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LIPOSOMAS DE ERGOSTEROL EN FORMULACIONES
LIOFILIZADAS DE ADMINISTRACION BUCAL

Ergosterol Liposomes in Lyophilized Formulations for Buccal
Administration

Jimena BARBERO; Amparo SANCHEZ NAVARRO; Maria José DE JESUS

Departamento de Ciencias Farmacéuticas. Area de Farmacia y Tecnologia Farma-
céutica. Facultad de Farmacia. Universidad de Salamanca. Campus Miguel de
Unamuno. C. Lic. Méndez Nieto, s/n. 37007 Salamanca

*Correo-e: mariajosedj@usal.es, asn@usal.es

RESUMEN: Los liposomas son vesiculas lipidicas utilizadas como
vehiculos de firmacos que se estabilizan mediante liofilizacién. La via
bucal permite conseguir efectos sistémicos o locales. El ergosterol es el
principal esterol de la membrana plasmdtica de los hongos y presenta
diversas propiedades.

El objetivo de este trabajo es obtener formulaciones mucoadhesivas
bucales a partir de liposomas de fosfatidilcolina y ergosterol preparados por
sonicacion y estabilizados por liofilizacién utilizando diferentes excipientes.
Se prepararon liofilizados con dos geometrias y se caracterizaron las
formulaciones obtenidas.

Se obtuvieron liposomas con un didmetro de entre 100 y 200 nm.
La fosfatidilcolina se incorporé en un 97,56 + 24,63% vy la eficacia de
encapsulacion del ergosterol fue del 12,92 + 2,24%. Todos los liofilizados
presentaron una humedad residual inferior al 3,5%. Los liofilizados con
alginato se desintegraron rdpidamente en contacto con el fluido salival y los
de goma xantana se hincharon progresivamente. No se detectd interaccion
entre la mucina y el alginato pero si con la goma xantana.
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Se concluye que los liofilizados con alginato son mds adecuados para
formulaciones bucodispersables y los de goma xantana, para formulaciones
de liberacién controlada.

Palabras clave: ergosterol; liposomas; liofilizacidn; bucal; mucoadhesivo.

ABSTRACT: Liposomes are lipidic vesicles used as drug delivery
systems which can be stabilized by lyophilization. Buccal mucosa allows
local and systemic drug delivery. Ergosterol is the main sterol component
in the fungal membrane and has multiple properties.

The aim of the present study was to obtain mucadhesive buccal
formulations based on phosphatidylcholine and ergosterol liposomes
prepared by sonication and stabilized by lyophilization. Different mixtures
of liposomes and excipients in blisters with two geometries were lyophilized.
The resulting lyophilizates formulations were characterized.

The obtained liposomes’ size was between 100 and 200 nm. 97,56 +
24,63% of the phosphatidylcholine was incorporated to the liposomes and
the entrapment efficiency for ergosterol was 12,92 + 2,24%. The residual
moisture of the lyophilizates was less than 3,5%. Lyophilizates containing
alginate rapidly disintegrated in contact with salivary fluid, while those with
xantham gum swelled gradually. Interaction between mucin and alginate
was not detected, but it was between xantham gum and mucin.

In conclusion, lyophilizates with alginate are more suitable for
orodispersible formulations and those with xantham gum, for controlled
release systems.

Keywords: ergosterol; liposomes; lyophilization: buccal; mucoadhesive.

INTRODUCCION

Liposomas

Los liposomas son vesiculas esféricas de entre 20 nanémetros y 5 micras

formadas al dispersar lipidos anfifilicos en agua (Liu P ez al., 2022).

Los liposomas se emplean como vehiculos de firmacos hidréfilos o lipéfilos

(Franzé S et al., 2018), protegiéndolos del entorno. Su composicién los hace
seguros y biocompatibles, y pueden comportarse como sistemas de liberacién
controlada y vectorizacién (Liu P ez al., 2022).
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Algunos inconvenientes de los liposomas son la degradacion de los lipidos o
fenémenos de agregacion. El método de estabilizacion més estudiado es la liofi-
lizacién (Franzé S et al., 2018).

Liofilizacion

La liofilizacién consiste en la congelacién y posterior eliminacién de agua por
sublimacién seguida de desorciéon en condiciones de vacio (Degobert G er al.,
2021). Un liofilizado mantiene sus propiedades fisico-quimicas iniciales, y debe
poseer una humedad residual baja, reconstituirse raipidamente y ser estable a largo
plazo. Los liposomas liofilizados deben mantener su estructura y distribucion de
tamafios sin alterar la actividad del firmaco encapsulado (Degobert G ez al., 2021).

Administracion de farmacos a través de mucosas

Las mucosas son revestimientos de tejido himedo formados por una capa de
células epiteliales cubierta de moco y otra de tejido conectivo. El moco es un gel
acuoso viscoeldstico que incluye mucinas, unas glicoproteinas (Boddupalli BM
et al., 2010).

La administracién de firmacos a través de la mucosa bucal permite conseguir
efectos sistémicos o locales, es cdmoda y evita el efecto de primer paso hepético
(Sahatsapan N et al., 2022).

Ergosterol

El ergosterol (ERG) es el principal esterol de la membrana plasmatica de los
hongos; contribuye al mantenimiento de su integridad y tiene caricter anfipatico
(Rangsinth P et al., 2023).

Por su baja solubilidad, se espera que la biodisponibilidad oral del ERG sea
baja. Tras su administracién oral en ratas, un 62,5% se elimina por heces y el resto
se absorbe a nivel intestinal, metabolizindose a brasicasterol por la 7-dehidroco-
lesterol reductasa hepatica (Kuwubara N et al., 2022).

El ergosterol presenta numerosas propiedades farmacolégicas (Rangsinth P
et al., 2023): es antioxidante, neuroprotector y antiinflamatorio, y tiene actividad
antlmlcroblana, anticancerigena y antidiabética. Expuesto a la luz ultravioleta, se
transforma en ergocalciferol, un precursor de la vitamina D.
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Objetivos

El objetivo de este trabajo es producir formulaciones mucoadhesivas bucales
a partir de liposomas de ergosterol estabilizados por liofilizacién.

Se caracterizardn los liposomas, cuantificando la fosfatidilcolina y el ergosterol
incorporados. Ademds, se evaluaran las propiedades de los liofilizados y se hardn
los ensayos propios de las formulaciones mucoadhesivas bucales.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

— Reactivos: acetonitrilo, dcido clorhidrico, agua ultrapura Mili-Q, alginato
sodico (Alg), cloroformo, ergosterol (ERG), etanol puro, ferrotiocianato
de amonio, fosfatidilcolina de yema de huevo (EPC), goma xantana (GX),
lactosa, manitol, mucina de estdmago porcino, tampdn fosfato (PBS) pH
=7, Tween 20.

— Equipos: agitador magnético RSLab 1M-Mini, agitador orbital termosta-
tizado Labnet 222DS, agitador rotatorio Heidolph, balanza de precision
Mettler Toledo, bafio de ultrasonidos ATU serie ATM, emblistadora
Nicollembal, espectrofotémetro visible GENESYS™ 20 Thermo Scientific,
estufa de secado Heraeus, filtros CHROMAFIL 0,45 pm, filtros de celu-
losa, HPLC Waters, micropipetas Eppendorf Reference® 2, microscopio
optico Swift 3507, liofilizador Telstar LyoBet, pH-metro serie s-6191 Peak
Instruments, vortex Super Mixer Lab Line Instruments 1290.

Meétodos
Preparacion de liposomas por sonicacion

Se pesaron la EPC y el ERG, mezclindolos en un vaso de precipitados y
extendiéndolos por las paredes. A continuacidn, se incorporé progresivamente el
medio liquido (PBS pH =7) y se mezclé hasta formar una dispersién homogénea.

Se transfirié la dispersién a un balén de vidrio protegido de la luz que se colocd
en el bafio de ultrasonidos a 45 °C durante veinte minutos. Después, la mezcla se
extruy6 ocho veces utilizando filtros de 0,45 pm.

La mezcla extruida se almacend en un envase topacio y se dej6 una hora a
temperatura ambiente. Los liposomas se conservaron en nevera al menos una
hora antes de utilizarse.

La concentracién de lipidos totales (% m/v) fue de 0,8, con una fraccién molar

de ERG (X; ;) de 0,18 y de EPC (X;), de 0,82.
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Caracterizacién de liposomas

— Tamano de los liposomas: se estim a partir de fotografias al microscopio
con un objetivo X40.

— pH de la dispersion liposomal: se midié utilizando un pH-metro.

— Cuantificacién de la EPC en los liposomas: se cuantificé por triplicado
colorimétricamente en espectrofotémetro segtin el método descrito en la
bibliografia (Charles ] et al, 1980).

— Cuantificacion del ERG en los liposomas y cilculo de la eficacia de
encapsulacién (EE): se cuantificé por triplicado mediante HPLC con
deteccion ultravioleta a A = 282 nm. Se utilizé una columna C18 de 5 pm
y una fase maévil de acetonitrilo 100% con un flujo de 1,5 mL/min.

Para la cuantificacion del ERG en los liposomas, estos se rompieron agitando
en vortex 30 segundos las muestras diluidas 1:10 en etanol puro.
A partir de la cuantificacién del ERG se calcul6 la eficacia de encapsulacién
(EE) segtn la férmula:
Concentracion de ERG medida por HPLC (ug/mlL)

EE (%) = -100
(%) Concentracion inicial de ERG (ng/mlL)

Liofilizacién de los liposomas

Se utilizaron lactosa y manitol como lioprotectores y agentes de carga, y
Alg o GX como gelificantes. Se afiadieron, por orden, la lactosa, el manitol y el
gelificante, agitando tras la adicién de cada uno y manteniendo la mezcla final en
nevera hasta su liofilizacién.

Se liofilizaron muestras de cuatro condiciones. Todas las condiciones incluian
lactosa al 3% m/v y manitol al 2% m/v, y Alg 0 GX al 0,5% m/v o al 1% m/v.

Para su liofilizacidn, cada muestra se acondicion6 en blisters para comprimidos
redondos y oblongos, pipeteando 0,7 mL de la mezcla de liposomas y excipientes
en cada uno.

Caracterizacidn del liofilizado

— Evaluacidn del aspecto.

— Humedad residual (HR) de los liofilizados: se determiné gravimétrica-
mente tras mantenerlos una hora en estufa a 120 °C por triplicado para
cada condicién. La HR se calcul6 con la férmula:
peso inicial del liofilizado — peso del liofilizado tras una hora en estufa

HR = -1
peso inicial del liofilizado 00
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Caracterizacidon de las formulaciones bucales

Ensayo de hinchamiento: se midi6 la evolucién del peso de las formu-
laciones por triplicado para cada condicién. Cada liofilizado se pesé y se
le afiadi6 6 mL de un fluido salival sintético preparado segin bibliografia
(Ali ] et al., 2021), manteniéndose a 35°C en un agitador orbital a 75
rpm. A los 2,5; 5; 10; 15; 30; 45; 60; 90 y 120 minutos se retiré el fluido
remanente y los liofilizados se pesaron. Tras pesarlos, se volvid a afiadir el
fluido retirado. Esto se repiti6 hasta la desintegracion de los liofilizados
en el fluido.

Ensayo de mucoadhesion: se determiné espectrofotométricamente
(A =500 nm) la mucina libre resultante de la interaccion entre la mucina y

los excipientes mucoadhesivos utilizados (Alg o GX) segin bibliografia
(Terlizzi V et al., 2022).

Se preparé fluido salival sintético con y sin mucina (FSM y FS, respectivamente)
segtin el método descrito en la bibliografia (Ali J ez al., 2021).

Se prepararon mezclas de FSM con Alg o GX al 0,1%, se incubaron dos horas
a 37 °C en un agitador orbital a 40 rpm para simular las condiciones de la cavidad
bucal, se filtraron con un filtro de 0,45 pm y se midi6 la absorbancia por triplicado
para cuantificar la mucina libre.

Analisis estadistico

Se realiz6 mediante un test ANOVA con el programa MINITAB. Para los
perfiles de evolucion del peso frente al tiempo del ensayo de hinchamiento se
calcul6 el factor de similitud (f,).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de los liposomas

Tamafio de los liposomas

Se estima que los liposomas preparados tienen un tamafio de entre 100 y 200
nm (Figura 1A). Tras la liofilizacién mantienen sus caracteristicas y su tamafio
aumenta ligeramente hasta los 150 — 300 nm (Figuras 1B, 1C y 1D).
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FiGura 1: Imagen al microscopio de los liposomas (A: dispersion de liposomas; B: liposomas
liofilizados reconstituidos en agua y filtrados con filtro de 0,45 pm; C: liposomas con Alg
como gelificante reconstituidos en FS y filtrados con filtro de 0,45 pm; D: liposomas con
GX como gelificante reconstituidos en FS y filtrados con filtro de 0,45 pm).

pH de la dispersién de liposomas

El pH de la dispersién de liposomas fue de 7,0.

