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RESUMEN 

Antecedentes.  Los parámetros hematológicos proporcionan al equipo médico marcadores 

pronósticos útiles en la evolución clínica de la enfermedad de COVID-19. Objetivo.  Analizar 

la relación entre la evolución desfavorable de los valores hematológicos y el óbito de los 

pacientes internados con COVID-19. Materiales y métodos .  El estudio es observacional, 

correlacional y longitudinal. Se realizó la revisión de fichas clínicas de los pacientes mayores 

a 18 años internados entre enero y marzo del 2021. Se registró en una planilla Excel el 

resultado de los parámetros hematológicos al ingreso, a las 48 horas, a los 8 días y al egreso. 

Los datos fueron analizados con Epi Info 7.1 (CDC, Atlanta) según estadística descriptiva. 

Resultados.  De 144 pacientes, se observaron 68 (47,2%) muertes, con predominio del sexo 

masculino (63,2%) y, mayores a 60 años (47,1%). Los factores asociados a mortalidad fueron 

la hipertensión (52,9% vs 31,6%; p=0,009), la diabetes (50% vs 26,3%; p=0,003) y, la 

obesidad (41,2% vs 25%; p=0,039).  Los parámetros hematológicos desfavorables asociados 

a la mortalidad se presentaron a partir de los 8 días de internación con leucocitosis (64,1% vs 

33,3%; p=0,003), linfopenia (96,8% vs 79%; p=0,008), neutrofilia (98,5% vs 87,7%; p=0,029) 

y, un elevado índice neutrófilo/linfocito (INL) (96,9% vs 75,4%; p=0,001). Discusión.  Los 

parámetros hematológicos que se asociaron con la mortalidad fueron leucocitosis con 

neutrofilia, linfopenia e INL elevado. Estos parámetros podrían tener valor pronóstico en el 

seguimiento para contribuir en el manejo de estos pacientes.  

 

Palabras clave: Hemograma, Leucocitosis, Linfopenia, Neutrofilia, Índice Neutrófilo/Linfocito, 

Valores hematológicos, COVID-19.  
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INTRODUCCIÓN 

El SARS-CoV-2 causa COVID-19. Los 

primeros pacientes afectados presentaron 

neumonía grave y síndrome de distrés 

respiratorio en diciembre del año 2020 en 

Wuhan, China. Actualmente, más de 190 

millones de casos han sido notificados en 

todo el mundo; en las Américas se 

reportaron 48% de defunciones 

(OPS/OMS, 2021). 

En Paraguay, la situación epidemiológica 

desde enero a abril del 2021 reflejó un 

aumento importante del 66%, con una 

segunda ola de casos de COVID-19. Los 

casos positivos hasta el mes de octubre 

fueron de 460.615, de los cuales 444.099 

fueron casos recuperados y 16.228 

fallecidos. La cantidad de hospitalizados 

fue de 2.513 y 514 ingresaron a la Unidad 

de Cuidados Intensivos. Las regiones 

sanitarias de Paraguay con mayor cantidad 

de casos fueron Central con 37,5% (670), 

Alto Paraná con 8,7% (156) e Itapúa con 

8,2% (147). A partir de agosto del 2021 se 

registró un descenso de los contagios y así 

también, la cantidad de hospitalizados 

(DGVS/MSPyBS, 2021; MSPyBS 2021). 

El hemograma muestra la composición 

celular de la sangre. Es un examen que 

orienta sobre el comportamiento de los 

parámetros hematológicos para dar 

seguimiento y predecir la gravedad del 

paciente. En la serie leucocitaria se incluye 

el recuento total de glóbulos blancos (GB), 

neutrófilos, linfocitos, monocitos y 

eosinófilos; en la serie eritrocitaria se 

incluye el recuento total de glóbulos rojos, 

hemoglobina, hematocrito, los índices 

eritrocitarios (Volumen Corpuscular Medio 

[VCM], Hemoglobina Corpuscular Media 

[HCM], Concentración de Hemoglobina 

Corpuscular Media [CHCM]), y dentro de la 

serie plaquetaria se incluye el recuento de 

plaquetas (Torrens, 2015; Villa Palacio & 

López Henao, 2020). 

La presencia de leucocitosis se ha 

relacionado con la gravedad en pacientes 

con COVID-19. La linfopenia, por su lado, 

puede presentarse de manera moderada o 

severa y es frecuente al ingreso. El 

monitoreo del recuento de los linfocitos 

puede tener un valor pronóstico de la 

gravedad del paciente (González Fajardo 

et al., 2020; Sáenz-López & Salcedo, 2020; 

Terpos et al., 2020). 

Un estudio de un caso reportó anemia 

hemolítica autoinmune desencadenada por 

la infección del SARS-CoV-2 y mostró que 

COVID-19 puede causar descenso 

progresivo en la hemoglobina por 

destrucción de glóbulos rojos a 

consecuencia de la inflamación aguda 

(Cacelín Garza et al., 2022; Sanz et al., 

2021). 

Algunos estudios han informado valores 

disminuidos de hemoglobina y hematocrito 
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en pacientes en estados graves en 

comparación con aquellos que presentan 

estados más leves de la enfermedad, 

quienes cursan con valores normales (Kim 

et al., 2021). Los valores medios de los 

índices eritrocitarios (VCM, HCM, CHCM) 

en general no son afectados (Sánchez 

Vera et al., 2021). 

En cuanto al recuento plaquetario, se 

informa más la trombocitopenia, lo que 

sugiere mal funcionamiento o 

descompensación fisiológica, probable 

desarrollo de coagulopatía intravascular 

asociada a un estadio desfavorable. 

Generalmente se observa al ingreso y 

hasta los primeros 7 días de 

hospitalización. Sin embargo, algunos 

pacientes presentan una trombocitosis a 

los 17 días de internación, lo que implica la 

heterogeneidad de los valores según el 

estadio de la enfermedad. Otros estudios 

encontraron diferencias entre pacientes 

supervivientes y los casos de óbitos. Los 

valores de plaquetas progresan a valores 

normales en los sobrevivientes, sin 

embargo, en los casos de óbitos, 

disminuyeron irreversiblemente durante la 

segunda semana de hospitalización, 

probablemente asociado al desarrollo de 

eventos microtrombóticos (Karolayne et al., 

2020; Lanini et al., 2020; Mousavi et al., 

2020). 

El hemograma se realiza a todos los 

pacientes al ingreso y durante toda la 

hospitalización. Sin embargo, la utilidad 

pronóstica de gravedad de los parámetros 

hematológicos en COVID-19 no está bien 

esclarecida. Por lo que, el objetivo del 

presente estudio fue analizar la relación 

entre la evolución desfavorable de los 

valores hematológicos y el óbito de los 

pacientes internados con COVID-19. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS  

Estudio observacional longitudinal en el 

que se revisaron los resultados de 

hemograma de pacientes diagnosticados 

con COVID-19 por RT-PCR, internados en 

el Hospital Integrado Respiratorio (HIRAP) 

del Instituto de Previsión Social (IPS), 

destinado a la atención de todos los casos 

de COVID-19 en la región, desde enero 

hasta marzo del año 2021. Se incluyeron 

pacientes internados por COVID-19, con 

resultados de hemograma, mayores de 18 

años, al ingreso, a las 48 horas, a los 8 días 

y al egreso. Se registró en una planilla 

Excel las variables de interés (edad, grupo 

etario, sexo, días de internación, días de 

enfermedad, óbito, síntomas, factores de 

riesgo y comorbilidades, valores 

hematológicos). Se utilizó estadística 

descriptiva para caracterizar a los 

pacientes, expresando las variables 

cualitativas como frecuencia absoluta y 

relativa porcentual, las variables 

cuantitativas como medidas de tendencia 

central y dispersión. La asociación entre los 

factores de riesgo/comorbilidad y los 
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hallazgos hematológicos (leucocitosis, 

linfopenia, neutrofilia, trombocitopenia, INL 

elevado) se estableció mediante la prueba 

de chi cuadrado, a un nivel de significancia 

de 0,05, con el programa Epi Info 7.1 (CDC, 

Atlanta). Los datos de pacientes y 

resultados de los análisis fueron 

codificados para preservar la identidad del 

paciente. Se cuenta con dictamen del 

Comité de Ética de la Facultad de Ciencias 

de la Salud de la Universidad Nacional del 

Este. 

RESULTADOS  

Se incluyeron 144 pacientes 

diagnosticados con COVID-19, de los 

cuales el 66% fue del sexo masculino, 

47,2% entre 41 a 60 años y 52,1% de 

Ciudad del Este. La mortalidad fue de 

47,2% (n=68). No hubo diferencia 

significativa entre fallecidos (n=68) y 

sobrevivientes (n=76) en relación con la 

edad y el sexo. En cuanto a las 

características clínicas, la cefalea se 

presentó significativamente (p=0,009) en 

menor proporción en los fallecidos que en 

los sobrevivientes (10,3% vs 27,6 %). Los 

otros síntomas como fiebre, disnea y tos 

seca se presentaron en mayor porcentaje 

en fallecidos, pero, sin significancia 

estadística. Hubo diferencia significativa 

(p<0,05) entre fallecidos y sobrevivientes 

en HTA (52,9% vs 31,6%), DM (50% vs 

26,3%) y obesidad (41,2% vs 25%). La 

media de días de internación fue 

significativamente mayor en los fallecidos 

(14±10 vs 11±6), pero no la media de los 

días de enfermedad (p=0,067). Tabla 1 

Tabla 1. Características sociodemográficas y clínicas al 
ingreso, pacientes internados con COVID-19, Hospital de 
Ciudad del Este, Alto Paraná, 2021 (N=144). 
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 La tabla 2 muestra la comparación de los 

valores promedios de los parámetros 



 
 
 

�ñ 
 

hematológicos al ingreso, a las 48 horas, a 

los 8 días y al egreso entre fallecidos y 

sobrevivientes.  

