los trabajos de investigacion
recibiran respuesta escrita a partir de los 60 dias
habiles de su recepcion.

Articulo 19. Si el informe de arbitraje es
positivo para un trabajo en primera instancia, el
Editor se compromete a incluirlo en el volumen
inmediatamente proximo de la Revista de la
Facultad de Farmacia.

Articulo 20. El Editor se arroga la potestad de
realizar observaciones de forma a los trabajos
recibidos antes de ser enviados a arbitraje, de tal
manera que el autor se compromete a acatarlas sin
desmedro de la trascendencia o alcance cientifico
del trabajo.

Articulo 21. El autor se hace responsable de
cualquier errata de forma y de fondo que esté
incluida en el original enviado al Editor; y éste no
se compromete a dar Fe de Errata en tales
circunstancias.

Articulo 22. El Editor se compromete a dar Fe
de Errata en aquellas circunstancias en que por
inadvertencia o fallas técnicas se haya incurrido en
un error no incluido en el original (papel y
electrénico) enviado para su consideracion por el
autor. Tal procedimiento se patentizard en el
volumen inmediatamente siguiente a la emisién del
error, siempre y cuando el autor se lo haga saber al
Editor por escrito tres meses antes de la edicion del
siguiente volumen de la Revista de la Facultad de
Farmacia.

Articulo 23. El Editor no se compromete a
expedir constancias de trabajos recibidos sin que
haya finalizado el proceso de arbitraje y se cuente
con un informe escrito y firmado por el arbitro.

Articulo 24. Lo establecido en el presente
REGLAMENTO seré difundido en la Revista de
la Facultad de Farmacia, de tal forma, que tanto
autores como arbitros se solidaricen con lo aqui
expuesto.
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INDICE ACUMULADO

Volumen 57(2)
Afio 2015

Composicién quimica del aceite esencial de
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Volumen 58(1)
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Rojas, Janne; Velasco Carrillo, Judith;
Buitrago D., Alexis A.; Mender, Thamara y Rojas,
John.
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Gonzalez Ramirez, Luisa Carolina; Martinez,
Asdribal; Assouad, Manuel; Alvarez, Janeth; Gil,
Florimar; Castro Vera, Trino Alberto; Pérez De
Pablos, Carlos y Davila, Ciro.
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aéreas de Euphorbia laurifolia Juss. ex Lam.

Mogollén, José Angel; Rondén, Maria
Eugenia; Morales Méndez, Antonio y Contreras
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Colén U., Sarin; Guillén, Ana; Pefia, Jesus
Alberto; Lobaton Alvarez, Robert; Ledn, Andrés
y Calderén G., Laura M.

Volumen 58(2)
Afio 2016

Composicién quimica y perfil mineral de
materias primas de origen animal y vegetal
utilizadas en la formulacién de dietas para la
alimentacion de alevines de Colossoma
macropomum.

Morillo, Marielba; Visbal, Tomas; Vielma, Rosa
Alba; Pefia, Liz; Gonzalez, Isbelia y Medina, Ana
Luisa.

Estudio fitoquimico de la resina de Protium
carana March (Burseraceae), derivados
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determinacion de su actividad antioxidante y
actividad antibacteriana.

Bracho Nifio, Ismer; Rojas, Luis B.;
Usubillaga, Alfredo; Carmona Arzola Juan;
Carrero, José; Hernandez, Johanna; Deffieux,
Denis; Pouységu, Laurent y Quideau, Stéphane.

Uso de chachafruto (Erythrina edulis) y
soya (Glycine max) como sustituto de la harina
de pescado en la formulacion de dietas para
alevines de coporo (Prochilodus mariae).

Visbal, Tomas; Morillo, Marielba; Rial,
Leandra; Altuve, Daisy; Betancourt, Carlos y
Medina, Ana Luisa.
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Melgar, Jonathan y Tomé, Elisabetta.
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Composicién quimica del aceite esencial de
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Aparicio Z., Rosa L.; Usubillaga, Alfredo;
Mitaine Offer, Anne Claire; Lacaille Dubois,
Marie Aleth; Denis, Deffieux; Peixoto, Philippe;
Laurent, Pouységu y Stéphane, Quideau.
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Cordero de Rojas, Yndra; Lucena de Ustériz,
Maria Eugenia; Araujo, Liliana; Usubillaga,
Alfredo; Rojas Fermin, Luis y Moujir, Laila.

Actividad anti-inflamatoria del extracto
alcohdlico de Astronium graveolens Jacq.

Hernandez Bastidas, Vanessa; Mora V., Flor
D.; Nicola, Malafronte y Nunziatina De Tommasi.
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Pérez Colmenares, Alida; Rojas Fermin, Luis
y Usubillaga, Alfredo.
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Nurby, Ramirez Gonzéalez, Irama Judith vy
Meléndez, Pablo.

Volumen 60(1)
Afio 2018

Evaluacion del balance del contenido
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Mufoz, JesUs; Sanchez, Kiralba y Babino
Cynthia.
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