Cuantificacién de la EPC

A partir de la curva de calibrado realizada, se obtuvo un valor medio de EPC
de 7,38 + 1,86 mg/mL, con lo que se calcula que se incorpora a los liposomas el
97,56 + 24,63% de la EPC utilizada.
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Cuantificacion de ERG y célculo de la EE

Mediante HPLC se cuantificé el ERG en los liposomas y se obtuvo un valor
medio de 107,87 + 17,60 pg/mL, con lo que se calcula una EE del 12,92 +2,24%.
Caracterizacion del liofilizado
Aspecto

Todos los liofilizados presentan un aspecto esponjoso y un color blanquecino
uniforme, sin diferencias apreciables entre Alg y GX (Figura 2).

Alg 0,5% Alg 1% GX0,5% GX 1%

Redondos

Oblongos

Ficura 2: Liofilizados en blisteres redondos y oblongos.

Humedad residual

En todas las condiciones se consigue una HR inferior al 3,5% (Figura 3).

Los liofilizados oblongos presentan una HR inferior a los redondos debido
a que su mayor superficie (7 cm? frente a 4 cm?) facilita la eliminacién de agua
durante la liofilizacién, aunque las diferencias no resultaron significativas (p > 0,05).

Las diferencias de HR segun tipo y concentracion de gelificante son significa-
tivas (p < 0,05): con ambos gelificantes la HR disminuye al aumentar la concen-
tracion, y los liofilizados con Alg presentan HR mayores. No se han encontrado
datos sobre la influencia de los gelificantes en la HR de los liofilizados, pero las
diferencias pueden deberse a que el Alg se une al agua a través de enlaces i6nicos
(Abka-khajouei et al., 2022), mientras que la GX establece puentes de hidrégeno
(Nsengiyumva EM ez al., 2022).
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Humedad residual
40
35 [
3.0 I
~25
g I
=50
g # Redondos
15 I
Oblongos
1.0
05
0.0
Alg 0.5% Alg 1% GX0.5% GX 1%
Condicion liofilizada

Ficura 3: HR de las condiciones evaluadas.

Caracterizacion de las formulaciones bucales
Ensayo de hinchamiento

Los liofilizados con Alg, independientemente de su concentracion, se desin-
tegran en menos de 3 minutos al entrar en contacto con el FS, considerindose
formulaciones bucodispersables (Real Farmacopea Espariola, 2015). Por el contra-
rio, los de GX se hinchan progresivamente y tardan mis en disgregarse.

Los liofilizados oblongos presentan mayores aumentos de peso que los redon-
dos, aunque las diferencias no son significativas (p > 0,05), debido a que la mayor
superficie de los liofilizados oblongos facilita la captacién de agua por el liofilizado.

Los liofilizados con un 1% de GX presentan aumentos de peso inferiores a
los liofilizados con un 0,5% de GX, aunque las diferencias no son significativas
(p > 0,05).

La comparacién del perfil de evolucién del peso de los liofilizados con GX
frente al tiempo a través del cdlculo de f, indica que en todos los casos los perfiles
son muy similares.

Ensayo de mucoadhesion

En las condiciones estudiadas no se detecta interaccion entre la mucina y el
Alg pero si con la GX. La concentracién de mucina libre tras el contacto con el
Alg es de 10,65 + 0,14 mg/mL vy, parala GX, de 8,43 + 1,92 mg/mL. Se determina
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que el porcentaje de mucina unida a la GX es del 15,67 + 3,57 %, mientras que
para el Alg no se aprecia unién.

La GX interacciona con la mucina formando puentes de hidrégeno, uniones
polares y fuerzas de Van der Waals (Ahmad M et al., 2021); el Alg, a través de
puentes de hidrégeno mayoritariamente (Agiiero L et al,, 2017). A pH 7, la mucina
y los dos gelificantes tienen carga negativa (Ahmad M et al., 2021; Agliero L et al.,
2017), lo que genera fuerzas electrostdticas de repulsién capaces de contrarrestar
el establecimiento de puentes de hidrégeno entre la mucina y Alg (Agtiero L et
al, 2017).

CONCLUSIONES

Se han obtenido liposomas cargados con ergosterol mediante un procedimiento
exento de disolventes orgdnicos, optimizando un proceso de liofilizacién para
incluirlos en formulaciones bucales.

El proceso de liofilizacion aplicado consigue la estabilizacion de los liposomas
que, en el fluido salival, se rehidratan y son liberados al medio.

Los liofilizados con alginato se desmoronan ripidamente en presencia de
fluido salival y no interaccionan con la mucina, caracteristicas mds favorables
para formulaciones bucodispersables.

Los liofilizados con goma xantana se hinchan progresivamente, manteniendo
su integridad en presencia de fluido salival méds tiempo e interaccionan con la
mucina, caracteristicas favorables para formulaciones de liberacién controlada.

No hay diferencias relevantes entre liofilizados redondos y oblongos, aunque
los oblongos presentaron mejores resultados en los ensayos de hinchamiento y
humedad residual. Habria que valorar su aceptacion y viabilidad para su admi-
nistracién bucal.
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RESUMEN: La estrongiloidosis (infeccién por Strongyloides
stercoralis) es una enfermedad tropical desantendida de elevada prevalencia
mundial, principalmente en climas tropicales y subtropicales. Cursa
desde casos asintomdticos hasta crénicos, con relevancia en individuos
inmunocomprometidos. En casos graves puede producirse un sindrome
de hiperinfeccién y diseminacién larvaria a varios drganos con elevada
mortalidad. Su diagnéstico carece de una prueba de referencia estindar
que dificulta la estimacidn de la precision de otras pruebas diagndsticas. En
estudios previos, desarrollamos un método molecular basado en la tecnologia
LAMP para la deteccion de ADN de Strongyloides spp. (Strong-LAMP)
con alta especificidad y sensibilidad. Aqui, evaluamos su funcionamiento en
muestras de heces de pacientes recogidas y almacenadas en papel de filtro
como método simple de conservacidn y transporte de muestras clinicas
desde zona endémica de estrongiloidosis al laboratorio. Se seleccionaron
20 muestras conservadas en papel de filtro de un total de 192 recogidas y
analizadas por microscopia y Strong-LAMP en un estudio realizado en
Cubal, Angola. Se extrajo el ADN y se analizaron en el laboratorio. Los
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resultados indican que el papel de filtro es un soporte potencialmente véilido
para el transporte y conservacién de muestras de heces para el diagnéstico
molecular mediante Strong-LAMP de la estrongiloidosis.

Palabras clave: LAMP; Strongyloides stercoralis; Strong-LAMP; diag-

néstico molecular; Cubal; Angola.

ABSTRACT: Strongyloidiasis (Strongyloides stercoralis infection) is a
neglected tropical disease of high prevalence worldwide, mainly in tropical
and subtropical climates. It ranges from asymptomatic to chronic cases, with
relevance in immunocompromised individuals. In severe cases, hyperinfection
syndrome and larval dissemination to various organs can occur with high
mortality. Diagnosis lacks a standard reference test, which makes it difficult
to estimate the accuracy of other diagnostic tests. In previous studies,
we developed a molecular method based on LAMP technology for the
detection of Strongyloides spp. DNA (Strong-LAMP) with high specificity
and sensitivity. Here, we evaluate its performance on patient stool samples
collected and stored on filter paper as a simple method of preservation
and transport of clinical samples from a Strongyloides endemic area to the
laboratory. Twenty samples preserved in filter paper were selected from a
total of 192 samples collected and analysed by microscopy and Strong-LAMP
in a study conducted in Cubal, Angola. DNA was extracted and analysed
in the laboratory. The results indicate that filter paper is a potentially valid
carrier for transport and preservation of stool samples for Strong-LAMP
molecular diagnosis of strongyloidosis.

Keywords: LAMP; Strongyloides stercoralis; Strong-LAMP; molecular
diagnostic; Cubal; Angola.

INTRODUCCION

La estrongiloidosis es una enfermedad causada principalmente por el nema-

todo parésito Strongyloides stercolaris, endémica de climas tropical y subtropical,
aunque también presente en zonas templadas. S. stercoralis es un pardsito que se
transmite por el suelo (geohelminto). Su ciclo bioldgico es tinico, con dos formas de
transmisién: heteroinfeccion (por penetracidn transcutdnea de larvas filariformes)
y autoinfeccion (transformacidn en el intestino grueso de larvas rabditiformes en
filariformes); ésta es una caracteristica bioldgica exclusiva del género Strongyloides
spp- (Page et al, 2018).

Ediciones Universidad de Salamanca / @388, FarmaJournal, vol. 9, nam. 2 (2024), pp. 19-29

[20]



J. FERNANDEZ CENCERRADO; B. CREGO-VICENTE; M. D. DEL OLMO; P. FERNANDEZ-SOTO
APLICACION DE LA TECNOLOGIA LAMP EN EL DIAGNOSTICO MOLECULAR
DE INFECCIONES POR STRONGYLOIDES STERCORALIS

Se estima una prevalencia global de 600 millones de personas infectadas con
S. stercoralis, con un 76% de la carga mundial en Africa subsahariana, sudeste
asiatico, Latinoamérica y regiones del Pacifico Oeste (Buonfrate ez al, 2020). La
estrongiloidosis estd considerada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
como una de las 20 entidades tropicales olvidadas o desatendidas (Neglecred
Tropical Diseases; NTDs) (WHO, 2023).

La clinica de la estrongiloidosis depende de la etapa de invasién y desarrollo del
parasito, de la capacidad de autoinfeccién y del estado inmunoldgico del paciente.
Puede aparecer como: i) estrongiloidosis aguda generalmente en viajeros que
regresan de zona endémica, con dermatitis pruriginosa (penetracion transcutdnea de
larvas), neumonitis con tos (paso de larvas por los pulmones) y fiebre. Cuando los
pardsitos alcanzan el intestino aparece dolor gastrointestinal con diarrea, nduseas y
vOmitos; iz) estrongiloidiasis cronica: habitualmente asintomatica, aunque pueden
aparecer manifestaciones gastrointestinales, pulmonares, cutdneas y eosinofilia; y
i11) en individuos inmunosuprimidos (p.ej. tratamientos inmunosupresores por
anti-TNF, corticosteroides, trasplante de érganos s6lidos o hematopoyéticos,
cancer, infecciéon por HTLV-1) puede aparecer el sindrome de hiperinfeccion por la
migracién larvaria, con manifestaciones intestinales y pulmonares graves, fiebre, y
aparecerd un numero elevado de larvas en las heces y en esputo (Schir et al, 2013).
Las larvas pueden atravesar la barrera hematoencefilica, produciendo encefalitis
con elevadas tasas de mortalidad (hasta el 87%). En esta situacidn, el tratamiento
ya no es efectivo por lo que un cribado de sospecha de posible estrongiloidosis
antes de los tratamientos inmunosupresores es de vital importancia.

La ivermectina es el tratamiento de eleccién de la estrongiloidosis (200 pg/kg/
dia; 2 dias); el alternativo, es el albendazol (400 mg/12h; 2dias; puede prolongarse
la terapia hasta 7 dias) (Henriquez-Camacho et al, 2016).

La estrongiloidosis es una de las enfermedades parasitarias més dificiles de
diagnosticar debido a la concurrencia de tres factores principales: 7) la presencia
de casos subclinicos o levemente sintomaticos; i) la carga parasitaria generalmente
muy baja con una expulsién irregular de larvas vy, 7i7) la falta de una prueba diag-
néstica “gold standard”. El método diagndstico de referencia es la observacién
microscopica de larvas rabditiformes en heces, pero tiene escasa sensibilidad
(£30%). Los métodos seroldgicos, aunque sensibles, tienen muy poca especifici-
dad y la deteccidn de anticuerpos persiste mucho tiempo tras el tratamiento. Los
métodos moleculares (mayoritariamente, basados en la PCR; polymerase chain
reaction) son sensibles y espec1ﬁcos pero no estdn estandarizados, presentan
discrepancias en su precisién, son caros y técnicamente complejos de realizar e
implementar en zona endémica (Buonfrate et al, 2018). Una alternativa molecular
de bajo coste, rapidez, simplicidad de realizacién e interpretacion, con elevada
sensibilidad y especificidad es la tecnologia de amplificacién isotérmica de dcidos
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nucleicos mediada por bucles tipo LAMP (Loop-mediated isothermal amplifica-
tion) (Notomi et al, 2000).