Dentro de la serie leucocitaria, el promedio 

de los valores de leucocitos, neutrófilos y el 

INL, fueron más elevados en fallecidos que 

los sobrevivientes, mientras que los valores 

promedios de los linfocitos fueron más 

bajos en fallecidos que los sobrevivientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estas diferencias se observaron a partir de 

las 48 horas de internación. En la serie 

eritrocitaria, los valores promedios de 

eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, VCM 

y HCM fueron más bajos en pacientes 

fallecidos que los sobrevivientes, a partir de  

los 8 días de internación. Para la serie 

plaquetaria se observó diferencia 

significativa en los valores promedios solo 

al egreso. 
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La figura 1 muestra la evolución de los 

valores promedios de los parámetros 

hematológicos en diferentes tiempos de 

hospitalización entre fallecidos y 

sobrevivientes. A) Los valores de 

leucocitos o GB de los fallecidos se 

mantuvieron dentro de los valores 

normales al ingreso, aumentando 

progresivamente a partir de las 48 horas, 

alcanzando valores superiores a 18 x109/L, 

en comparación a los sobrevivientes, los 

valores progresaron a valores normales. B) 

Los valores de los neutrófilos en fallecidos 

aumentaron progresivamente desde el 

ingreso hasta el final del seguimiento, sin 

embargo, en los sobrevivientes, 

aumentaron al inicio, pero progresaron a 

valores normales durante los días de 

internación. C) Los valores de los linfocitos 

de los fallecidos fueron bajos desde el 

inicio de internación hasta el final de su 

seguimiento en comparación a los 

sobrevivientes, cuyos valores fueron 

progresando a valores normales a partir de 

los 8 días de internación. D) Los valores del 

INL fueron elevados desde el ingreso hasta 

el��final del seguimiento en los pacientes 

fallecidos, así también en los 

sobrevivientes, pero con progreso 

favorable a partir de los últimos días de 

internación. E) Los valores de hemoglobina 

fueron disminuyendo progresivamente en 

los fallecidos durante los tiempos de 

internación, mientras que en los 

sobrevivientes se mantuvieron dentro de 

los valores normales. 

La figura 2 muestra el comportamiento de 

los valores hematológicos de la serie 

leucocitaria en diferentes periodos de 

hospitalización entre los fallecidos y 

sobrevivientes. La leucocitosis fue 

significativamente mayor (p=0,03) a partir 

de las 48 horas de internación (56,1% vs 

34,3%). Los valores de linfocitos, 

neutrófilos e INL se vieron alterados 

durante todo el tiempo de internación, a 

partir de los 8 días hasta el final del 

seguimiento (egreso), más del 90% de los 

pacientes presentaron con significancia 

linfopenia (p=0,008), neutrofilia (p=0,029) e 

INL elevado (p<0,001) en comparación a 

los sobrevivientes, seguidamente de 

valores normales. Así también, en el mismo 

periodo de internación, más del 80% de los 

pacientes presentaron una ligera anemia, 

con predominio de valores bajos del 

recuento de eritrocitos (p<0,001), 

hemoglobina (p=0,05), hematocrito 

(p=0,04). Tanto fallecidos como 

sobrevivientes presentaron valores 

normales de los índices eritrocitarios. 

Figura 3. 

Mientras que, en la serie plaquetaria los 

valores se mantuvieron dentro los valores 

normales, por lo que, no se observaron 

alteraciones durante el tiempo de 

internación tanto en fallecidos como en 

sobrevivientes. Tabla 3 
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DISCUSIÓN  

�/�D���U�H�O�D�F�L�y�Q���H�Q�W�U�H���O�D���H�Y�R�O�X�F�L�y�Q���G�H�V�I�D�Y�R�U�D�E�O�H��
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Resumen  

El maíz (Zea mays L.) es un cultivo estratégico para la seguridad alimentaria y el desarrollo 
económico en Paraguay, por lo cual, el uso de bioestimulantes es una técnica dentro del 
manejo nutricional de los cultivos para aumentar la productividad. En este estudio se evaluó 
el efecto de diferentes dosis de extracto de alga marina Ascophyllum nodosum en el cultivo 
de maíz aplicados en estado vegetativo. El experimento se desarrolló en el campo 
experimental de la Facultad de Ingeniería Agronómica de la UNE, Minga Guazú, en un suelo 
Rhodic Kandiudox. Se utilizó un diseño de bloques completos al azar con cuatro tratamientos 
(0, 500, 1000 y 1500 mL·ha�‡¹) y cinco repeticiones. Las variables evaluadas fueron longitud 
de espiga, número de granos por mazorca y rendimiento en kg·ha�‡¹. El análisis estadístico se 
realizó mediante el Análisis de la Varianza (ANAVA) y test de Tukey (p<0,05). Los resultados 
indicaron que no hubo diferencias significativas en ninguna de las variables evaluadas, con 
rangos de 17,8 a 18,3 cm de longitud de espiga, 417 a 444 granos por espiga, y 9.763,5 a 
10.762, 5 kg ha-1 en rendimiento de granos. En conclusión, las dosis de extracto de alga 
Ascophyllum nodosum no aumentan parámetros productivos del cultivo de maíz 
específicamente en longitud de espiga, granos por espiga y rendimiento de granos. 

Palabras clave:  bioestimulantes, extracto de alga, maíz. 
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Introducción  

El maíz es una planta de rápido 

crecimiento que se puede cultivar en 

una amplia gama de condiciones 

climáticas y de suelo. Es uno de los 

cultivos más importante del mundo en 

términos de producción con el trigo y el 

arroz. El maíz se utiliza para una 

variedad de propósitos, incluyendo la 

alimentación humana, la alimentación 

animal y la producción de etanol 

(Ortigoza et al, 2019). 

Es un cultivo esencial para la 

alimentación humana y animal. Se 

utiliza para la elaboración de alimentos 

balanceados para aves, ganado y 

cerdos, y también se consume 

directamente por los humanos (García, 

2019). Además, el maíz es una fuente 

de empleo importante para la agricultura 

familiar. 

El maíz es un cultivo rentable para 

Paraguay, es un importante generador 

de ingresos para los agricultores y 

contribuye a la seguridad alimentaria del 

país (CAPECO, 2020).  

El uso de bioestimulantes ha sido una 

estrategia agrícola para aumento del 

rendimiento y la calidad de los cultivos 

(Martínez y Gutiérrez, 2022), por lo cual, 

los mismos son una buena técnica 

dentro del manejo nutricional de los 

cultivos ya que pueden ayudar a las 

plantas a aprovechar al máximo los 

nutrientes del suelo, lo que puede 

conducir a un aumento de los 

rendimientos, incluso en suelos con baja 

fertilidad (Zamudio et al., 2018). 

Los bioestimulantes pueden ser 

sintéticos o naturales, y están 

compuestos por una variedad de 

sustancias, incluyendo hormonas 

vegetales, macro y micronutrientes, 

aminoácidos, proteínas y 

microorganismos (Yakhin et al., 2017). 

Uno de los bioestimulantes son los 

extractos de algas, son una herramienta 

prometedora para mejorar el 

rendimiento y la calidad de los cultivos, 

dado que pueden inducir las plantas a 

resistir el estrés, absorber nutrientes y 

aumentar el rendimiento (Battacharyya 

et al., 2015). 

El propósito de este trabajo consiste en 

evaluar la aplicación de diferentes dosis 

de algas marinas (Ascophyllum 

nodosum) como bioestimulantes en el 

cultivo de maíz (Zea mays). 
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Objetivo s 

General:  

- Evaluar la aplicación de diferentes dosis 

de algas (Ascophyllum nodosum) como 

bioestimulantes en el cultivo de maíz. 

Específicos  

- Comparar número de granos por 

espiga entre los diferentes 

tratamientos.   

- Registrar longitud de espiga por planta.  

-  Determinar el rendimiento de granos 

en kg por hectárea.  

Materiales y Métodos  

Localización del experimento  

El estudio se llevó a cabo en el Centro 

de Investigación y Transferencia 

Agroambiental de la Ecorregión del Alto 

Paraná (CITTAEAP) de la Facultad de 

Ingeniería Agronómica de la 

Universidad Nacional del Este, ubicado 

en el Distrito de Minga Guazú, 

Departamento del Alto Paraná, en el 

Kilómetro 26 de la Ruta Py 02 Mariscal 

José Félix Estigarribia. Se localiza en las 

coordenadas geográficas son en latitud   

25°26'51.7"S 54°51'00.6"W. 

Descripción  del suelo y condiciones 

climáticas del área experimental  

El suelo en el distrito de Minga Guazú es 

el Rhodic Kandiudox, se caracterizan por 

su alta acidez, baja capacidad de 

intercambio catiónico y color rojo intenso 

debido a la presencia de óxidos de hierro 

(Sánchez, 2019). 

El clima de la zona es subtropical húmedo, 

con veranos cálidos, inviernos 

relativamente fríos y la posibilidad de 

heladas en condiciones extremas. Las 

precipitaciones se distribuyen de manera 

dispersa a lo largo de todo el año (DMH -

DINAC, 2018). 

Diseño experimental  

El diseño experimental elegido fue de 

bloques completos al azar con 4 

tratamientos y 5 repeticiones. La superficie 

total asignada es de 625 m2 del cual se 

utilizarán 420 m2 para la siembra. Cada 

unidad experimental tiene una medida de 

(5 metros x 4.2 metros) y cuenta con 9 

hileras.  

Material experimental  

La semilla que se elegio fue la 

MP363VRG, son semillas con óptima 

tolerancia al glifosato, que destaca por su 

productividad y sanidad de la planta. 

Extracción y análisis de Suelo  

Antes de la siembra, se realizó un análisis 

de suelo en el área experimental. Este 

análisis se llevó a cabo para evaluar la 

fertilidad del suelo y determinar sus 

características químicas y físicas. Se 

tomaron muestras de suelo de forma 

representativa en la parcela y se analizara 

para medir parámetros como el pH del 

suelo, contenido de nutrientes, textura, 
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capacidad de retención de agua y otros 

factores relevantes. Estos resultados 

proporcionaran una base importante para 

determinar las necesidades de nutrientes 

y enmendamientos necesarios para el 

cultivo de maíz. 

 

Corrección de suelo  

La corrección de suelo se realizó en 

función al resultado del análisis del 

suelo.  

Tabla 1. Resultado de análisis de suelo. 

FIA-UNE. 2025 

Tratamientos  

Los tratamientos consistieron en la 

aplicación del extracto de alga 

Ascophyllum nodosum, de acuerdo con 

las dosis establecidas en función de los 

parámetros indicados por el fabricante.  

El T1 corresponderá al testigo, que no 

recibió la aplicación del producto. El T2 

consistirá en la aplicación de 500 mL ha�‡¹ 

de Ascophyllum nodosum, el T3 en la 

aplicación de 1000 mL ha�‡¹, y el T4 en la 

aplicación de 1500 mL ha�‡¹. 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Descripción de los tratamientos 

utilizados  

Tratamiento Dosis de bioestimulante     

con algas (mL·Ha�‡¹) 

T1 0 

T2 500 

T3 1.000 

T4 1.500 

 

Siembra y fertilización  

La siembra, se realizó de manera uniforme 

en los dos surcos centrales de cada unidad 

experimental, siguiendo las buenas 

prácticas agrícolas. Utilizar un espaciado de 

siembra de 45 cm entre hileras y 30 cm 

entre las plantas dentro de cada fila, 

manteniendo un patrón uniforme en toda la 

unidad experimental. 

Aplicación de tratamientos  

La aplicación se realizó en la etapa V4 de la 

planta. Los tratamientos se prepararán en 

recipientes de 2 litros, siguiendo una 

relación de 1 litro de Ascophyllum nodosum 

por cada 150 litros de solución. Con esta 

proporción como referencia, se elaboraron 

tres envases con las dosis adecuadas, que 

se transportaron al campo para su 

aplicación. 

La aplicación de los tratamientos se llevó a 

cabo en cinco bloques dispuestos. Cada 

bloque recibió los cuatro tratamientos 

pH-
H2O 

P C   MO S.B% S.Al 

mg/dm³ g/dm³ % 

5,03 1,22 11,06 1,9 34,7 18,8 
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programados, garantizando una distribución 

equitativa y sin sesgos. Para la aplicación, 

se utilizó una pulverizadora de 2 litros de 

capacidad, que proporciono una cobertura 

uniforme sobre cada bloque. 

Este enfoque no solo permitió evaluar la 

efectividad de cada tratamiento en 

condiciones variadas, sino que también 

optimizo la gestión de recursos y maximizo 

los beneficios potenciales de los 

tratamientos aplicados. 

Cuidados culturales y fitosanitarios   

Se monitoreo regularmente las unidades 

experimentales para evaluar la incidencia 

de plagas y enfermedades. En función de la 

incidencia y la severidad de los patógenos, 

se aplicaron productos fitosanitarios 

específicos según las buenas prácticas 

agrícolas y las recomendaciones de control 

integrado de plagas.  

Se realizó limpieza de malezas en las 

unidades experimentales después de la 

siembra y antes de la aplicación de dosis 

de algas. Esto garantizo que las malezas 

no compitan con el cultivo de maíz por 

recursos y nutrientes. 

Se aplicó glifosato para el control de 

malezas después de la siembra y antes de 

la aplicación de dosis de algas.  

 

Fraccionamiento de nitrógeno  

Se fracciono 30 kg ha�‡¹ de urea en el 

estadio fenológico V6 del maíz sembrado en 

época tardía, ya que esta dosis ha 

demostrado ser eficiente en términos de 

rendimiento y aprovechamiento del 

nitrógeno en condiciones agroclimáticas 

similares a las del sur de Paraguay (Ortiz 

Alfonso, Quintana, & Scholz, 2023). 

Variables evalua das  

Las variables a evaluadas fueron: 

Longitud de espigas  

De las espigas que se cosecharon de la 

parcela útil, se seleccionaron cinco espigas 

de forma aleatoria que fueron medidas de 

acuerdo a su longitud. La medición se llevó 

a cabo utilizando una cinta métrica, desde 

la base hasta el extremo apical, excluyendo 

las chalas. Posteriormente, se calculó el 

promedio de las longitudes registradas. Los 

resultados se expresaron en centímetros 

(cm). 

Numero de granos por mazorca  

La evaluación del número de granos por 

mazorca, se tomaron cinco muestras 

seleccionadas de manera aleatoria por 

tratamiento. 

El conteo de los granos se llevó a cabo 

manualmente, registrando los datos de 

cada mazorca individual obteniendo un 

promedio representativo por unidad 

experimental. 

Rendimiento Kgha -1 

Se cosecharon todas las espigas que se 

encuentren dentro de la parcela útil, 
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posteriormente se procedió a desgranar y 

pesar la cantidad de granos cosechados 

dentro de la misma, utilizando una balanza 

de precisión se pesó la totalidad, pasando 

de metro cuadrado a hectárea, luego se 

promedió y represento el tratamiento que 

se expresó en kg ha-1.  

Análisis estadístico y presentación 

de resultados  

Al evaluar los resultados del análisis 

estadístico, se utilizó el análisis de la 

varianza (ANAVA) para comparar las 

medias de los grupos. El software Infostat 

fue utilizado para realizar los análisis y los 

resultados fueron presentados en gráficos 

y tablas. 

Resultado y discusión  

En la tabla 3 se presentan resultados de las 

variables evaluadas. No existen diferencias 

significativas en longitud de espiga, granos 

por espiga, rendimiento de granos; con 

rangos de 17,8 a 18,3, 417 a 444, y 9.763,5 

a 10.762, 5 kg ha-1, respectivamente. 

Tabla 3.  Medias de variables evaluadas. 

FIA-UNE. 2025 

Dosis 
mL·Ha�‡¹ 

Longitud 
de espiga 
cm ns 

Granos 
espiga 
ns  

Rendimiento 
kg ha-1 ns 

0 18,3 417 9.763,5 

500 17,8 439 10.762,5 

1.000 18,2 417 9.278,3 

1.500 18,2 444 9.888,7 

 6,06 13,86 19,15 

ns: no significativo p<0,05 

En la longitud de espiga se presenta que, 

en las condiciones de suelo y clima del 

ensayo, el extracto de A. nodosum no 

estimuló un crecimiento diferencial en la 

estructura reproductiva del maíz. Estos 

hallazgos se deben tener en cuenta con lo 

reportado por Schiavon et al. (2018), 

quienes observaron efecto bioestimulante 

del extracto de Ascophyllum en maíz, pero 

con variaciones según la composición 

química del producto utilizado, ya que 

trabajaron con 5 productos distintos. Por 

otro lado, Souza et al. (2022) reportaron 

incrementos significativos en el crecimiento 

de la espiga del maíz en el diametro con la 

aplicación fol�L�D�U���G�H���K�D�V�W�D���������×�P�/���K�D�‡¹ de A. 

nodosum, indicando que dosis, frecuencia 

y condiciones ambientales podrían ser 

factores determinantes en la respuesta del 

cultivo a este tipo de bioinsumo. Por lo 

tanto, este parámetro morfológico, puede 

estar asociada a la respuesta genética del 

híbrido y a condiciones hídricas, por 

encima del bioestimulante aplicado en 

estadios vegetativos. 

La aplicación de A. nodosum no provocó 

también diferencias significativas en el 

número de granos por espiga. En 

consonancia, Souza et al. (2022), en un 

ensayo de campo en Brasil, observaron 

incrementos significativos en granos por 

mazorca con aplicaciones foliares de hasta 
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�������×�P�/���K�D�‡¹ de extracto, evidenciando que 

dosis moderadas pueden estimular la 

productividad, a diferencia del trabajo en la 

que se utilizó hasta la dosis de 1.500 

mL·ha�‡¹. Además, Shukla, Prithiviraj (2020) 

reportó que, bajo condiciones de baja 

disponibilidad de fósforo, el tratamiento con 

extracto indujo modificaciones en genes 

relacionados con la calidad y disposición 

de carbohidratos, lo cual podría influir en el 

llenado de granos. Estos hallazgos indican 

que la respuesta en número de granos 

puede depender tanto de la dosis, 

composición bioquímica del extracto como 

de las condiciones edáficas y nutricionales 

del suelo. 