La tecnologia LAMP se basa en el principio de sintesis de ADN por desplaza-
miento de cadena, mediante una Bst polimerasa (de Bacillus stearothermophylus)
en condiciones isotérmicas (60-65 °C) y un sistema de 4/6 cebadores o primers:
dos internos, Forward Inner Primer (FIP) y Backward Inner Primer (BIP); dos
externos (F3 y B3), y, opcionalmente, 2 cebadores bucle o loop primers (FLP y
FLB), que permiten acelerar la reaccién por unién a sitios no accesibles a los
cebadores internos. Se reconocen asi 6/8 regiones distintas en el ADN diana,
confiriendo una elevada especificidad en la deteccion. Se puede realizar el LAMP
en un simple termobloque y visualizar los resultados por un cambio de color al
afiadir un reactivo intercalante en el ADN (Soroka et al, 2021). Hasta la fecha, solo
hay desarrollados dos ensayos LAMP para la deteccion de ADN de S. stercoralis:
uno, basado en el gen 285§ RNAr (Watts er al, 2014); otro, basado en una secuencia
parcial de 329 pares de bases (pb) del gen 7185 RNAr de Strongyloides spp., desa-
rrollado en el CIETUS (Centro de Investigacion de Enfermedades Tropicales de
la Universidad de Salamanca) y denominado Strong-LAMP (Fernindez-Soto er
al, 2016). El Strong-LAMP ha demostrado en estudios anteriores su efectividad
en la deteccién de ADN de S. stercoralis en muestras de heces y orina en modelo
experimental de infeccién en el laboratorio y en muestras de heces y orina de
pacientes con estrongiloidosis confirmada por microscopia, qPCR y/o sospe-
cha seroldgica. Recientemente, se ha comprobado su mayor eficacia frente a la
microscopia en un estudio en zona endémica de estrongiloidosis en Cubal, Angola
(Crego-Vicente et al, 2023).

2. Hir6TEsis Y OBJETIVOS

El método Strong-LAMP desarrollado en el CIETUS para la deteccién mole-
cular de 8. stercoralis ha resultado eficaz en el diagndstico de la estrongiloidosis en
muestras frescas de heces de pacientes en condiciones de campo en zona endémica
(Cubal, Angola). Seria de interés evaluar su funcionamiento en muestras recogidas
y almacenadas en papel de filtro como método simple de conservacion y transporte
de muestras clinicas desde zona endémica al laboratorio.

Objetivo general. Aplicar y valorar el método Strong-LAMP para la deteccién
de ADN de S. stercoralis en muestras de heces de individuos residentes en zona
endémica de estrongiloidosis (Cubal, Angola) almacenadas en papel de filtro.

Objetivos especificos.

1. Obtener ADN a partir de muestras de heces almacenadas en papel de

filtro de individuos residentes en zona endémica.

2. Aplicar y evaluar la técnica Strong-LAMP parala deteccién de S. stercoralis.
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3. Comparar su eficacia con los resultados de LAMP obtenidos en condi-
ciones de campo en zona endémica.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Muestras y zona de estudio

Se recolectaron 192 muestras de heces de poblacién atendida en el Hospital
Nossa Senhora da Paz de Cubal (Angola) como parte de un estudio realizado
por el CIETUS y el Hospital Vall d’Hebron durante junio-agosto de 2022 para
conocer la prevalencia de S. stercoralis. Se analizaron parasitolégicamente mediante
DSM (Direct Saline Microscopy) y Baermann para buscar la presencia de larvas y
molecularmente mediante Strong-LAMP. Una porcién de cada muestra de heces
se extendid en un papel de filtro, se secé al aire, se envolvié individualmente en un
papel de aluminio, se etiquetd y se envid posteriormente al CIETUS (Salamanca,
Espaiia) para su almacenaje en refrigeracién a 4°C.

3.2. Seleccion de muestras

Se seleccionaron en el CIETUS 20 muestras/192 analizadas en Cubal, incluyendo:
5 parasitoldgicamente y Strong-LAMP positivas; 10 parasitolgicamente negativas
y Strong-LAMP positivas; y 5 parasitologicamente y Strong-LAMP negativas.

3.3. Obtencion de ADN
3.3.1. Obtencién de ADN de Strongyloides venezuelensis

Como control positivo de amplificacién en las reacciones de Strong-LAMP
se utilizé6 ADN de larvas L3 infectivas (iL3) de S. venezuelensis (Sv), cuyo ciclo
biol6gico se mantiene en ratas Wistar infectadas experimentalmente en el CIETUS.
Para la extraccién del ADN se utiliz6 el kit comercial NZY Tissue gDNA Isolation
kit (Nzytech, Lisbon, Portugal), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracién de ADN obtenido se midié en un espectrofotémetro NanoDrop
y se ajustd a una concentracion final de 1 ng/pL. El ADN se almacené a -20°C
hasta su uso. Se utilizaron 2 pL de ADN de Sv como control positivo en cada
reaccién de Strong-LAMP.

3.3.2 Obtencién de ADN de heces conservadas en papel de filtro

Se realiz6 siguiendo la metodologia descrita previamente en Cevallos et al
(2018) y mediante el kit comercial NZY Soil gDNA Isolation kit (Nzytech, Lisbon,
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Portugal), siguiendo las instrucciones del fabricante (Fig. 1). Se utilizaron 2 pL de
ADN de cada muestra como molde en las reacciones de Strong-LAMP.

Ficura 1. Obtencién de ADN a partir de muestras de heces de pacientes almacenadas
en papel de filtro. A) Las muestras de heces se mantienen en papel de filtro envueltas en
papel de aluminio. B) Cada papel de filtro conteniendo la muestra es cortado en pequefios
trozos para su incorporacién en el buffer de extraccién del kit para su digestién inicial.
Posteriormente se siguen los pasos del kit segun el fabricante.

3.4. Analisis molecular de muestras heces

Las 20 muestras seleccionadas se analizaron mediante el método Strong-LAMP
realizado de forma colorimétrica utilizando las mismas mezclas y metodologia
descritas en Fernandez-Soto et a/ (2016). Las mezclas se incubaron en un termo-
bloque durante 50 min a 65°C, mds 10 min a 80°C para desactivar la enzima y
parar la reaccién. Las reacciones se realizaron en lotes de 5 muestras para favorecer
el manejo, evitar contaminaciones e incorporando un control negativo (agua en

lugar de ADN) y un control positivo (ADN de iL3 de Sv).

3.5. Deteccion de los productos de amplificacion

El revelado de los resultados del Strong-LAMP colorimétrico se realizé
postamplificacién, afiadiendo a los tubos 2 pL/tubo del colorante intercalante
SYBR® Green I (1:10; 10,000X; Invitrogen). Las muestras negativas (sin ADN
amplificado) mantienen el color naranja original del colorante; las muestras posi-
tivas (con ADN amplificado) viran a color verde por incorporacién del colorante.
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4. RESULTADOS

Los resultados de los distintos lotes de las muestras de heces analizadas
mediante Strong-LAMP se muestran en la Fig. 2 y Tabla 1. De las 5 muestras
parasitolégicamente y Strong-LAMP positivas, solamente se obtuvo un resultado
positivo (n°. 70) (Flg 4A); de las 10 muestras para31tolog1camente negativas y
Strong- LAMP positivas, se obtuvieron 5 resultados positivos (n°. 82,95y 5C, 25
y 49) (Fig. 4B y 4C); en el lote de 5 muestras parasitoldgicamente y Strong-LAMP
negativas, todas resultaron negativas (Fig.4D).

A) Microscopia +/Strong-LAMP + B) Microscopia -/Strong-LAMP +
Sv 10 39 47 62 70 N Sv 45 82 85 95 5C N

C) Microscopia -/Strong-LAMP + D) Microscopia -/Strong-LAMP -

Sv 25 31 49 50 83 N Sv 34 35 36 37 38 N

FiGura 2. Strong-LAMP colorimétrico de las muestras de heces almacenadas en papel
de filtro recogidas en Cubal, Angola. A) Muestras (5) con resultado parasitolgicamente
positivo y Strong-LAMP positivo. B) y C) Muestras (10) con resultado parasitolé-
gicamente negativo y Strong-LAMP positivo. D) Muestras (5) con resultado para-
sitolégicamente negativo y Strong-LAMP negativo. Sv, controles positivos (ADN de
S. venezuelensis); N, controles negativos (agua sustituyendo al ADN); los ndmeros
indican las muestras analizadas. El color verde indica resultado positivo y el color
naranja resultado negativo.
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Tasra 1. Comparacién de los resultados obtenidos (+/-) en muestras de heces de
pacientes mediante microscopia (DSM + Baerman) y Strong-LAMP realizados en
Cubal (Angola) y el Strong- LAMP realizado en muestras almacenadas en papel de
filtro en el laboratorio del CIETUS (Salamanca, Espafia).

MUESTRA Microscoria STRONG-LAMP
N° CuBAaL CuBAL

10 + + -
39
47
62
70
45 -
82
85 -
95 -
5C -
25 -
31 -
49 -
50 -
83 -
34 -
35 - - -
36 - - -
37 - - -
38 - - -

STRONG-LAMP CIETUS

+ |+ |+ [+

o e e o R o o B e e N E e

5. DiscusioN

El diagndstico de la estrongiloidosis es muy complicado. El anilisis copro-
parasitoldgico continda siendo el gold standard, pero escasamente sensible. La
serologia presenta reactividad cruzada con otras helmintosis y baja sensibilidad
en paises endémicos. Los métodos moleculares (PCR y variantes) son sensibles
y especificos, pero técnicamente complejos, caros, requieren equipos y personal
especializados no estan estandarizados y presentan discrepancias entre estudios,
tanto en laboratorio como en zonas endémicas (Buonfrate ez al, 2018). La tecnologia
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LAMP retine las caracteristicas necesarias de un ensayo de diagndstico molecu-
lar de elevada eficacia con un sencillo funcionamiento para su potencial uso en
el diagnéstico clinico de enfermedades infecciosas, incluidas las parasitarias, en
condiciones de campo en zona endémica (Li et al, 2017; Garcia-Bernalt Diego er
al,2021). El Strong-LAMP disefiado en el CIETUS (Ferndndez-Soto et al, 2016)
se ha utilizado por primera vez en el diagndstico de campo en zona endémica de
estrongiloidosis en Cubal (Angola) con resultados superiores a la microscopia
(35.9% ws. 9.4%, respectivamente) (Crego-Vicente et al, 2023).

No obstante, la obtencién y andlisis de ADN en condiciones de campo
presenta habitualmente problemas por falta de infraestructura adecuada y garan-
tias de mantenimiento de la cadena de frio para su conservacidn y transporte. Se
ha comprobado una disminucién del rendimiento diagnéstico del Strong-LAMP
entre condiciones de campo (con ADN recién extraido) y posteriormente en un
laboratorio bien equipado (con ADN parcialmente degradado tras un inadecuado
almacenaje y transporte) (Crego-Vicente et al, 2023). Una pequefia porcién de
las 192 muestras de heces analizadas en Cubal se deposité en papel de filtro para
comprobar si este soporte resultaria efectivo en la conservacién y transporte
simple de las muestras y posterior extraccién de ADN en el laboratorio. Este
procedimiento ya resulté eficaz para detectar ADN de Amphimerus sp. en heces
humanas procedentes de Ecuador (Cevallos et al, 2018).

En este trabajo, cabria esperar un resultado colorimétrico positivo Strong-
LAMP en las 15 muestras que resultaron positivas por el mismo método en zona
endémica (lotes A, B y C). Sin embargo, sélo obtuvimos un resultado Strong-
LAMP positivo en 6/15 (40%) (nos. 70, 82, 95, 5C, 25 y 49). El andlisis del papel
de filtro de las muestras negativas (tanto por microscopia y Strong-LAMP en zona
endémica) result6 negativo, confirmando la ausencia de falsos positivos y correcta
realizacion de la técnica. Los resultados negativos en 10 muestras podrian explicarse
por: i) la pequefia cantidad de materia fecal conservada en el papel de filtro para
obtener ADN; 77) la toma de muestras sin concentrar prev1amente, que hubiera
aumentado la posible presencia de larvas (siempre escasisima en infecciones croni-
cas de zona endémica); y i) posibles inhibidores que dificultarian la extraccién
de ADN (nucleasas, proteasas bacterianas, dcidos biliares, etc.) (Crego-Vicente er
al,2023). La eficacia del papel de filtro como soporte para la recogida, transporte
y conservacion de muestras de heces para la extraccién y deteccion de ADN de
larvas de Strongyloides spp. podria posiblemente aumentarse en futuros trabajos
optimizando los inconvenientes sefialados.
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6. CONCLUSIONES

Primera. Se ha conseguido extraer ADN de muestras de heces humanas
conservadas en papel de filtro de individuos de zona endémica para la deteccién
molecular de Strongyloides spp. mediante el método molecular colorimétrico
Strong-LAMP.