En el rendimiento de granos tampoco se 

produjo diferencias significativas. De 

manera similar, Pereira et al. (2018) 

evaluaron aplicaciones foliares de 300�±600 

mL·ha�‡¹ en maíz y tampoco encontraron 

efectos significativos en rendimiento, 

indicando que la efectividad puede 

depender de la etapa fenológica o dosis 

utilizada; en contraste, de Souza et al. 

(2022), en un ensayo de campo en Brasil 

�F�R�Q���G�R�V�L�V���G�H���K�D�V�W�D���������×�P�/���K�D�‡¹, reportaron 

incrementos estadísticamente 

�V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�R�V�� �H�Q�� �S�U�R�G�X�F�F�L�y�Q�� ���H�Q�� �N�J�×�K�D�‡¹), 

atribuidos a mejoras en aprovechamiento 

de nutrientes. 

Conclusión  

Las dosis de extracto de alga Ascophyllum 

nodosum no aumentan parámetros 

productivos del cultivo de maíz 

específicamente en longitud de espiga, 

granos por espiga y rendimiento de granos. 
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�V�H�P�H�Q�W�H�V���G�R�V���D�O�L�P�H�Q�W�R�V���V�H�F�R�V���H�P���H�V�W�X�I�D��

�Y�H�Q�W�L�O�D�G�D���I�R�L���F�D�O�F�X�O�D�G�R���S�H�O�D���G�L�Y�L�V�m�R���H�Q�W�U�H���R��

�S�H�V�R���G�R���D�O�L�P�H�Q�W�R���V�H�F�R���H���S�H�V�R���G�R���D�O�L�P�H�Q�W�R��
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�R�E�W�H�U�� �R�� �Y�D�O�R�U�� �S�H�U�F�H�Q�W�X�D�O���� �2�V�� �U�H�V�X�O�W�D�G�R�V��
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�X�P�L�G�D�G�H���I�R�L���G�H�W�H�U�P�L�Q�D�G�D���S�H�O�D���W�p�F�Q�L�F�D���G�H��

�G�H�V�V�H�F�D�o�m�R���D���������ƒ�&���D�W�p���S�H�V�R���F�R�Q�V�W�D�Q�W�H����

�P�p�W�R�G�R���Q�ƒ�������������������D�V���F�L�Q�]�D�V�����R�X���U�H�V�t�G�X�R��

�P�L�Q�H�U�D�O�� �I�L�[�R���� �I�R�L�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�D�G�D�� �S�R�U��

�F�D�U�E�R�Q�L�]�D�o�m�R�� �G�D�� �D�P�R�V�W�U�D�� �H�� �S�R�V�W�H�U�L�R�U��
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�S�H�V�R���F�R�Q�V�W�D�Q�W�H�����P�p�W�R�G�R���Q�ƒ���������������������� �$��

�I�U�D�o�m�R�� �O�L�S�t�G�L�F�D�� �I�R�L�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�D�G�D�� �S�H�O�R��

�P�p�W�R�G�R���%�O�L�J�K�����' �\�H�U�������������������T�X�H���X�V�D���W�U�r�V��

�W�L�S�R�V�� �G�H�� �V�R�O�Y�H�Q�W�H�V���� �i �J�X�D���� �P�H�W�D�Q�R�O�� �H��

�F�O�R�U�R�I�y�U�P�L�R���� �H�[�W�U�D�L�Q�G�R�� �F�R�P�� �L�V�V�R�� �O�L�S�t�G�L�R�V��

�S�R�O�D�U�H�V���H���Q�m�R���S�R�O�D�U�H�V�����$�V���S�U�R�W�H�t�Q�D�V���W�R�W�D�L�V��

�I�R�U�D�P���G�H�W�H�U�P�L�Q�D�G�D�V���S�H�O�R���P�p�W�R�G�R���S�U�R�S�R�V�W�R��
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���P�L�F�U�R���N�M�H�O�G�D�K�O������ �H�� �P�X�O�W�L�S�O�L�F�D�o�m�R���G�R���I�D�W�R�U��

�G�H���F�R�Q�Y�H�U�V�m�R���G�H���Q�L�W�U�R�J�r�Q�L�R���H�P���S�U�R�W�H�t�Q�D����
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�������������� �2�V�� �F�D�U�E�R�L�G�U�D�W�R�V�� �W�R�W�D�L�V�� �I�R�U�D�P��

�F�D�O�F�X�O�D�G�R�V���S�H�O�R���P�p�W�R�G�R���G�H���G�L�I�H�U�H�Q�o�D�����2�V��

�G�D�G�R�V���G�D���D�P�R�V�W�U�D���V�H�F�D���I�R�U�D�P���F�R�Q�Y�H�U�W�L�G�R�V��

�S�D�U�D���D���E�D�V�H���~�P�L�G�D�����3�D�U�D���D���G�H�W�H�U�P�L�Q�D�o�m�R��

�G�R�� �Y�D�O�R�U�� �H�Q�H�U�J�p�W�L�F�R���� �I�R�U�D�P���X�W�L�O�L�]�D�G�R�V���R�V��

�I�D�W�R�U�H�V���J�H�U�D�L�V���G�H���$�W�Z�D�W�H�U�����T�X�H���F�R�Q�V�L�V�W�H�P��

�Q�D�� �P�X�O�W�L�S�O�L�F�D�o�m�R�� �G�D�V�� �T�X�D�Q�W�L�G�D�G�H�V�� �G�H��

�P�D�F�U�R�Q�X�W�U�L�H�Q�W�H�V�� �R�E�W�L�G�D�V�� �Q�D�V�� �D�Q�i�O�L�V�H�V��

�F�H�Q�W�H�V�L�P�D�L�V�� �S�H�O�R�V�� �U�H�V�S�H�F�W�L�Y�R�V���I�D�W�R�U�H�V��������

�N�F�D�O���J�� �S�D�U�D�� �S�U�R�W�H�t�Q�D�V���� ���� �N�F�D�O���J�� �S�D�U�D��

�F�D�U�E�R�L�G�U�D�W�R�V���W�R�W�D�L�V���H�������N�F�D�O���J���S�D�U�D���O�L�S�t�G�L�R�V����

�( �V�V�H�V�� �Y�D�O�R�U�H�V�� �U�H�S�U�H�V�H�Q�W�D�P�� �D�� �H�Q�H�U�J�L�D��

�P�H�W�D�E�R�O�L�]�i �Y�H�O���G�L�V�S�R�Q�t�Y�H�O���D�R���R�U�J�D�Q�L�V�P�R���D��

�S�D�U�W�L�U���G�H���F�D�G�D���Q�X�W�U�L�H�Q�W�H�����F�R�Q�I�R�U�P�H���G�H�V�F�U�L�W�R��
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�G�D�V�� �S�D�U�W�H�V�� �F�R�Q�Y�H�Q�F�L�R�Q�D�L�V���� �F�R�P�X�P�H�Q�W�H��
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�F�R�P�S�R�V�L�o�m�R�� �T�X�t�P�L�F�D�� �F�H�Q�W�H�V�L�P�D�O�� �Q�H�V�W�D��
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�D�O�L�P�H�Q�W�R�V�� �T�X�H�� �F�R�Q�W�L�Q�K�D�P�� �W�D�O�R�V���� �F�R�P�R��

�D�F�H�O�J�D���� �D�J�U�L�m�R���� �E�U�y�F�R�O�L�V�����F�R�H�Q�W�U�R�����F�R�X�Y�H����

�H�V�S�L�Q�D�I�U�H���H���V�D�O�V�D�����R�V���W�D�O�R�V���P�D�L�V���G�H�O�J�D�G�R�V����
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�I�R�L���U�H�D�O�L�]�D�G�D���D�W�U�D�Y�p�V���G�H���D�Q�i�O�L�V�H���G�H�V�F�U�L�W�L�Y�D��

�S�H�O�D�� �P�p�G�L�D�� �D�U�L�W�P�p�W�L�F�D���� �G�H�V�Y�L�R�� �S�D�G�U�m�R��

�D�P�R�V�W�U�D�O�� �H�� �F�R�H�I�L�F�L�H�Q�W�H�� �G�H�� �Y�D�U�L�D�o�m�R���� �2�V��

�G�D�G�R�V�� �S�D�U�D�P�p�W�U�L�F�R�V�� ���G�L�V�W�U�L�E�X�L�o�m�R�� �G�R�V��

�G�D�G�R�V�� �H�� �U�H�V�t�G�X�R�V�� �V�H�J�X�Q�G�R�� �X�P�D��

�G�L�V�W�U�L�E�X�L�o�m�R�� �Q�R�U�P�D�O�� �H�� �G�L�V�S�H�U�V�m�R�� �F�R�P��
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�2�V���G�D�G�R�V���G�H���U�H�Q�G�L�P�H�Q�W�R���G�D���S�D�U�W�H��

�Q�m�R�� �F�R�Q�Y�H�Q�F�L�R�Q�D�O�� �V�H�F�D�� �H�P�� �U�H�O�D�o�m�R�� �j ��
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���������������� �H�V�W�m�R�� �G�H�V�F�U�L�W�R�V�� �Q�D�� �7�D�E�H�O�D�� ������

�$�S�D�U�D�V�� �V�m�R�� �D�V�� �S�D�U�W�H�V�� �Q�m�R�� �F�R�P�H�V�W�t�Y�H�L�V����

�F�R�Q�V�L�G�H�U�D�G�D�V�� �Q�R�� �F�i �O�F�X�O�R�� �G�R�� �I�D�W�R�U�� �G�H��

�F�R�U�U�H�o�m�R���Q�R���S�U�H�S�D�U�R���G�R�V���D�O�L�P�H�Q�W�R�V����
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���������5�H�Q�G�L�P�H�Q�W�R���G�D���S�D�U�W�H���D�Q�D�O�L�V�D�G�D���D���S�D�U�W�L�U���G�R���D�O�L�P�H�Q�W�R��
�L�Q�W�H�L�U�R�����S�H�V�R���O�t�T�X�L�G�R���D�Q�D�O�L�V�D�G�R���~�P�L�G�R�����3�/�����S�H�V�R���E�U�X�W�R��
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���� ���� �3�D�U�W�H�� �G�H�V�F�D�U�W�D�G�D�� �S�H�O�R�� �D�O�L�P�H�Q�W�R�� �L�Q�W�H�J�U�D�O�� �S�D�U�D��
�D�Q�i�O�L�V�H���G�H���F�R�P�S�R�V�L�o�m�R���F�H�Q�W�H�V�L�P�D�O���S�R�U���,�%�*�(������������������
�������5�H�I�H�U�H���V�H���D���V�R�P�D���H�Q�W�U�H���D���F�D�V�F�D���Y�H�U�G�H���H���D���F�D�V�F�D��
�E�U�D�Q�F�D���G�D���P�H�O�D�Q�F�L�D����
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�2�V�� �G�D�G�R�V�� �F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�H�Q�W�H�V�� �S�D�U�D��

�D�P�R�V�W�U�D���~�P�L�G�D���H�V�W�m�R���H�[�S�U�H�V�V�R�V���Q�D���7�D�E�H�O�D��
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RESUMEN 

La disminución de la eficacia de los antibióticos convencionales ha generado una creciente 

preocupación por la aparición de patógenos resistentes o inclusive multirresistentes, en 

especial aquellos con capacidad de formar biopelículas o biofilms, estructuras que protegen 

a las bacterias contra antibióticos y defensas inmunes, dificultando el tratamiento de 

infecciones persistentes. Los péptidos antimicrobianos (AMPs) se proponen como 

alternativas promisorias por su acción directa sobre membranas, amplio espectro de 

actividad y baja propensión a inducir resistencia. En este trabajo se estudió el péptido 

sintético P8.1, diseñado racionalmente para optimizar carga neta positiva, anfipaticidad y 

conformación helicoidal, cualidades que favorecen su interacción con membranas 

bacterianas. Se evaluó su actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Pseudomonas aeruginosa PAO1 y Pseudomonas aeruginosa M13513, un 

aislamiento clínico productor de KPC, enzima que inactiva antibióticos carbapenémicos. En 

los resultados pudimos observar que P8.1 presentó CIM de 64/128 µg/ml para PAO1, 

128/256 µg/ml para S. aureus y 64/128 µg/ml para M13513. Además, Inhibió 

significativamente la formación de biofilm en S. aureus y P. aeruginosa PAO1 a 

concentraciones sub-CIM y fue capaz de romper biofilms preformados de P. aeruginosa 

M13513, afectando la viabilidad bacteriana en su interior. Finalmente, el péptido mostró 

sinergia en combinación con meropenem frente a este aislamiento clínico en ensayos de 

cinética de muerte. Estos resultados posicionan a P8.1 como candidato prometedor para el 

desarrollo de terapias frente a infecciones por patógenos multirresistentes asociados a 

biofilms. 

 

PALABRAS CLAVE:  Péptidos antimicrobianos; Resistencia bacteriana; Biofilm



 

 

 

INTRODUCCION 

La resistencia bacteriana a los 

antimicrobianos convencionales 

representa una amenaza creciente y crítica 

para la salud pública global. El uso 

excesivo y muchas veces inapropiado de 

antibióticos ha contribuido a la selección de 

patógenos multirresistentes, que no solo 

desafían los tratamientos disponibles, sino 

que también generan un aumento 

sostenido en la mortalidad, la duración de 

las hospitalizaciones y los costos 

asociados. A esta problemática se suma un 

fenómeno igualmente desafiante: la 

formación de biofilms, estructuras 

microbianas organizadas que se adhieren 

a superficies biológicas o inertes y están 

protegidas por una matriz extracelular 

polimérica compuesta por proteínas, 

polisacáridos, lípidos y ADN extracelular. 

Esta matriz actúa como barrera física y 

funcional, disminuyendo drásticamente la 

penetración de antibióticos y protegiendo a 

las bacterias de los mecanismos 

inmunológicos del hospedador, lo cual 

convierte a los biofilms en reservorios 

persistentes de infección difícilmente 

erradicables (Donlan & Costerton, 2002). 

Los biofilms no solo dificultan el tratamiento 

de infecciones crónicas, como las 

asociadas a heridas, implantes o catéteres, 

sino que también favorecen la 

transferencia horizontal de genes de 

resistencia entre bacterias. Este proceso, 

regulado en parte por mecanismos de 

comunicación como el quorum sensing, 

refuerza la adaptación microbiana a 

condiciones adversas y agrava el problema 

de la resistencia antimicrobiana. De hecho, 

se estima que más del 80 % de las 

infecciones crónicas involucran la 

formación de biofilms en algún grado, lo 

cual subraya la necesidad urgente de 

terapias más eficaces y específicas. 

En este escenario, los péptidos 

antimicrobianos (AMPs) han emergido 

como candidatos terapéuticos 

prometedores. Se trata de moléculas de 

bajo peso molecular, mayoritariamente 

catiónicas y anfipáticas, que se 

encuentran de forma natural en 

organismos de todos los reinos. Su 

modo de acción principal consiste en 

alterar la integridad de la membrana 

bacteriana mediante interacciones 

electrostáticas y estructurales, 

provocando la muerte celular de forma 

rápida y evitando mecanismos 

tradicionales de resistencia (Hancock & 

Sahl, 2006; Di Somma et al., 2020). 

Además, múltiples estudios han 

demostrado que los AMPs son capaces 

de interferir en distintas etapas del ciclo 

del biofilm: inhiben su formación, 

desorganizan su arquitectura 

establecida y aumentan la eficacia de 

antibióticos cuando se emplean de 

manera combinada. 

Dentro de este marco, el diseño racional 

de AMPs sintéticos constituye una 



 

 

 

estrategia poderosa para optimizar 

características estructurales clave, 

como la carga neta positiva, la 

anfipaticidad y la conformación 

helicoidal, incrementando así su 

especificidad por membranas 

bacterianas y su acción sobre biofilms. 

El presente trabajo se enfoca en la 

caracterización funcional del péptido 

sintético P8.1, diseñado con estos 

principios estructurales. Este péptido 

fue evaluado frente a cepas 

clínicamente relevantes como 

Staphylococcus aureus y 

Pseudomonas aeruginosa, incluyendo 

una variante multirresistente productora 

de carbapenemasas. Además de su 

actividad antimicrobiana y anti-biofilm, 

se estudió su posible sinergia con el 

antibiótico convencional meropenem, 

mediante ensayos de cinética de 

muerte bacteriana 

 

Objetivo:  

Evaluar la actividad antimicrobiana y 

antibiofilm del péptido diseñado, P8.1, 

frente Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 y 

Pseudomonas aeruginosa M13513 

 

Materiales y Métodos  

1. Cepas bacterianas y condiciones 

de cultivo  

Se emplearon tres cepas bacterianas de 

relevancia clínica: 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 

Pseudomonas aeruginosa M13513 (cepa 

clínica productora de carbapenemasa KPC, 

resistente a carbapenémicos). 

Las cepas se almacenaron a –80 °C en 

caldo Mueller-Hinton (MH) suplementado 

con glicerol al 20 % (v/v). Para su uso, se 

reactivaron en agar MH e incubaron a 37 

°C durante 18–24 h. Los cultivos líquidos 

se realizaron en caldo MH con agitación 

orbital (150 rpm) en incubadora a 37 °C. 

 

2. Péptido P8.1 

El péptido sintético P8.1 fue diseñado 

para optimizar carga neta positiva, 

anfipaticidad y conformación helicoidal. 

Fue obtenido �H�Q���S�X�U�H�]�D���•�������������+�3�/�&����

y confirmado por espectrometría de 

masas (GenScript). Se preparó un 

stock en agua estéril libre de 

endotoxinas y se almacenó a –20 °C 

hasta su uso. 

 

3. Determinación de la 

concentración inhibitoria mínima 

(CIM) 

La actividad antimicrobiana se evaluó 

mediante el método de microdilución en 

caldo en placas estériles de 96 pocillos, 

siguiendo las pautas del CLSI (M07-

A08, 2009). 

Se prepararon suspensiones 

bacterianas ajustadas a una turbidez 

equivalente al 0,5 de la escala de 



 

 

 

McFarland (~1–���� �î�� �����Á�� �8�)�&���P�O���� �\�� �V�H��

diluyeron en caldo MH para obtener un 

inóculo final de 5 × �����¿ UFC/ml por 

pocillo. 