Segunda. El papel de filtro es un soporte potencialmente valido para el trans-
porte y conservaciéon de muestras de heces para el diagnéstico molecular de la
estrongiloidosis.

7. BIBLIOGRAFiA

Buonfrate D, Bisanzio D, Giorli G, Odermatt P, Furst T, Greenaway C, et al. The global
prevalence of Strongyloides stercoralis infection. Pathogens. 2020;9:468.

Buonfrate D, Formenti F, Perandin F, Bisoffi Z. Novel approaches to the diagnosis of
Strongyloides stercoralis infection. Clin Microbiol Infect. 2015; 21(6):543-552.
Buonfrate D, Requena-Mendez A, Angheben A, Cinquini M, Cruciani M, Fittipaldo A,
et al. Accuracy of molecular biology techniques for the diagnosis of Strongyloides
stercoralis infection—a systematic review and meta-analysis. PloS Negl Trop Dis.

2018;12:e0006229.

Cevallos W, Ferndndez-Soto P, Calvopifia M, Buendia-Sinchez M, Lpez-Abdan J, Vicente
B. et al. Diagnosis of amphimeriasis by LAMPhimerus assay in human stool samples
long-term storage onto filter paper. PLoS One. 2018; 13(2):e0192637.

Crego-Vicente B, Febrer-Sendra B, Nindia A, Pessela A, Aixut S, Martinez-Camprecids
J, Mediavilla A, Silgado A, Sulleiro E, Trevifio B, Molina I, Muro A, Salvador F,
Ferndndez-Soto P. First field study using Strong-LAMP for diagnosis of strongyloi-
diasis in Cubal, Angola. Parasit Vectors. 2023; 31;16(1):393.

Ferndndez-Soto P, Sdnchez-Herndndez A, Gandasegui J, Bajo Santos C, Lépez-Abin J,
Saugar JM, et al. Strong-LAMP: a LAMP assay for Strongyloides spp. Detection in
stool and urine samples towards the diagnosis of human strongyloidiasis starting
from a rodent model. PLoS Negl Trop Dis. 2016;10:¢0004836.

Garcia-Bernalt Diego ], Fernindez-Soto P, Muro A. LAMP in Neglected Tropical Diseases:
A Focus on Parasites. Diagnostics. 2021; 11(3):521.

Henriquez-Camacho C, Gotuzzo E, Echevarria J, White AC Jr, Terashima A, Samalvides
F et al. Ivermectin versus albendazole or thiabendazole for Strogyloides stercoralis
infection. Cochrane Database Syst Rev. 2016; (1):CD007745.

LiY, Fan P, Zhou S, Zhang L. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP): A novel
rapid detection platform for pathogens. Microb Pathog. 2017; 107:54-61.

Notomi T, Okayama H, Masubuchi H, Yonekawa T, Watanabe K, Amino N ez /. Loop-
mediated isothermal amplification of DNA. Nucleic Acids Res. 2000; 28(12):E63.

Page W, Judd J, Bradbury R. The unique life cycle of Strongyloides stercoralis and impli-
cations for public health action. Trop Med Infect Dis. 2018;3:53.

Ediciones Universidad de Salamanca / @388, FarmaJournal, vol. 9, nam. 2 (2024), pp. 19-29

[28]



J. FERNANDEZ CENCERRADO; B. CREGO-VICENTE; M. D. DEL OLMO; P. FERNANDEZ-SOTO
APLICACION DE LA TECNOLOGIA LAMP EN EL DIAGNOSTICO MOLECULAR
DE INFECCIONES POR STRONGYLOIDES STERCORALIS

Schir F, Trostdort U, Giardina F, Khieu V, Muth S, Vounatsou P et al. Strongyloides ster-
coralis: Global Distribution and Risk Factors. Plos Neglect Trop D. 2013; 7(7):¢2288.

Soroka M, Wasowicz B, Rymaszewska A. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP):
the better sibling of PCR? Cells. 2021;10:1931.

Watts MR, James G, Sultana Y, Ginn AN, Outhred AC, Kong F, et al. A loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) assay for Strongyloides stercoralis in stool that
uses a visual detection method with SYTO-82 fluorescent dye. Am J Trop Med
Hyg. 2014;90:306-11.

World Health Organization. Soil-transmitted helminth infections. https://www.who.int/

news-room/fact-sheets/detail/soil-transmitted-helminth-infections (acceso el 22 de
enero de 2023).

Ediciones Universidad de Salamanca / @388, FarmaJournal, vol. 9, nam. 2 (2024), pp. 19-29

[29]


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/soil-transmitted-helminth-infections
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/soil-transmitted-helminth-infections




ISSN electrénico: 2445-1355
DOI: https://doi.org/l0.14201/fj2024923139

SERVICIO DE ATENCION FARMACEUTICA A PERSONAS
MAYORES

Pharmaceuntical Care Service for the Elderly

Natalia GARCIA PLATA; Paulo TEIXEIRA DA SILVA; Ana MARTIN SUAREZ

Area Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Universidad de Salamanca. Campus
Miguel de Unamuno. 37007 Salamanca. Espania

*Correo-e: amasu@usal.es

RESUMEN: El objetivo principal fue disefiar y realizar una practica de
la asignatura “Atencién Farmacéutica” de 4° curso del Grado en Farmacia,
compatibilizando el aprendizaje con la prestacién de un servicio de atencién
farmacéutica a personas mayores. Como objetivo secundario se planted
estudiar la adherencia de los participantes a sus tratamientos.

En el curso 2022/2023 se disefi6 la prictica y se ensay6 con 20 estudiantes
voluntarios como un proyecto de Aprendizaje-Servicio. En 2023/2024 se
implement6 en el programa de la asignatura participando los 61 estudiantes
matriculados. En total, se realizaron 8 visitas a centros de dia, coordinadas
a través del Programa de Acercamiento Intergeneracional del Servicio de
Asuntos Sociales de la USAL.

Participaron 141 personas mayores que respondieron de forma positiva a
la actividad, apreciando su utilidad y expresando su interés en mds iniciativas
de este tipo. Se consideraron adherentes el 57 % de los participantes.
Contestaron la encuesta anénima de satisfaccién 41 estudiantes, considerando
mids del 80% la experiencia beneficiosa, a nivel personal y académico.

La actividad disefiada ha demostrado ser viable y cumplir con los
objetivos planteados. La satisfaccion de los estudiantes, personas mayores,
profesores y coordinadoras de los centros resalta la importancia de este
tipo de iniciativas.
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ABSTRACT: The main objective was to design and implement a practical
component of the subject “Pharmaceutical Care” for 4th-year Pharmacy
students, combining learning with the provision of pharmaceutical care
services for elderly people. A secondary objective was to assess participants’
adherence to their treatments.

In the 2022/2023 academic year, the practice was designed and tested
with 20 volunteer students as a Service-Learning project. In 2023/2024,
it was incorporated in the subject program with the participation of the
61 enrolled students. In total, 8 visits to day centers were conducted,
coordinated through the Programa de Acercamiento Intergeneracional of
the USAL Social Affairs Service.

A total of 141 elderly individuals participated, responding positively
to the activity, appreciating its usefulness and expressing their interest in
more initiatives of this kind. Of the participants, 57% were considered
adherent to their treatments. Forty-one students answered the anonymous
satisfaction survey, with more than 80% deeming the experience beneficial,
both personally and academically.

The designed activity has proven feasible and successful in achieving
the objectives set. The satisfaction of students, elderly participants, teachers
and day center coordinators highlights the value of this type of initiative.

Keywords: pharmaceutical care; treatment adherence; health education;

elderly people.

1. INTRODUCCION

La atencién farmacéutica es una practica profesional en la que el farmacéutico
se responsabiliza de las necesidades del paciente relacionadas con los medicamen-
tos. Implica la cooperacién con el médico y otros profesionales sanitarios para
conseguir resultados que mejoren la calidad de vida del paciente, asi como su
intervencion en actividades que mejoren la salud y prevengan las enfermedades
(Sociedad Espafiola de Farmacia Clinica, Familiar y Comunitaria, 2019).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la adherencia como “el
grado en el que la conducta de un paciente, en relacién con la toma de medicacidn,
el seguimiento de una dieta o la modificacién de habitos de vida se corresponde
con las recomendaciones acordadas con el profesional sanitario” (Pan American
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Health Organization, 2003). El término “adherencia” implica una colaboracién
activa entre el paciente y el profesional sanitario en la toma de decisiones que
afectan a su salud.

En paises desarrollados, el porcentaje de adherencia al tratamiento en enfer-
medades cronicas es del 50% (Pan American Health Organization, 2003), es decir,
1 de cada 2 pacientes no sigue correctamente con sus tratamientos. La falta de
adherencia farmacoterapéutica constituye un grave problema de salud ptblica a
nivel mundial y se ha relacionado con una disminucién de la calidad y esperanza
de vida. Esto ocasiona un peor control de las enfermedades, asi como un aumento
del nimero de pruebas, consultas y hospitalizaciones.

La falta de adherencia es una cuestién compleja ya que esta condicionada por
diferentes factores relacionados entre si, como el desconocimiento de las enfer-
medades, la duracion y/o complejidad de los tratamientos o la relacién con los
profesionales de la salud. Todos estos factores se ven aumentados en las personas
mayores, por sus caracteristicas y vulnerabilidad (Ortega et al., 2018; Rodriguez
etal., 2014).

El farmacéutico juega un papel fundamental en la educacion para la salud en
torno al uso del medicamento y, por tanto, en la mejora de la adherencia farma-
coterapéutica de los pacientes. Debido a esto y a la importancia de una correcta
adherencia terapéutica, los estudiantes del Grado en Farmacia deben entrenar
habilidades de comunicacién con el paciente y conocer las estrategias de mejora
de la adherencia durante su formacién.

Asi mismo, la universidad tiene la responsabilidad de formar profesionales
comprometidos con su entorno, y de trasmitirles una responsabilidad social y un
compromiso ético. Por esto, es tan beneficioso que el estudiante trabaje y aprenda
sobre necesidades reales de su entorno, y que preste un servicio a la comunidad
sin 4nimo de lucro y con el objetivo de mejorarla. Debido a esto, se ha planteado
conjugar el aprendizaje de los estudiantes y la prestacion de un servicio, seleccio-
nindose, en concreto, un grupo de personas mayores.

2. OBJETIVOS

Disefar y realizar una actividad de atencién farmacéutica dirigida a personas
mayores que acuden a centros de dia de la ciudad de Salamanca con la participacion
de estudiantes de la asignatura “Atencién Farmacéutica” de 4° de Farmacia. Con
el doble propésito de prestar un servicio de educacion para la salud a estas perso-
nas y de contribuir al desarrollo de habilidades de comunicacién con el paciente,
enfocadas en la mejora de la adherencia farmacoterapéutica, en los estudiantes.
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Objetivo secundario: conocer el comportamiento de las personas mayores
que participaron en la actividad en cuanto a la adherencia a sus tratamientos
farmacoldgicos.

3. MATERIALES Y METODOS

La actividad se ha organizado los cursos 22/23 y 23/24 a través del Programa
de Acercamiento Intergeneracional del Servicio de Asuntos Sociales (SAS) de la
USAL. EI SAS facilit6 el contacto con las directoras de los centros para ofrecer
la actividad, conseguir los permisos y fijar fechas. Los centros elegidos fueron
Centros de dia de Ciéritas y Centros de dia de la Gerencia de Servicios Sociales
de la Junta de Castilla y Ledn, ubicados en la ciudad de Salamanca.

Durante el curso 22/23, la actividad se realizé como prueba piloto con dos
grupos de 10 estudiantes voluntarios de la asignatura, visitindose los centros “San
Juan de Mata” y “Prosperidad”. El curso 23/24 se ha realizado como prictica
de la asignatura para los 61 alumnos matriculados, visitindose los centros “San
Juan de Mata”, “Cdritas San Mateo”, “Salamanca”, “Ciritas Barrio San José” y
“Prosperidad”.

Se programaron 10 horas presenciales y 10 horas de trabajo auténomo de
los estudiantes para preparar la visita a los centros y todo el material necesario.
Ademds, siguiendo la programacién de la 351gnatura, se trabaj6 sobre mejora de
la adherencia terapéutica y la comunicacién con el paciente.

Seformaron 2 grupos de estudiantes el primer afio y 6 grupos el segundo. Cada
grupo trabajé para organizar una de las visitas, consensudndose entre estudiantes
y organizadores su desarrollo. Las sesiones se estructuraron en 45 min aproxi-
madamente de actividades con todos los participantes y otros 45 de entrevistas
individuales a los participantes. Todo el material preparado por los estudiantes se
subia como tarea a STUDIUM para su correccion por los profesores. Previamente
a las visitas se realizaron ensayos de todo el desarrollo.

A los centros acompafiaban a los estudiantes los profesores de la asignatura,
la responsable del Programa de Acercamiento Intergeneracional del SAS y la
estudiante de TFG.

Tras finalizar cada visita se preguntaba a las personas mayores si la actividad
les habia resultado ttil, si habian tomado conciencia de la importancia de ser
adherentes para mejorar su salud, y, si les gustaria que se hiciesen mds actividades.
Posteriormente, desde el SAS recababan la opinién de las coordinadoras de los
centros.

Se disefié una encuesta de satisfaccién anénima para conocer la opinién de los
estudiantes sobre el desarrollo de la actividad y sobre lo que representaba para
su propia formacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Con antelacion a la visita, se expusieron en los tablones de anuncio de los
centros carteles confeccionados por cada grupo de estudiantes para anunciar el
evento y captar participantes (figura 1). Para poder participar en la actividad, las
personas debian apuntarse en sus propios centros. Asi, las directoras de cada centro
podian controlar el niimero de personas que iban a participar en la actividad.
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Ficura 1. Carteles confeccionados por alumnos de 4° curso de Farmacia de la asignatura
“Atencion Farmacéutica’.

La sesién comenzaba con el saludo y presentacién de la actividad a todos los
participantes. Seguia una breve introduccién con diapositivas en PowerPoint de
conceptos sencillos relacionados con la utilizacién de medicamentos, adherencia
y falsos mitos.

Tras esta presentacion, los estudiantes, procedian a simular situaciones coti-
dianas que se dan en las farmacias y en las que los propios participantes podian
sentirse identificados. Representando unos estudiantes el papel de farmacéutico y
otros el de paciente. Durante estas simulaciones se realizaban preguntas abiertas
a los participantes para conocer su opinién sobre lo que se estaba representando:
si eran 31tuac1ones que habian vivido, o si ellos también tenian las mismas dudas
del “paciente”. Para reforzar las ideas claves que se habian intentado exponer, se
realizaba un concurso con preguntas verdadero/falso, comentando las respuestas
correctas.
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CUESTIONARIO DE ADHERENCIA 18/11/2022
Sexo | Mujer | [ Hombre
Edad
Nivel educative [ Primaria [ [ secundaria/fP || universided
Vive_. | Solo/sola | | En pareja | | con otros familiares

éPrepara él/ella su medicacidn?

Osi [ ne

N enfermedades _ iCudles son?

las conoce? D si D NO

NE medicamentos _ iCudles son?

élos conoce? D si D NOD

£0lvida alguna vez tomar los
medicamentos para tratar su
enfermedad?

EToma los madicamentos a las horas
indicadas?

si [] e
si O we
si O we
si [Jre

Estrategias que utiliza Horario Alarmas Pastillero SPD Otras MNinguna

Cuando s2 encuentra bien ideja de
tomar la medicacion?

5i alguna wez le sienta mal ;deja
usted de tomarla?

OO0 a|d

Dbservacionas

El pdf que han enviado para
modificar esta imagen viene

recortado
Relacionados con el Rela Relacionades con la
paciente tratamiento equipo de asistencia enfermedad
sanitaria
Edad REgimen y Falta de apoyo Seguimienta Aguda cronica
complejidad familiar inadecuado
Falta de Duracion Dificultad de acceso Relacion inadecuada Ausencia de sintomas
conocimiente al SNS profesional sanitario-
paciente

Percepcion Efectos adversos Problemas Percepcion de gravedad
negativa sobre el ECoNOmicos
tratamiento
Problemas
psicologicas
Mo acudir a citas
medicas

Nombre y apellidos Centro “San Juan de Mata® [

del alumno: Centro “Prosperidad” a

Ficura 2. Cuestionario de adherencia elaborado para las entrevistas
individuales a las personas mayores.
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Posteriormente, se pasaba a las entrevistas individuales con los participantes.
Se realizaba una entrevista semiestructurada en las que, con preguntas sencillas, se
valoraba la actitud de los participantes ante su medicacidn, con el fin de deducir
el nivel de conocimiento de sus tratamientos y enfermedades, posibles barreras a
superar para mejorar la adherencia y concluir, en la medida de lo posible, si eran
adherentes o no. Para guiar la entrevista y recoger los datos anénimos de los
participantes se utilizaba un cuestionario (figura 2). Este cuestionario incluia el
Test de Morisky-Green (Pages-Puigdemont y Valverde-Merino, 2018), que es el
mis validado y utilizado para la medida de la adherencia y plantea las siguientes
preguntas:

—  ¢Olvida alguna vez tomar los medicamentos para tratar su enfermedad?

—  ¢Toma los medicamentos a las horas indicadas?

— Cuando se encuentra bien, ¢deja de tomar la medicacion?

— Sialguna vez le sienta mal, ¢deja usted de tomarla?

Para considerar adherente a un paciente, las respuestas a estas preguntas deben
ser: NO/SI/NO/NO.

Ademds, en la entrevista se entregaba un horario (Cruz Roja Espaiiola, 2010)
para cumplimentar con los medicamentos que tomaba cada uno y un diptico
informativo (Institute for Safe Medication Practices Canada, 2016).

Terminadas las entrevistas, para finalizar la actividad y despedirse, se resumian
las ideas fundamentales, agradeciendo la asistencia.

Participaron en la actividad 141 mayores de forma voluntaria (80% mujeres
y 20% hombres), que accedieron a la recogida anénima de sus datos. Un 92%
afirmaron preparar ellos mismos su medicacién. La alta inscripcién de partici-
pantes, que en algunos centros super6 el limite previsto, indica la buena acogida
por los mayores.

Contestaron 41 estudiantes a la encuesta de satisfaccion (figura 3), considerando
miés del 80% que habia sido una experiencia beneficiosa, tanto a nivel personal
como académico y afirmando haber ampliado sus conocimientos sobre adherencia
terapéutica y haber podido entrenar habilidades de comunicacién con pacientes.

El agradecimiento expresado por los mayores al acabar la actividad y el interés
de que volvieran los estudiantes a realizar otra actividad resulté lo ms gratificante
para ellos. Las coordinadoras de los centros ratificaron como positiva la experien-
cia y expresaron su disposicion a volver a recibir en el centro a los estudiantes.

Los datos obtenidos a partir de los cuestionarios cumplimentados en las entre-
vistas individuales con las personas mayores no fueron suficientemente fiables como
para extraer conclusiones sobre la adherencia de los participantes. Las principales
limitaciones se debieron a la general falta de entrenamiento de los entrevistadores
(81 estudiantes) y su diferente dominio del esquema de la entrevista. Ademds, no se
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pidié a los participantes documentacion sobre sus tratamientos y muchos de ellos
no recordaban sus patologias, ni sus tratamientos. El porcentaje de participantes
que conocia su medicacion fue un 46.4% de hombres y un 53.1% de mujeres. Esta
falta de conocimiento del paciente sobre sus patologias y medicacién, sumado a la
complejidad de tratamiento en este grupo de la poblacidn, da lugar a una elevada
falta de adherencia. La complejidad de los tratamientos en estos pacientes, en
muchos casos, es inevitable dado que son pacientes pluripatoldgicos y polimedi-
cados. Sin embargo, mediante este tipo de actividades si podemos intentar mejorar
la falta de informacién, de forma directa, durante las sesiones, o indirectamente,
animandolos a consultar a otros profesionales de la salud.

Creo que es una experiencia que completa la teorfa vista en clase.
Me ha gustado mucho como experiencia personal.
Me ha gustado la experiencia, creo que se debe repetir.

Representar los casos me ha ayudado a entender la falta de adh. intencionada y no intencionada.

L
—
—_—
Representar los casos me ha servido para entender mejor las estrategias de mejora de la adherencia. EEE—
-
Realizar |a entrevista me ha permitido aplicar los conocimi de
-_—

Me ha servido para entender cdmo se utilizan los medtos. y que se piensa de las enfermedades.
El contacto con personas mayores me ha permitido entender la complejidad de los ttos.

Me ha permitido entender la importancia de la adh. al tto. en la poblacién de mayores. =
La estructura (introduccién, casos, preguntas y despedida) fue ideal para itir el mensaje. m—
La duracién del taller (1h30) fue ideal para transmitir el mensaje a los mayores. =
Los participantes en el taller han aprendido laimportandia de ser adherente al tratamiento. ®
El servicio que he prestado a la comunidad es valioso. ™
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
M 1 - Totalmente en desacuerdo M 2 - En desacuerdo ® 3 - Indiferente 4 - De acuerdo M5 - Totalmente de acuerdo

FiGURrA 3. Resultados de la encuesta de satisfaccion a los estudiantes.

A pesar de las limitaciones en la recogida de datos y el cardcter modesto de la
intervencion, a partir del Test de Morisky-Green se ha obtenido un porcentaje de
pacientes adherentes del 57.4%, dato que coincide con el proporcionado por la
OMS, citado anteriormente. Es decir, aproximadamente, 1 de cada 2 participantes
no cumplia correctamente con su tratamiento, lo cual reafirma la necesidad de
informacion y educacién para la salud en este grupo de poblacién entorno al uso
adecuado de la medicacién.

5. CONCLUSION

Se ha disefiado e implementado una actividad prictica que compatibiliza el
aprendizaje de los estudiantes de la asignatura “Atencién farmacéutica” de 4°
curso del Grado de Farmacia y la prestacion de un servicio a la sociedad, en este
caso, a personas mayores auténomas. Se ha realizado una prueba piloto de la
actividad y, posteriormente, se ha llevado a cabo en las condiciones habituales
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de la asignatura, demostrandose su viabilidad. Se ha podido constatar la falta de
adherencia de los participantes a sus tratamientos y la necesidad de educacion
sanitaria, lo que justifica prestar el servicio propuesto.

La satisfaccion de estudiantes, participantes, coordinadoras de los centros y
profesores permite valorar positivamente la actividad.
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RESUMEN: En las dltimas décadas, los inhibidores del punto de control
inmunitario (ICIs) han revolucionado el tratamiento del cdncer, aunque
su eficacia se ve afectada por efectos adversos como la nefrotoxicidad,
impactando negativamente el prondstico. Nuestra hipdtesis sugiere que
los ICIs podrian producir dafio renal subclinico, no evidenciado por
pruebas clinicas habituales. El objetivo del trabajo fue estudiar la aplicacién
de biomarcadores urinarios en el diagnéstico temprano del dafo renal
asociado alos ICIs. Se realiz6 un estudio prospectivo en el que se reclutaron
pacientes tratados con ICIs o con terapia combinada ICIs/quimioterapia.
Se realiz6 un seguimiento de los pacientes durante 12 ciclos de tratamiento
y se recogieron muestras de orina antes de iniciar el tratamiento, asi como
antes y después del tercer ciclo. Los pacientes se clasificaron en “casos” (si
durante el tratamiento desarrollaban dafio renal, segin criterio KDIGO
y/o aparecian alteraciones electroliticas compatibles con el tratamiento
con ICIs) y “controles” (pacientes sin dafio renal durante el estudio). Se
determinaron los biomarcadores A, B, C, D y E mediante la técnica de
ELISA. Nuestros resultados evidenciaron una excrecidn significativa de
A y B antes de recibir el tercer ciclo en los casos respecto a los controles.
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Ademds, se observo una tendencia de mayor excrecién de C y D, incluso
antes de recibir la terapia. Por tanto, estos biomarcadores podrian predecir
el dafio renal producido por los ICIs permitiendo un manejo preventivo y
personalizado del paciente.

Palabras clave: biomarcadores urinarios; diagndstico; inhibidores del
punto de control inmunitario (ICIs); nefrotoxicidad; riesgo; quimioterapia.

ABSTRACT: In recent decades, immune checkpoint inhibitors (ICIs)
have revolutionized cancer treatment, although their efficacy is affected
by adverse effects such as nephrotoxicity, negatively impacting prognosis.
Our hypothesis suggests that ICIs could produce subclinical renal damage,
not evidenced by usual clinical tests. The aim of this work was to study the
application of urinary biomarkers in the early diagnosis of renal damage
associated with ICIs. A prospective study was carried out in which patients
treated with ICIs or with combined ICIs/chemotherapy were enrolled.
Patients were followed for 12 treatment cycles and urine samples were
collected before starting treatment, as well as before and after the third cycle.
Patients were classified into “cases” (if during treatment they developed
renal damage, according to KDIGO criteria and/or electrolyte alterations
compatible with treatment with ICIs appeared) and “controls” (patients
without renal damage during the study). Biomarkers A, B, C, D and E
were determined by ELISA. Our results showed a significant excretion
of A and B before receiving the third cycle in cases compared to controls.
In addition, a trend of increased excretion of C and D was observed, even
before receiving therapy. Therefore, these biomarkers could predict the
renal damage produced by ICIs allowing a preventive and personalized
management of the patient.