Se realizaron diluciones seriadas del 

péptido en caldo MH (rango de 1024 

µg/ml a 1 µg/ml) y se incubaron las 

placas a 37 °C durante 18–24 h. 

La CIM se definió como la 

concentración más baja del péptido que 

inhibió completamente el crecimiento 

visible en comparación con el control de 

crecimiento. Todos los ensayos se 

realizaron en triplicado independiente. 

 

4. Cinética de muerte para 

determinación de actividad bactericida 

Se evaluó la cinética de muerte de P8.1 a 

su CIM frente a las tres cepas bacterianas. 

Los cultivos se ajustaron a 5 × �����¿ UFC/ml y 

se expusieron al péptido en tubos 

estériles a 37 °C con agitación. 

Se tomaron alícuotas a 0, 10, 20, 30, 40, 

50, 60, 75, 90, 120 y 180 min, se realizaron 

diluciones seriadas en solución salina 

estéril y se sembraron en agar nutritivo 

para recuento de unidades formadoras de 

colonias (UFC) por mililitro, tras incubación 

de 18–24 h a 37 °C. Los datos se 

representaron en graficas de log�Œ�‹ UFC/ml 

vs. tiempo. 

El efecto bactericida se define como una 

�U�H�G�X�F�F�L�y�Q�� �•���� �O�R�J�Œ�‹ UFC/ml respecto al 

inóculo inicial. 

 

4.1 Sinergia por  cinética de muerte  

Se realizaron ensayos de cinética de 

muerte para analizar la interacción entre el 

péptido P8.1 y el antibiótico meropenem 

frente a P. aeruginosa M13513. Las 

bacterias se expusieron a los agentes 

individuales y a la combinación en 0,5 CIM 

durante 24 horas. En distintos intervalos 

de tiempo, se tomaron alícuotas, se 

realizaron diluciones seriadas y se 

sembraron en placas de agar para 

determinar el número de unidades 

formadoras de colonias (UFC/ml). 

La reducción de dos o más unidades 

logarítmicas de UFC/ml entre la 

combinación y el agente combinado 

más activo, a las 24 hs, es considerada 

como efecto sinérgico. 

 

5. Inhibición de la formación de 

biofilm Se evaluó la capacidad de P8.1 

para inhibir la formación de biofilms en 

S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa 

PAO1. 

�/�D�V�� �V�X�V�S�H�Q�V�L�R�Q�H�V�� �E�D�F�W�H�U�L�D�Q�D�V�� ���a�����d��

UFC/ml) se incubaron en placas de 96 

pocillos en caldo MH en presencia de 

P8.1 a concentraciones subinhibitorias 

(0,25×CIM y 0,5×CIM). 

Tras 24 h de incubación a 37 °C, se 

eliminaron los sobrenadantes, se 

lavaron dos veces los pocillos con 

solución fisiológica y se fijaron los 

biofilms con metanol durante 15 min. 

Se tiñeron con cristal violeta al 0,1 % 



 

 

 

durante 5 min, se lavaron dos veces con 

agua destilada y se dejó secar a 37 

grados por 30 min, luego se agrega 

acido acetado glacial 33%, se incubo 15 

minutos y se homogenizo. 

La absorbancia se midió a 595 nm en 

un lector de microplacas. Los valores se 

expresaron como porcentaje respecto 

al control sin tratamiento. 

 

6. Ruptura de biofilm  preformado 

y viabilidad celular  

Se formaron biofilms de P. aeruginosa 

M13513 incubando suspensiones 

bacterianas ���a�����d UFC/ml) en placas de 96 

pocillos con caldo MH durante 24 h a 37 °C. 

Una vez formados los biofilms se retiró el 

sobrenadante y se añadió caldo MH con 

P8.1 a CIM, 2×CIM, 4×CIM y 8×CIM 

durante 24 h a 37 °C. 

La biomasa total se evaluó mediante 

tinción con cristal violeta como se describió 

previamente. 

La viabilidad bacteriana se estimó con el 

ensayo de MTT: se añadieron 100 µl de 

solución de MTT (0,05% p/v) en PBS y se 

incubó 3 h a 37 °C. Finalmente, se retiró el 

sobrenadante, se lavó y los cristales se 

solubilizaron con 100ul de DMSO para su 

posterior medición de absorbancia a 

570nm. 

 

RESULTADOS Y DISCUCION 

1. Actividad antimicrobiana  

El péptido sintético P8.1 presentó actividad 

frente a las tres cepas bacterianas de 

relevancia clínica evaluadas: 

Pseudomonas aeruginosa PAO1, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y P. 

aeruginosa M13513 (cepa clínica 

productora de carbapenemasa KPC). Las 

concentraciones inhibitorias mínimas (CIM) 

oscilaron entre 64 y 256 µg/ml (Tabla 1), lo 

que confirma que el diseño racional de 

P8.1 logró conferirle un rango de actividad 

amplio frente a bacterias Gram positivas y 

Gram negativas. 

En particular, el valor de CIM frente a P. 

aeruginosa M13513 (64/128 µg/ml) 

resulta relevante, ya que esta cepa 

presenta un fenotipo de resistencia 

extendida debido a la producción de 

KPC, que hidroliza carbapenémicos y 

otros ��-lactámicos. Esto sugiere que el 

mecanismo de acción de P8.1 no se ve 

comprometido por los sistemas clásicos 

de resistencia a antibióticos, 

coincidiendo con lo reportado para 

otros péptidos catiónicos que actúan 

por disrupción directa de membrana 

(Hancock & Sahl, 2006). 

La comparación con trabajos previos 

indica que el rango de CIM observado 

es consistente con el de péptidos 

�V�L�Q�W�p�W�L�F�R�V�� �F�R�Q�� �H�V�W�U�X�F�W�X�U�D�� �.-helicoidal 

optimizada, donde valores de 32–256 

µg/ml son habituales para aislamientos 

clínicos multirresistentes (Di Somma et 

al., 2020). Este nivel de actividad, 

aunque menor que el de ciertos 



 

 

 

antibióticos de referencia en cepas 

susceptibles, adquiere relevancia 

clínica al considerar que muchos 

antimicrobianos convencionales 

pierden completamente su eficacia 

frente a cepas como M13513. 

 

Tabla 1. Concentraciones inhibitorias 

mínimas (CIM) del péptido P8.1 frente a 

cepas de relevancia clínica. 

Cepa µg/ml 

P. aeruginosa PAO1 64/128 

S. aureus ATCC25923 128/256 

P. aeruginosa M13513 64/128 

 

2. Cinética de muerte bacteriana 

y sinergia con meropenem  

Los ensayos de cinética de muerte (Figuras 

1A–C) mostraron que P8.1 posee un efecto 

bactericida rápido. En P. aeruginosa PAO1 

y S. aureus ATCC 25923 se observó una 

reducción progresiva de la carga 

bacteriana desde los primeros 30 min, 

�D�O�F�D�Q�]�D�Q�G�R�� �G�L�V�P�L�Q�X�F�L�R�Q�H�V�� �G�H�� �•���� �O�R�J�Œ�‹ 

UFC/ml a las 3 h, criterio aceptado para 

definir actividad bactericida ���•�������� % de 

muerte respecto al inóculo inicial). En P. 

aeruginosa M13513, la caída en la viabilidad 

bacteriana fue aún más rápida, con 

descensos marcados en los primeros 10 min 

de exposición. En cuanto a la combinación 

de P8.1 con meropenem frente a la cepa 

M13513 evidenció un perfil sinérgico claro 

(Figura 2). A las 24h, en la combinación se 

observó una reducción de 5 unidades 

logarítmicas en UFC/ml, comparado con el 

agente más activo por separado, lo que 

cumple con el criterio de actividad sinérgica. 

Este hallazgo coincide con observaciones 

previas donde los péptidos catiónicos 

fa�F�L�O�L�W�D�Q���O�D���H�Q�W�U�D�G�D���G�H����-lactámicos al interior 

bacteriano al alterar la integridad de la 

membrana externa (Hancock & Sahl, 

2006). 

La sinergia observada abre la puerta 

a estrategias terapéuticas combinadas, 

especialmente en infecciones donde 

los carbapenémicos resultan inactivos 

por sí solos. Desde el punto de vista 

farmacodinámico, esta combinación 

podría permitir el uso de dosis más 

bajas de ambos fármacos, reduciendo 

así la toxicidad y el riesgo de presión 

selectiva. 

 



 

 

 

 

 

Figura 1. Cinética de muerte de P. 

aeruginosa PAO1 (A), S. aureus ATCC 

25923 (B) y P. aeruginosa M13513 (C) 

tratadas con P8.1 a su CIM. 

 

 

 

Figura 2. Sinergia por cinética de muerte 

de P. aeruginosa M13513 tratada con P8.1, 

meropenem y la combinación de ambos. 

 

3. Inhibición de la formación de biofilms  

El efecto de P8.1 sobre la formación de 

biofilms se evaluó en S. aureus y P. 

aeruginosa PAO1 a concentraciones 

subinhibitorias (0,25×CIM y 0,5×CIM). En 

S. aureus ATCC 25923 se registró una una 

reducción significativa de la biomasa del 0,5 

0,25 0,5 0,25 biofilm en ambos niveles de 

concentración con valores promedio de 

disminución del 40 % y 45% (p < 0,05). En 

P. aeruginosa PAO1, el efecto inhibitorio 

fue más pronunciado a 0,25×CIM, con una 

reducción de 40 % y 45% (p < 0,05). En P. 

aeruginosa PAO1, el efecto inhibitorio fue 

más pronunciado a 0,25×CIM, con una 

reducción de 40 %. 