Keywords: urinary biomarkers; diagnosis; immune checkpoint inhibitors
(ICIs); nephrotoxicity; chemotherapy.

INTRODUCCION

El tratamiento del cincer ha experimentado grandes avances en las tltimas

décadas gracias a la inmunoterapia, cuyos agentes mds ampliamente utilizados
son los inhibidores del punto de control inmunitario (ICIs); los cuales potencian
la inmunidad natural del organismo (Seidel ez al., 2018).
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Los puntos de control inmunitario son receptores fundamentales en la limi-
tacion de la respuesta inmunitaria exacerbada, principalmente en células T y
previene de la autoinmunidad del organismo bajo condiciones fisioldgicas (Seidel
et al., 2018). Estos son; el antigeno 4 de linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), la
proteina 1 de muerte celular programada (PD-1) y su ligando PD-L1 (Bagchi
et al., 2021). Las células T CD4+ se activan por la interaccién de los antigenos
tumorales presentes en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en
las células presentadoras de antigenos (Francis, Thomas, 2017). Esta activacién
estd mediada, conjuntamente, por la interaccién de los ligandos CD80/CD86 en
la APC y CD28 en el TCR. CTLA-4 muestra mayor afinidad por CD80/86 en
comparacién con CD28, induciendo sefiales inhibitorias en la célula (Seidel ez al.,
2018) . Por otro lado, la sefializacién de PD-1 puede ser activada por la unién a su
ligando PD-L1, expresado en la superficie de las células tumorales desencadenando
una sefalizacién inhibitoria (He, Xu, 2020). Sin embargo, las células tumorales
han integrado mecanismos de evasién inmunitaria como la expresién de PD-1 o
PD-L1 para seguir proliferando (de Francisco et al.,2019).

Los ICIs son anticuerpos monoclonales, en su mayoria, inmunoglobulinas
humanas o humanizadas. Su mecanismo de accién consiste en la interaccién
inhibitoria de los puntos de control, conduciendo a una activacién linfocitaria y
de la actividad antitumoral.

Los ICIs presentan grandes beneficios terapéuticos, aunque se suele asociar
a su uso un numero considerable de efectos adversos inmunomediados (EAT)
(Poto et al., 2022). Puede estar afectado casi cualquier 6rgano, siendo los EAI
mids frecuentes la erupcidn cutdnea, diarrea, hepatitis, pancreatitis y tiroiditis,
entre otros. El rifidén es uno de los rganos afectados. Los estudios mds recientes
teorizan una incidencia de nefrotoxicidad del 13-29% (Miao et al., 2022; Wanchoo
et al., 2017). La complicacién mds comun es el dafio renal agudo (DRA) (Rao er
al.,2023), consecuencia de una nefritis tubulointersticial aguda (NTTA) en el 90%
de los casos (Herrmann, Perazella, 2020). Generalmente, el tiempo de aparicién
es de 2-3 meses tras iniciar el tratamiento (Wanchoo et al., 2017). Ademds, se han
identificado diversas lesiones glomerulares y alteraciones electroliticas vinculadas
a los ICIs, que afectan a la homeostasis idnica. La alteracion mds frecuente es la
hiponatremia (Alonso et al., 2023). El manejo clinico de la nefrotoxicidad implica
la suspension del tratamiento con ICls, la administracién de corticosteroides y
descartar otras causas posibles (Rao et al., 2023).

El diagnéstico estd basado en los cambios en la concentracidn de creatinina
sérica, que se utiliza para estadificar a los pacientes segtn los criterios KDIGO
(Tinawi et al., 2020) Sin embargo, para que este marcador se altere en plasma, tiene
que producirse una disminucién del 50% del filtrado glomerular. Para confirmar
el diagndstico, se requiere una biopsia renal, una técnica invasiva y no exenta de
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complicaciones asociadas (Shingarev, Glezerman, 2019). Los marcadores diagnés-
ticos actuales presentan limitaciones, son 1nespe01ﬁcos y Gnicamente indicativos
del dafio ya establecido.

En los tltimos afios, consecuencia de las limitaciones actuales en el diagndstico,
se estdn validando una bateria de biomarcadores urinarios con potencial utilidad
diagnéstica en el dafio renal. Algunos marcadores en estudio son KIM-1 (molécula
de dafio renal 1) y NGAL (lipocalina asociada a la gelatinasa de neutréfilos) sensi-
bles en DRA o TIMP-2 (inhibidor tisular de metaloproteinasas 2) involucrada en
la remodelacion del tejido extracelular, cuya elevacién puede reflejar respuestas
celulares al estrés o dafio en el tejido renal. La presencia de albimina en la orina
sugiere dafio glomerular, mientras que de transferrina puede indicar tanto dafio
tubular como glomerular (Seijas ez al., 2017). Otros ejemplos son RBP (Proteina
de Unién al Retinol) o IGFBP-7 (Proteina de Unién al Factor de Crecimiento
Similar a la Insulina 7).

2. HirOTESIS Y OBJETIVO

La nefrotoxicidad es uno de los efectos adversos asociados al tratamiento con
ICIs cuyo diagndstico presenta limitaciones significativas. En este contexto, es
fundamental desarrollar nuevos enfoques diagndsticos que faciliten la deteccién
precoz del dafio. La hipétesis de investigacion se centra en la existencia de un dafio
renal subclinico asociado al tratamiento con ICIs, no evidenciado con pruebas
clinicas convencionales. La utilizacién de nuevos biomarcadores urinarios como
herramienta diagnéstica permitiria detectar dicho dafio renal subclinico y manejar
a estos pacientes de manera preventiva y personalizada.

El objetivo de este estudio fue validar una serie de biomarcadores urinarios
como herramientas diagndsticas para la deteccién temprana de dafio renal asociado

a los ICIs.

3. MATERIAL Y METODOS

El estudio respeta las Buenas Pricticas Clinicas (BPC) y los principios éticos de
la Declaracién de Helsinki. Ha sido aprobado por el Comité Etico de los hospitales
implicados. Todos los pacientes participaron voluntariamente y recibieron por
escrito la informacion detallada; ademds de firmar los consentimientos informados.

Se realizé un estudio prospectivo de tipo casos y controles, en el que se reclu-
taron pacientes tratados con ICIs de Oncologia Médica del Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca y del Hospital Clinico Universitario de Valladolid.
El reclutamiento se realiz6 entre enero-2021 y diciembre-2023 con unos criterios
de inclusién. Se recogieron muestras de orina de los pacientes en tres tiempos
diferentes; Basal (previo a comenzar el tratamiento), Pre-3 (antes del tercer
ciclo) y Post-3 (7 dias después de administrar el tercer ciclo). La manipulacién
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y conservacién de las muestras (-80 °C) tuvo lugar en el Biobanco del CAUSA
o en el propio Servicio de Oncologia del Hospital Universitario de Valladolid.
Posteriormente, las muestras fueron enviadas al laboratorio de la Unidad de Tera-
néstica de Enfermedades Renales y Cardiovasculares del IBSAL, manteniendo la
cadena de frio. En la “Hoja de datos del paciente” se recogieron los datos clinicos
y antropométricos de cada paciente. A partir de las analiticas de los Servicios de
Bioquimica, se recopil6 la concentracion plasmdtica de creatinina, electrolitos
(sodio, potasio, calcio, magnesio) y la tasa de filtrado glomerular (TFG).

Los pacientes se clasificaron en dos grupos: casos y controles. Se consideraron
“Casos” a aquellos pacientes que cumplieron durante los doce primeros ciclos, al
menos, uno de los criterios siguientes:

— Un descenso de la TFG <60 ml/min/1,73 m2.

— Incremento de creatinina plasmaitica de 1,5 veces [20,3 mg/dL] (segtin

criterios KDIGO) con respecto al valor basal.

— 22 alteraciones electroliticas compatibles con dafio renal causado por ICIs.

Tanto la hipermagnesemia como la hipernatremia no aplican al criterio,

segun bibliografia (Uppal er al., 2022).

Por otro lado, se consideraron “Controles” a los pacientes que no cumplieron
los criterios establecidos.

La determinacién cuantitativa de los biomarcadores urinarios se llevé a
cabo mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
tipo sindwich. Una vez transcurridas las seis etapas de la técnica, se midié la
absorbancia de cada muestra mediante espectrofotometria. Las concentraciones
de los biomarcadores se calcularon interpolando los valores de absorbancia en
una curva de cuatro pardmetros generada con concentraciones conocidas de las
proteinas estudiadas.

El ajuste por creatinina urinaria se realiza para normalizar la concentracién
de los biomarcadores estudiados en la orina, compensando las variaciones en la
diuresis y otras diferencias fisioldgicas entre individuos. Para su determinacién
se utiliz6 el método de Jaffé, que se fundamenta en la formacion de un complejo
de color rojo (comple]o de Janovsky) resultado de la reaccién en medio alcalino
entre el dcido picrico y la creatinina. La intensidad del color es directamente
proporcional a la concentracion de creatinina en la muestra, calculada mediante
interpolacién de la absorbancia obtenida en una recta patrén.

Los datos y las concentraciones de los biomarcadores urinarios se recopilaron
en una base de datos con Microsoft® Excel®. La excrecion de cada biomarcador
se representé graficamente como diagrama de cajas y bigotes (box-plot) utili-
zando Microsoft® Excel®. Respecto al anilisis estadistico de los datos, se utilizé
IBM® SPSS® Statistics. En primer lugar, se aplicé la Prueba de Grubbs para
eliminar valores atipicos. Las variables cualitativas se analizaron con la Prueba
de Chi-Cuadrado de Pearson. Se realizaron dos tipos de andlisis: comparacién
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entre controles y casos en el mismo tiempo de muestreo y comparacion de cada
grupo de estudio entre los distintos tiempos de muestreo. Se realiz6 una prueba de
normalidad (test de Shapiro-Wilk n<50). Los datos que seguian una distribucién
normal se analizaron con la Prueba T para muestras independientes y aquellos no
normales se analizaron con la Prueba U de Mann-Whitney. Cuando se analizaron
més de dos grupos, se sometieron a un andlisis de varianza de un factor (ANOVA)
y la prueba de Scheffe como anilisis post-hoc. Para los valores no normales, se
utilizé el test de Kruskall-Wallis para comparar medianas y la prueba post-hoc
de Bonferroni para identificar diferencias significativas. El nivel de significacién
considerado durante el andlisis bioestadistico para reflejar diferencias estadisti-
camente significativas entre grupos fue p<0,05.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas individuales de los pacientes fueron estadisticamente simi-
lares en ambos grupos (Tabla 1), por lo que no se puede atribuir las diferencias en
la excrecién urinaria a ninguno de ellos.

TaBra 1. Caracteristicas iniciales de los pacientes incluidos en el estudio. Los datos
se expresan como porcentaje (variables cualitativas) o media + error estindar de la
media (variables cuantitativas). [IMC: indice de masa corporal, TFG: tasa de filtrado

glomerular].
Grupo Edad Peso Talla IMC Género
(N=44) (afos) (kg) (m) Lgion Masculino | Femenino
C(:l"_‘;g’l 66,15+ 1,09 | 70,69+ 1,73 | 1,66+ 0,01 | 2576 0,55 |  69,2% 30,8%
Caso ) )
(n=19) 6542+ 1,29 | 70,61 £ 1,88 | 1,68+ 0,01 | 25,00 £ 0,72 68,4% 31,6%

Los pardmetros bioquimicos, se encuentran en rangos de normalidad en
ambos grupos a tiempos Basal y Pre-3 (Tabla 1), por lo tanto, no reflejan un
posible dafio renal en los pacientes sometidos al tratamiento. Sin embargo, aunque
los pardmetros bioquimicos no muestren alteraciones, no se puede descartar la
presencia de dafio renal. Las diferencias en la excrecion se deben a la clasificacién
establecida en el estudio.
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TaBLA 2. Pardmetros bioquimicos de los pacientes incluidos en el estudio.
*Significacion p<0,05 vs control

Grupo Control Caso
(N=44) (n=25) (n=19)
Tiempo Basal Pre-3 Basal Pre-3
Creatinina
plasmética 0,82 £ 0,03 0,79 + 0,03 0,88 £ 0,06 0,88 = 0,05
(mg/dL)
TFG
(ml/min/ 82,85+ 1,50 84,33 £ 1,51 77,00 £ 2,77 77,00 £ 2,87
1,73 m2)
Calcemia
(mg/dL)
Magnesemia
(mg/dL)
Potasemia
(mmol/L)

Natremia
(mmol/L)

9,53 £ 0,06 9,40 + 0,06 9,35+ 0,08 9,37 £ 0,07

1,90 £ 0,03 1,78 £ 0,04 1,73+ 0,08 1,66 + 0,06

4,48 £ 0,07 4,49 + 0,05 4,49 + 0,09 4,59+ 0,10

140,25 + 0,29 140,81 £ 0,30 139,28 £ 0,40 138,69 + 0,45*

En primer lugar, se encontraron diferencias significativas entre grupos en la
excrecion del biomarcador A antes de recibir el tercer ciclo, y de B antes y despues
del ciclo 3 (Figura 1). Este aumento en la excrecion renal del biomarcador permitiria
identificar el dafio renal subclinico una vez iniciado el tratamiento con ICIs, por
lo que monitorizar sus niveles a lo largo del tratamiento se podria utilizar como
herramienta diagndstica en el manejo preventivo del paciente.

Por otro lado, en los biomarcadores C, D y E se observé una tendencia de
mayor excrecién en los casos; incluso antes de recibir la terapia (Figura 1). Estos
marcadores podrian predecir el riesgo individual de cada paciente antes de la
administracién del tratamiento. Este riesgo individual reflejarfa un dafio renal
subclinico previo del paciente no evidenciado hasta el momento, provocado
posiblemente por la exposicidn a contaminantes, firmacos nefrotdxicos, edad
avanzada o enfermedades concomitantes, entre otras causas.

La excrecion del panel de biomarcadores citados, en los muestreos en los que
los pardmetros clinicos se encuentran atn dentro de los rangos de normalidad,
permitiria predecir el dafio renal asociado a los ICIs de forma temprana. Por un
lado, los biomarcadores A y B identificarian a los pacientes en riesgo una vez
iniciado el tratamiento. Por su parte, los biomarcadores C, D y E conseguirian
detectar a los pacientes con riesgo de sufrir dafio renal incluso antes de iniciar la
terapia. El abordaje de diagnéstico propuesto permitiria manejar al paciente de
forma preventiva y personalizada y mejorar su pronéstico oncoldgico.
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Figura 1. Diagrama box-plor de la excrecién urinaria de cada uno de los biomarcadores
de dafio renal temprano en el estadio basal y en el momento previo (Pre-3) y posterior
(Post-3) a la administracién del tercer ciclo de tratamiento.
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Este trabajo presenta ciertas limitaciones. El nimero de pacientes con el
muestreo requeridos fue reducido. Seria necesario aumentar la muestra total (N)
en estudios posteriores consolidar los resultados, aumentar la potencia estadistica
y asegurar la representatividad de la poblacion.

5. CONCLUSIONES

® Los biomarcadores A y B podrian predecir el dafio renal asociado a los
ICIs antes de recibir el tercer ciclo de tratamiento.

* Los biomarcadores C, D y E podrian utilizarse como biomarcadores de
riesgo individual antes de recibir la terapia.

e DPor tanto, estos biomarcadores podrian predecir el dafio renal producido
por los ICIs y en consecuencia permitirian manejar al paciente de forma
preventiva y personalizada.
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RESUMEN: Schistosoma haematobinm (agente causal de la esquistosomosis
genitorurinaria) afecta a 112 millones de personas en 54 paises de Africa
y Oriente. El diagnéstico de referencia es la observacién microscépica
de huevos del pardsito en orina de pacientes, aunque con limitaciones. El
diagnéstico seroldgico y molecular también presentan limitaciones y son
dificiles de realizar en dreas endémicas. Una alternativa es la amplificacién
isotérmica de dcidos nucleicos tipo LAMP. En estudios previos desarrollamos
un método molecular basado en la tecnologia LAMP para detectar ADN
de S. haematobium (Sh-LAMP) con alta especificidad y sensibilidad. Aqui,
evaluamos su funcionamiento en muestras de orina recolectadas en una zona
endémica de esquistosomosis urogenital (Cubal, Angola). Seleccionamos
33 muestras de orina con anélisis microscépico de campo: 14 negativas
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y 19 positivas. Se extrajo el ADN vy se analizaron mediante Sh-LAMP
colorimétrico. Obtuvimos un resultado Sh-LAMP positivo (89,5%) en
17/19 muestras microscopicamente positivas y negativo en las 14 muestras
microscopicamente negativas. La facilidad de uso e interpretacion y el nivel
de reproducibilidad de los resultados respecto a la microscopia, sugieren que
el Sh-LAMP puede ser una herramienta eficaz para el diagndstico molecular
de la esquistosomosis urogenital y ttil en estudios epidemiolégicos de
mapeo y control de la enfermedad.

Palabras clave: Schistosoma haematobium; esquistosomosis urogenital;
LAMP; diagnéstico molecular; Cubal; Angola.

ABSTRACT: Schistosoma haematobium (the causative agent of
genitorurinary schistosomiasis) affects 112 million people in 54 countries in
Africa and the East. The gold standard diagnosis is microscopic observation
of parasite eggs in urine of patients, although with limitations. Serological
and molecular diagnosis also have limitations and are difficult to perform
in endemic areas. An alternative is isothermal LAMP-type nucleic acid
amplification. In previous studies we developed a molecular method based
on LAMP technology to detect S. haematobinm DNA (Sh-LAMP) with high
specificity and sensitivity. Here, we evaluated its performance on urine samples
collected in a urogenital schistosomiasis endemic area (Cubal, Angola). We
selected 33 urine samples with field microscopic analysis: 14 negative and
19 positive. DNA was extracted and analysed by colorimetric Sh-LAMP.
We obtained a positive Sh-LAMP result (89.5%) in 17/19 microscopically
positive samples and negative in the 14 microscopically negative samples.
The ease of use and interpretation and the level of reproducibility of the
results with respect to microscopy suggest that Sh-LAMP can be an effective
tool for molecular diagnosis of urogenital schistosomiasis and useful in
epidemiological mapping and disease control studies.

Keywords: Schistosoma haematobinm; urogenital schistosomiasis;

LAMP; molecular diagnostic; Cubal; Angola.

1. INTRODUCCION

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), la esquistosomosis es
una enfermedad tropical desatendida causada por alguna de las seis especies de
gusanos parasitos trematodos del género Schistosoma que afectan al hombre,
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incluyendo: Schistosoma haematobium (esquistosomosis urogenital), S. mansoni,
S. intercalatum, S. japonicum, S. guineensis y S. mekongi (esquistosomosis intes-
tinal) (WHO, 2023). Estd considerada la segunda mayor causa de morbilidad y
mortalidad asociada a infecciones parasitarias, solo despues de la malaria (Beltran
et al, 2008). La esquistosomosis es endémica en 79 paises tropicales y subtropi-
cales, especialmente en comunidades pobres sin agua potable ni saneamiento
adecuado. Afecta a casi 250 millones de personas en el mundo (mds del 90% en
Africa subsahariana) y 779 millones viven en riesgo de infeccién. Aproximada-
mente, 112 millones de personas en 54 paises de Africa y Oriente Medio sufren
esquistosomosis urogemtal causada por S. haematobium, siendo la especie de
esquistosoma que mds infecciones produce. Clinicamente, la esquistosomosis
se manifiesta tipicamente como una dermatitis cercariana, el sindrome agudo de
Katayama y la esquistosomosis crénica. En la esquistosomosis urogenital la clinica
mids llamativa ocurre en la fase crénica, con la presencia de huevos del parisito
en la pared de la vejiga, uréter y 6rganos genitales, produciendo hematuria. Las
comphcamones incluyen fibrosis vesical, estenosis uretral e hidronefrosis. También
cancer de vejiga y, en las mujeres, infertilidad y embarazos ectépicos (Colley ez
al, 2014). El praziquantel es el tratamiento de eleccién para todas las formas de
esquistosomosis (Colley et al, 2014; McManus et al, 2018).

El diagnéstico de referencia de la esquistosomosis urogenital es la observacion
directa de huevos en orina de pacientes mediante microscopia. Sin embargo, éste
tiene limitaciones como la falta de sensibilidad (especialmente en infecciones leves),
incapacidad de deteccion de infeccion aguda, etc. (Chala B, 2023). Los métodos
seroldgicos también presentan problemas como la obtencién de antigenos, reac-
tividad cruzada, falsos positivos tras quimioterapia o incapacidad de deteccién en
fase aguda (Hinz et al, 2017). Para solucionar estas limitaciones, existen métodos
moleculares basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase
chain reaction), con elevada sensibilidad y especificidad diagndsticas, pero que
requieren de infraestructura compleja, material costoso y personal especializado,
por lo que no resultan ttiles para el diagndstico en zonas endémicas de esquisto-
somosis con escasos recursos. Una alternativa es la tecnologia de amplificacién
isotérmica de dcidos nucleicos tipo LAMP (Loop-mediated isothermal amplifica-
tion). Esta técnica fue descrita en el 2000 por Notomi et al. (Notomi et al, 2000).
Es un método de amplificacién de dcidos nucleicos (ADN o ARN) a temperatura
constante (60-65°C) por una Bst polimerasa con actividad de desplazamiento de
cadena junto con 4 o 6 primers/cebadores que reconocen entre 6 u 8 regiones en
el ADN diana. La gran ventaja del método es que es posible la deteccién visual
de los resultados por un simple cambio de color (Tomita ez al, 2008), por lo que
no requiere de equipos sofisticados y se puede realizar ficilmente en condiciones
de campo en zona endémica de enfermedad. Un esquema y descripcion de su
funcionamiento se presenta en la Figura 1.
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Ficura 1. Esquema del funcionamiento de la tecnologia LAMP. La amplificacién LAMP
consta de dos fases, una fase de amplificacién inicial y una fase de amplificacién expo-
nencial. En la fase de amplificacion inicial, los cebadores internos (FIP) se hibridan con
el ADN diana e inician la sintesis de la cadena complementaria a la cadena 3’-5’ (Figura
1A). Al mismo tiempo, los cebadores externos (F3) también inician la sintesis de ADN
para desplazar las cadenas de ADN recién sintetizadas a partir de los cebadores internos
(Figura 1B). El ADN monocatenario (ADNmc) liberado sirve como molde para la sintesis
de ADN con los correspondientes cebadores internos (BIP) (Figura 1C) y externos (B3)
(Figura 1D). El ADNmc liberado puede plegarse en una molécula con forma de mancuerna
que sirve para iniciar la sintesis de ADN autocebado y como molde para nuevos ciclos
de amplificacién a través de los cebadores internos (Figura 1E-G). (Esquema tomado de
Zhang et al, 2023, con modificaciones).

Angola es un pais africano con aproximadamente 33 millones de habitantes,
de los cuales casi la mitad son menores de 15 afios. Se estima una tasa nacional de
pobreza del 41%, sobrepasando el 90% en casi la mitad de sus municipios. Estu-
dios previos han reportado una prevalencia oficial de esquistosomosis urogenital
en Angola del 28%, mientras que la prevalencia de esquistosomosis intestinal
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es casi residual en todo el pais. Benguela es una de las 18 prov1nc1as angolefias,
clasificada como la segunda provincia con mayor prevalencia del pais. En Cubal,
un municipio de Benguela, se describié previamente una prevalencia de esquis-
tosomosis urogenital del 61% entre los nifios en edad escolar (Sinchez-Marqués
et al, 2023a; Sdnchez-Marqués et al, 2023Db).

En el Laboratorio de Inmunologia Parasitaria y Molecular del CIETUS (Centro
de Investigacién de Enfermedades Tropicales de la Universidad de Salamanca) se
disefié un método LAMP para la deteccidn sensible y especifica de ADN de S.
haematobium (Sh-LAMP) basado en una secuencia de 2522 pares de bases del
espaciador intergénico ribosomal (Gandasegui et al, 2015). Este LAMP permitié
detectar ADN del parisito en muestras de orina de pacientes en un estudio previo
realizado en Cubal (Angola) (Gandasegui ez al, 2018). También ha resultado eficaz
en un estudio reciente del CIETUS para el cribado diagndstico de la esquistoso-
mosis urogenital importada (Salas-Coronas er al, 2023).

2. HirOTESIS Y OBJETIVOS

El grupo de Inmunologia Parasitaria y Molecular del CIETUS tiene amplia
experiencia en el desarrollo y aplicacién de métodos LAMP para el diagnéstico
de diferentes enfermedades parasitarias, incluyendo un LAMP para la deteccién
molecular de S. haematobium (Sh-LAMP). Seria de interés evaluar su funciona-
miento en muestras de orina de individuos residentes en zona endémica y comparar
el resultado con el obtenido con la microscopia como método de diagnéstico
parasitologico de referencia de la esquistosomosis urogenital.

Objetivo general. Aplicar y valorar la tecnologia LAMP para la deteccién de
ADN de S. haematobium en muestras de orina de individuos residentes en zona
endémica de esquistosomosis urogenital en el municipio de Cubal (Angola) y
comparar los resultados con la microscopia.

Objetivos especificos

1. Obtener ADN de muestras de orina recolectada de individuos residentes
en zona endémica.

2. Aplicar y evaluar la técnica LAMP para la deteccién de S. haematobinm.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Muestrasy zona de estudio

Se recolectaron un total de 192 muestras de orina y de heces de poblacién
atendida en el Hospital Nossa Senhora da Paz (Cubal, Angola) como parte de
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un estudio colaborativo realizado por el CIETUS y el Hospital Vall d’Hebrén
durante los meses de junio-agosto de 2022 para conocer la prevalencia de diferentes
parasitosis en diferentes distritos poblacionales de Cubal.

3.2. Obtencion y andlisis de las muestras

La orina se recolectd para el andlisis microscépico de huevos de S. haema-
tobinm. En el estudio de campo se determinaron las muestras de orina como
parasitolégicamente positivas o negativas en funcién de la presencia o ausencia,
respectivamente, de huevos del pardsito. Un volumen de 2 mL de cada muestra
de orina se almacené en congelacién hasta su envio al CIETUS para su anélisis
con la técnica Sh-LAMP.

3.3. Seleccion de muestras para el estudio mediante LAMP

Para este estudio, se seleccionaron 33 muestras de orina atendiendo a su
resultado parasitoldgico realizado en campo, incluyendo: 14 muestras parasitold-
gicamente negativas (nos. 1-14) y 19 parasitolégicamente positivas (nos. 15-33). Se
utilizd orina de un voluntario sano y sin antecedente de viaje a zona endémica de
esquistosomosis y se prepararon 5 viales como control negativo en el andlisis (nos.
34-38). Como control positivo de amplificacion mediante SH-LAMP se utiliz6
ADN de S. haematobinm (0,5 ng/pL), disponible en la genoteca del CIETUS.

3.4. Extraccion de ADN de las muestras de orina

Se utiliz6 1 mL de orina de cada una de las muestras para la extraccion del
ADN mediante el kit comercial NZY Tissue gDNA Isolation Kit (NZYtech,
Portugal), siguiendo el protocolo del fabricante. Se obtuvieron 100 pL de eluido
de ADN. Posteriormente, se utilizaron 2 pL de ADN de cada muestra como
molde de amplificacién en las distintas reacciones de Sh-LAMP.

3.5. Analisis molecular mediante S. haematobinm-LAMP

Las 38 muestras de orina se analizaron mediante el método Sh-LAMP siguiendo
el protocolo descrito previamente en Gandasegui ez al; 2015. Los componentes
de la mezcla de reaccién (master mix) se indican en la Tabla 1. Las reacciones se
incubaron durante 50 min a 65°C en un termobloque, mds 10 min adicionales
a 80°C para desactivar la enzima y parar la reaccién. En todas las reacciones se
incluyé ADN de S. haematobium (2 pL) como control positivo y agua ultrapura
(2 pL) como control negativo. Las muestras se analizaron por duplicado.
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Tasra 1. Mezcla de reaccion (master mix) utilizada en la amplificacién de S. haemarobinm
mediante LAMP. La enzima Bst polimerasa 2.0 Warm Start (WS), buffer y MgSO,
fueron suministrados por New England Biolabs; los primers F3/B3, FIP/BIP y LF/
LB por Eurofins y los dNTPs por Intron.

COMPONENTE VoLuMEN (pL/TUBO)

H20 mQ 5,62
dNTPs (10 mM) 2,1
Isothermal buffer 10x 1,5
MgSO4 (100 mM) 0,9
F3/B3 (10 pmol/pL) 0,3
FIP/BIP (100 pmol/pL) 0,24
LF/LB (10 pmol/pL) 0,6
Bst polimerasa 2.0 WS 0,6
ADN muestra/ADN Sh/H20 2

TOTAL 15

3.6. Deteccion de los productos de amplificacion

El revelado de las reacciones se realiz6 post-amplificacion, afiadiendo a los
tubos 2 pL de una dilucién 1:10 del agente intercalante de ADN SYBR® Green I
(10,000X; Inv1trogen) Las muestras que resultaron pos1t1vas cambiaron su color
a verde, y las negativas mantuvieron el color naranja original del colorante.

4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos tras analizar las muestras de orina de los pacientes
mediante Sh-LAMP se muestran en la Figura 2. Se obtuvo un resultado Sh-LAMP
negativo (color naranja) en todas las muestras parasitolégicamente negativas (nos.
1-14) y un resultado Sh-LAMP positivo de amplificacién (color verde) en 17/19
(89,5%) muestras parasitoldgicamente positivas. Se obtuvo un resultado Sh-LAMP
negativo (color naranja) en las muestras utilizadas control negativo del estudio.
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A) Muestras parasitologicamente negativas

Sh 1 2 3 4 5 6 7 N Sh 8 2 10 11 12 13 14 N

|l§

i v Jl' ) \ l‘ l.\ }.ll; l} ..E\'} i IF

B) Muestras parasitolégicamente positivas

Sh 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 N Sh 25 26 27 28 29 30 31 32 33 N

H

Ficura 2. Anilisis mediante Sh-LAMP de las muestras de orina incluidas en este estudio.

A) Muestras parasitolégicamente negativas (nos. 1-14); B) Muestras parasitolégicamente
positivas (nimeros 15-33); C) Muestras negativas control de reaccién (nos. 34-38). Sh,
controles positivos de reaccién (ADN de Schistosoma haematobinm); N, controles nega-
tivos de reaccién (agua ultrapura sustituyendo al ADN). Color verde, indica resultado
positivo; color naranja, indica resultado negativo.

5. Discusion

El diagndstico definitivo de la esquistosomosis urogenital es por la visuali-
zacién microscopica de huevos de S. haematobium en orina mediante la técnica
de sedimentacién/centrifugacion o por filtracion con discos de policarbonato
(recomendado por la OMS para el mapeo y control de la enfermedad en zonas
endémicas) (WHO, 2023). Este es un método ampliamente utilizado, barato,
facil de realizar y practico en laboratorios de campo con limitada infraestructura
y personal. Sin embargo, presenta baja sensibilidad, especialmente en infecciones
con baja carga parasitaria y por la escasa y variable produccién diaria de huevos;
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ademds, no es util en fase aguda, solo en fase crénica de la esquistosomosis, cuando
hay produccién de huevos (aproximadamente 2 meses tras la infeccion). La sensi-
bilidad aumenta recogiendo un mayor nimero de muestras por individuo y en
dias consecutivos, pero esto complica el manejo en condiciones de campo. Son
necesarias herramientas moleculares especificas y mds sensibles que permitan la
deteccion de ADN del parisito tanto en fase aguda como crénica de la enfermedad
para evitar las complicaciones asociadas a las infecciones crénicas. La tecnologia
LAMP para la amplificacién de ADN tiene una elevada especificidad y sensibilidad
y permite la visualizacién colorimétrica de los resultados sin aparatos sofisticados,
permitiendo su aplicacién sencilla, fundamentalmente en dreas endémicas pobres
de esquistosomosis.

Teniendo en cuenta la eficacia previa demostrada del Sh-LAMP en la deteccién
de ADN de S. haematobinm en muestras de orina de pacientes (Gandasegui et al,
2015; Gandasegui et al, 2018; Salas-Coronas et al, 2023) el resultado obtenido en el
analisis de las muestras utilizadas en este estudio es muy aceptable, obteniéndose
un resultado positivo de amplificacién en un total de 17/19 (89,5%) muestras con
confirmacién parasitoldgica de infeccién por el parisito. Dos muestras parasitold-
gicamente positivas por microscopia en campo (nos. 26 y 28) resultaron negativas
por Sh-LAMP tal y como indica el color naranja obtenido en el revelado postam-
plificacion. La ausencia de amplificacion en estas dos muestras podria deberse a
varios factores, como: z) una identificacién microscépica errénea de los huevos
en el estudio de campo, al identificar algtin artefacto similar presente en la orina;
i1) un escaso numero de huevos en la orina, de forma que no estuvieran presentes
en el volumen utilizado (1mL) en la extraccién de ADN en el laboratorio; 1)
posibles inhibidores en la orina (nucleasas, proteasas bacterianas, etc.) que difi-
cultan la extraccidn de dcidos nucleicos y la amplificacion (Fernindez-Soto et al,
2013); 1v) posible degradacion del escaso ADN de S. haematobinm presente en
la orina tras un incorrecto mantenimiento de la cadena de frio en condiciones de
campo (por mdltiples ciclos de congelacién/descongelacién) y posterior trans-
porte al laboratorio de referencia desde zona endémica (Gandasegui et al, 2015)
y, por ultimo, v) no habria que descartar algin posible error técnico al realizar
el ensayo Sh-LAMP.

Por otra parte, el resultado negativo mediante Sh-LAMP de las muestras de
orina parasitolégicamente negativas (esto es, aquellas en las que no se determiné
la presencia de huevos del parisito), asi como las muestras de donante sano sin
antecedente de infeccién posible con S. haematobium vy, por tanto, también nega-
tivas, confirma la ausencia de falsos positivos y, por tanto, una correcta realizaciéon

de la técnica Sh-LAMP.
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6. CONCLUSION

La facilidad de uso, la sencillez de interpretacion de los resultados, junto con
el alto nivel de reproducibilidad de los resultados demostrado en un laboratorio
de referencia respecto a la microscopia, sugieren que el ensayo Sh-LAMP disefiado
para la deteccidn especifica de ADN de S. haematobium puede ser una prueba
eficaz para el diagndstico molecular de la esquistosomiasis urogenital en condicio-
nes de campo en zonas remotas endémicas de la enfermedad. Su implementacién
podria ser muy ttil en estudios epidemiolégicos para el mapeo y posible control
de la esquistosomosis urogenital.
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RESUMEN DE LA CONFERENCIA

“Metilico, 60 afios envenenados” es una conferencia de homenaje a los estu-
diantes y profesionales de Farmacia por la gran labor social que realizan.

Un envenenamiento masivo no deja de ser una pandemia. Al final, la conse-
cuencia es la misma: enfermedad y sufrimiento.

Situémonos en el afio 1963 en una pequeiia botica de pueblo, en Lanzarote. La
joven farmacéutica que estd al frente tiene poca experiencia, pero un gran sentido
de la responsabilidad y la valentia suficiente para hacer frente a la tragedia.

Asi comienza el “caso Metilico”, el mayor envenenamiento por bebidas elabo-
radas con metanol. Miles de victimas y una sola copa de licor, la que bastaba para
matar o dejar ciega a una persona en cuestion de horas.

Elisa Alvarez Obaya era aquella joven farmacéutica. Ella fue la heroina del
metilico. Ella hizo posible que se descubriera el agente letal que estaba envene-
nando a la poblacién en Espana y en paises de Europa, Africa y América aquella
primavera de 1963. En su modesta rebotica, con més voluntad que equipamiento,
pudo descubrir que en muchas tiendas y bares de Espafia se estaba vendiendo
veneno embotellado. Un veneno que mataba lentamente y sin avisar. El metilico
no tiene olor, color ni sabor, pero su letalidad es altisima, como se pudo constatar
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en los ciegos y muertos que empezaron a caer a las pocas horas de ingerir las
denominadas “bebidas asesinas”.

Hoy, sesenta afios después de aquella tragedia, el papel de aquella farmacéutica

-que fue premiada por sus logros- sigue tan vigente como entonces. El ejemplo de
Elisa Alvarez dignifica la profesién farmacéutica y a toda la sociedad. Dignidad
y valentia. Dos palabras que definen vuestra profesion, la de mayor bienestar y
cercania con la sociedad. Si los alquimistas buscaban la piedra filosofal, vosotros
ofrecéis al mundo el mayor tesoro que existe: BIENESTAR (con mayusculas), una
palabra que incluye: comprensién afecto y soluciones para los males del cuerpo..
y aveces también del espiritu. Asi pues, me gustaria terminar la conferencia con un
homenaje a la heroina del Metilico, a Elisa Alvarez Obaya, y también a vosotros.
Porque todos tenéis en comtn la palabra VALENTTA, porque trabajar para hacer
el bien a los demds requiere de una alta dosis de compromiso social, y para ello
hay que tener una gran determinacién: ser muy valiente.

CV FErRNANDO MENDEZ

Fernando Méndez (Fernando Rodriguez Mendez) es un periodista y escritor
ourensano. Es autor de las investigaciones sobre el “caso Metilico”, sobre el que
ha escrito tres libros y ha recibido premios nacionales e internacionales.

Es miembro de la Federacién de Asociaciones de Periodistas de Espafia y de
la Federacion Internacional de Periodistas. Autor de ocho libros, articulista y
colaborador literario, trabajé como jefe de prensa en diferentes instituciones de
Galicia, fue director de entidades culturales y redactor en los diarios La Region
y Faro de Vigo, ademds de colaborador en ABC, Television de Galicia, Cuatro
TV y Radio Nacional.

Fernando Méndez.— fernandomendez@gmx.es — www.fernandomendez.es
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