 

 

 

 

 

Figura 3. Inhibición de biofilm de), S. 

aureus ATCC 25923 (3A), P. aeruginosa 

PAO1 (3B) y P. aeruginosa M13513 (3C) 

tratadas con P8.1 en concentraciones 

subinhibitorias 

 

3.1. Ruptura de biofilm  preformado 

y viabilidad celular  

El tratamiento de biofilms maduros de P. 

aeruginosa M13513 con P8.1 produjo 

reducciones significativas tanto en 

biomasa (tinción con cristal violeta) como 

en viabilidad bacteriana (ensayo MTT). Los 

efectos fueron dependientes de la 

concentración, observándose las mayores 

reducciones a 8×CIM y 4×CIM (p < 0,01). 

Incluso a concentraciones de 1×CIM y  

2×CIM se detectaron descensos 

relevantes, aunque de menor magnitud. 

Estos resultados son especialmente 

relevantes ya que la inhibición de la etapa 

inicial de adherencia y maduración 

temprana del biofilm puede ser crucial para 

prevenir infecciones asociadas a 

dispositivos médicos y heridas crónicas. 

El hecho de que P8.1 sea capaz de afectar 

biofilms maduros sugiere una acción dual. 

Por un lado, la disrupción de la matriz 

extracelular polimérica, favoreciendo la 

penetración del péptido en capas internas. 

Por otro lado, la actividad bactericida 

directa sobre células embebidas en la 

matriz. En la práctica clínica, este tipo de 

actividad es sumamente deseable, ya que 

los biofilms maduros suelen ser refractarios 

a los tratamientos convencionales. En este 

sentido, P8.1 podría superar limitaciones 

de antibióticos como meropenem, cuya 

penetración en la matriz del biofilm es 

limitada. 

 



 

 

 

 

 

Figura 3.1 Efecto de P8.1 sobre biofilms 

preformados de P. aeruginosa M13513: 

(A) Cuantificación de biomasa total (cristal 

violeta); (B) Viabilidad bacteriana (ensayo 

MTT)  

 

Interpretación general 

En conjunto, los resultados obtenidos 

confirman que P8.1 reúne características 

clave para ser considerado un candidato 

prometedor en el tratamiento de 

infecciones bacterianas difíciles, 

particularmente aquellas asociadas a 

biofilms y cepas multirresistentes. Su 

espectro de acción frente a Gram positivas 

y Gram negativas, su capacidad de inhibir 

la formación de biofilms a concentraciones 

subinhibitorias y su eficacia frente a 

biofilms maduros lo diferencian de muchos 

antimicrobianos actuales. La sinergia 

demostrada con meropenem podría tener 

aplicaciones clínicas inmediatas, 

especialmente en entornos hospitalarios 

donde las infecciones por P. aeruginosa 

resistentes a carbapenémicos representan 

un desafío terapéutico. Este enfoque 

combinado no solo podría mejorar la tasa 

de éxito terapéutico, sino también 

prolongar la vida útil de antibióticos que 

actualmente se consideran en desuso 

frente a cepas resistentes. 

 

Conclusiones  

El péptido sintético P8.1 demostró 

actividad antimicrobiana frente a 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 

Pseudomonas aeruginosa (PAO1 y 

M13513), con valores de CIM entre 64 y 

256 µg/ml, incluso frente a cepas 

multirresistentes productoras de 

carbapenemasa KPC. 

Los ensayos de cinética de muerte 

confirmaron un efecto bactericida 

rápido, y la combinación de P8.1 con 

meropenem evidenció una sinergia 

significativa frente a P. aeruginosa 

M13513, lo que sugiere su potencial 

como agente terapéutico. 

P8.1 inhibió la formación de biofilms a 

concentraciones subinhibitorias y redujo 

de forma significativa la biomasa y 

viabilidad bacteriana en biofilms 

preformados, demostrando una acción 

sobre la matriz extracelular 
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�F�H�E�D�G�R�U�H�V�� �P�R�V�W�U�D�U�R�Q���X�Q���P�H�O�W�L�Q�J���L�Q�I�H�U�L�R�U��

���¦���� �ƒ�&������

�&�R�P�R���F�R�Q�W�U�R�O�H�V���L�Q�W�H�U�Q�R�V���G�H�O���S�U�R�F�H�V�R�����V�H��

�L�Q�F�R�U�S�R�U�D�U�R�Q���H�V�W�U�D�W�H�J�L�D�V���G�L�V�W�L�Q�W�D�V���V�H�J�~�Q���H�O��

�W�L�S�R�� �G�H�� �P�X�H�V�W�U�D���� �3�D�U�D�� �O�D�V�� �P�X�H�V�W�U�D�V��

�F�O�t�Q�L�F�D�V�����V�H���H�Y�D�O�X�y���O�D���D�P�S�O�L�I�L�F�D�F�L�y�Q���G�H�O���J�H�Q��

�����J�O�R�E�L�Q�D���� �X�Q�� �P�D�U�F�D�G�R�U�� �K�X�P�D�Q�R��

�H�Q�G�y�J�H�Q�R���T�X�H���S�H�U�P�L�W�H���Y�H�U�L�I�L�F�D�U���O�D���F�D�O�L�G�D�G��

�G�H�O���$�' �1���H�[�W�U�D�t�G�R���\���G�H�V�F�D�U�W�D�U���L�Q�K�L�E�L�F�L�R�Q�H�V��

�H�Q���O�D���U�H�D�F�F�L�y�Q���G�H���3�&�5�����/�D���G�H�W�H�F�F�L�y�Q���V�H��

�U�H�D�O�L�]�y�� �P�H�G�L�D�Q�W�H�� �3�&�5�� �F�R�Q�Y�H�Q�F�L�R�Q�D�O����

�H�P�S�O�H�D�Q�G�R���O�R�V���F�H�E�D�G�R�U�H�V���* �+�������\���3�&������

�����������—�0�������0�D�Q�J�R�0�L�[�Œ�����' �0�6�2���\�������—�/���G�H��

�$�' �1���H�Q���X�Q�D���P�H�]�F�O�D���I�L�Q�D�O���G�H���������—�/�����/�D�V��

�F�R�Q�G�L�F�L�R�Q�H�V�� �G�H�� �D�P�S�O�L�I�L�F�D�F�L�y�Q�� �L�Q�F�O�X�\�H�U�R�Q��

������ �F�L�F�O�R�V�� �F�R�Q�� �X�Q�D�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�� �G�H��

�D�O�L�Q�H�D�P�L�H�Q�W�R���G�H������ �ƒ�&���S�R�U���������V�H�J�X�Q�G�R�V��

���5�H�V�Q�L�F�N�� �H�W�� �D�O������ �������������� �( �O�� �S�U�R�G�X�F�W�R��

�H�V�S�H�U�D�G�R���� �G�H�� �������� �S�E���� �V�H�� �Y�L�V�X�D�O�L�]�y�� �S�R�U��

�H�O�H�F�W�U�R�I�R�U�H�V�L�V���H�Q���J�H�O���G�H���D�J�D�U�R�V�D���D�O������ ����

�( �Q�� �H�O�� �F�D�V�R�� �G�H�� �O�D�V�� �P�X�H�V�W�U�D�V�� �G�H�� �D�J�X�D�V��

�U�H�V�L�G�X�D�O�H�V�����V�H���X�W�L�O�L�]�y���H�O���E�D�F�W�H�U�L�y�I�D�J�R���3�3����

�F�R�P�R���F�R�Q�W�U�R�O���G�H�O���S�U�R�F�H�V�R�����H�Y�D�O�X�D�Q�G�R���D�V�t��

�O�D�� �H�I�L�F�L�H�Q�F�L�D�� �J�O�R�E�D�O�� �G�H�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�y�Q����

�H�[�W�U�D�F�F�L�y�Q�� �\�� �G�H�W�H�F�F�L�y�Q�� �G�H�� �i �F�L�G�R�V��

�Q�X�F�O�H�L�F�R�V�����/�D���G�H�W�H�F�F�L�y�Q���G�H���3�3�����V�H���U�H�D�O�L�]�y��

�S�R�U���5�7���T�3�&�5���F�R�Q���F�H�E�D�G�R�U�H�V���������I���������U���\��

�O�D���V�R�Q�G�D���������S�����X�W�L�O�L�]�D�Q�G�R���H�O���N�L�W���6�H�Q�V�L�0�L�[���,�,��

�3�U�R�E�H�� ���; �� �H�Q�� �X�Q�D�� �P�H�]�F�O�D�� �G�H�� ������ �—�/�� �\��

�F�R�Q�G�L�F�L�R�Q�H�V�� �W�p�U�P�L�F�D�V�� �H�V�W�D�Q�G�D�U�L�]�D�G�D�V����

�G�H�V�Q�D�W�X�U�D�O�L�]�D�F�L�y�Q�� �L�Q�L�F�L�D�O�� �D�� ���� �ƒ�&�� �S�R�U�� ����

�P�L�Q�X�W�R�V���V�H�J�X�L�G�D���G�H���������F�L�F�O�R�V���G�H������ �ƒ�&���S�R�U��

������ �V�H�J�X�Q�G�R�V�� �\�� ���� �ƒ�&�� �S�R�U���������V�H�J�X�Q�G�R�V��

���5�D�M�D�O���H�W���D�O���������������������/�D���L�Q�F�O�X�V�L�y�Q���G�H���H�V�W�H��

�F�R�Q�W�U�R�O�� �S�H�U�P�L�W�H�� �H�V�W�L�P�D�U�� �O�D���H�I�L�F�L�H�Q�F�L�D���G�H�O��

�S�U�R�F�H�V�R�� �\�� �G�H�W�H�F�W�D�U�� �S�R�W�H�Q�F�L�D�O�H�V��

�L�Q�K�L�E�L�F�L�R�Q�H�V���T�X�H���D�I�H�F�W�D�U�t�D�Q���O�D���V�H�Q�V�L�E�L�O�L�G�D�G��

�G�H�O���H�Q�V�D�\�R����
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�/�R�V�� �S�U�R�G�X�F�W�R�V�� �D�P�S�O�L�I�L�F�D�G�R�V�� �S�R�U�� �Q�H�V�W�H�G��

�3�&�5�� �I�X�H�U�R�Q�� �Y�L�V�X�D�O�L�]�D�G�R�V�� �P�H�G�L�D�Q�W�H��

�H�O�H�F�W�U�R�I�R�U�H�V�L�V�� �H�Q�� �J�H�O�� �G�H���D�J�D�U�R�V�D���D�O������ ��

�W�H�x�L�G�R���F�R�Q���* �H�O�5�H�G�Œ���R���* �R�R�G�9�L�H�Z�����O�R���T�X�H��

�S�H�U�P�L�W�L�y�� �F�R�Q�I�L�U�P�D�U�� �O�D�� �S�U�H�V�H�Q�F�L�D�� �G�H�� �O�R�V��

�I�U�D�J�P�H�Q�W�R�V�� �H�V�S�H�U�D�G�R�V�� ���������� �S�E�� �S�D�U�D�� �O�D��

�S�U�L�P�H�U�D���U�R�Q�G�D���\�����������S�E���S�D�U�D���O�D���V�H�J�X�Q�G�D������

�/�R�V�� �D�P�S�O�L�F�R�Q�H�V�� �F�R�Q�� �E�D�Q�G�D�V�� �F�O�D�U�D�V�� �\��

�H�V�S�H�F�t�I�L�F�D�V���I�X�H�U�R�Q���S�X�U�L�I�L�F�D�G�R�V���P�H�G�L�D�Q�W�H���H�O��

�N�L�W�� �=�\�P�R�� �5�H�V�H�D�U�F�K�� �' �1�$�� �&�O�H�D�Q�� �	 ��

�&�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�R�U���� �E�D�V�D�G�R�� �H�Q�� �F�R�O�X�P�Q�D�V�� �G�H��

�V�t�O�L�F�H���� �H�O�L�P�L�Q�D�Q�G�R�� �U�H�V�W�R�V�� �G�H�� �F�H�E�D�G�R�U�H�V����

�Q�X�F�O�H�y�W�L�G�R�V�����H�Q�]�L�P�D�V���\���V�D�O�H�V���T�X�H���S�R�G�U�t�D�Q��

�L�Q�W�H�U�I�H�U�L�U���H�Q���O�D���S�R�V�W�H�U�L�R�U���V�H�F�X�H�Q�F�L�D�F�L�y�Q����

�/�D���F�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�F�L�y�Q���G�H�O���$�' �1���D�P�S�O�L�I�L�F�D�G�R���V�H��

�U�H�D�O�L�]�y�� �G�H�� �I�R�U�P�D�� �V�H�P�L�F�X�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�D��

�P�H�G�L�D�Q�W�H�� �O�D�� �F�R�P�S�D�U�D�F�L�y�Q�� �Y�L�V�X�D�O�� �G�H�� �O�D��

�L�Q�W�H�Q�V�L�G�D�G���G�H���O�D�V���E�D�Q�G�D�V���H�Q���J�H�O���I�U�H�Q�W�H���D��

�X�Q�� �P�D�U�F�D�G�R�U�� �G�H�� �S�H�V�R�� �P�R�O�H�F�X�O�D�U��

���* �H�Q�H�5�X�O�H�U�� �������� �E�S�� �' �1�$�� �/�D�G�G�H�U���� �F�R�Q��

�H�V�W�i�Q�G�D�U�H�V�� �G�H�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�y�Q���F�R�Q�R�F�L�G�R�V����

�0�X�H�V�W�U�D�V���T�X�H���S�U�H�V�H�Q�W�D�E�D�Q���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�D��

�V�L�P�L�O�D�U�� �R�� �V�X�S�H�U�L�R�U�� �D�� �O�D�V�� �E�D�Q�G�D�V�� �G�H��

�U�H�I�H�U�H�Q�F�L�D�� ���S�R�U���H�M�H�P�S�O�R�������������E�S���F�R�Q��������

�Q�J���� �I�X�H�U�R�Q�� �F�R�Q�V�L�G�H�U�D�G�D�V�� �D�S�W�D�V�� �S�D�U�D��

�V�H�F�X�H�Q�F�L�D�F�L�y�Q����

�/�D���V�H�F�X�H�Q�F�L�D�F�L�y�Q���V�H���U�H�D�O�L�]�y���G�H���D�F�X�H�U�G�R��

�F�R�Q���H�O���W�L�S�R���G�H���P�X�H�V�W�U�D�����( �Q���H�O���F�D�V�R���G�H���O�D�V��

�F�O�t�Q�L�F�D�V�����V�H���X�W�L�O�L�]�y���V�H�F�X�H�Q�F�L�D�F�L�y�Q���6�D�Q�J�H�U��

�F�R�Q���O�R�V���F�H�E�D�G�R�U�H�V���G�H���O�D���V�H�J�X�Q�G�D���U�R�Q�G�D�����\��

�O�D�V���V�H�F�X�H�Q�F�L�D�V���R�E�W�H�Q�L�G�D�V���I�X�H�U�R�Q���H�G�L�W�D�G�D�V��

�F�R�Q�� �H�O�� �V�R�I�W�Z�D�U�H�� �6�H�T�0�D�Q�� ���' �1�$�6�7�$�5��

�/�D�V�H�U�J�H�Q�H������ �G�H�W�H�U�P�L�Q�D�Q�G�R�� �O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V��

�P�H�G�L�D�Q�W�H�� �O�D�� �K�H�U�U�D�P�L�H�Q�W�D�� �/���� �7�D�[�R�Q�R�P�\��

�7�R�R�O�� �G�L�V�S�R�Q�L�E�O�H�� �H�Q�� �H�O�� �V�L�W�L�R�� �G�H�� �3�D�9�(��

���3�D�S�L�O�O�R�P�D�9�L�U�X�V�� �(�S�L�V�W�H�P�H������ �3�D�U�D�� �O�D�V��

�D�J�X�D�V���U�H�V�L�G�X�D�O�H�V�����O�R�V���D�P�S�O�L�F�R�Q�H�V���I�X�H�U�R�Q��

�F�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�G�R�V�� �S�R�U���I�O�X�R�U�R�P�H�W�U�t�D���F�R�Q���4�X�E�L�W��

���7�K�H�U�P�R�)�L�V�K�H�U�� �6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F������ �D�J�U�X�S�D�G�R�V��

�H�T�X�L�P�R�O�D�U�P�H�Q�W�H���V�H�J�~�Q���O�D���H�V�W�D�F�L�y�Q���G�H�O���D�x�R��

�\�� �V�H�F�X�H�Q�F�L�D�G�R�V�� �P�H�G�L�D�Q�W�H���V�H�F�X�H�Q�F�L�D�F�L�y�Q��

�G�H�� �Q�X�H�Y�D�� �J�H�Q�H�U�D�F�L�y�Q�� ���1�* �6���� �X�W�L�O�L�]�D�Q�G�R��

�E�L�E�O�L�R�W�H�F�D�V���7�U�X�6�H�T���1�D�Q�R���' �1�$�����,�O�O�X�P�L�Q�D�����\��

�H�O�� �V�L�V�W�H�P�D�� �+�L�6�H�T���������� �F�R�Q�� �O�H�F�W�X�U�D�V��

�S�D�U�H�D�G�D�V�� �G�H�� �������� �S�E���� �/�D�V�� �V�H�F�X�H�Q�F�L�D�V��

�F�U�X�G�D�V�� �I�X�H�U�R�Q�� �S�U�R�F�H�V�D�G�D�V�� �H�Q�� �* �H�Q�H�L�R�X�V��

�3�U�L�P�H�Š�� ������������ �G�R�Q�G�H�� �V�H�� �H�O�L�P�L�Q�D�U�R�Q��

�D�G�D�S�W�D�G�R�U�H�V���� �G�X�S�O�L�F�D�G�R�V���� �V�H�� �I�X�V�L�R�Q�D�U�R�Q��

�O�D�V�� �O�H�F�W�X�U�D�V�� �\�� �V�H�� �H�O�L�P�L�Q�D�U�R�Q�� �T�X�L�P�H�U�D�V����

�)�L�Q�D�O�P�H�Q�W�H�����O�D�V���O�H�F�W�X�U�D�V���I�X�H�U�R�Q���D�O�L�Q�H�D�G�D�V��

�D�� �X�Q�D�� �E�D�V�H�� �G�H�� �G�D�W�R�V���S�H�U�V�R�Q�D�O�L�]�D�G�D���G�H��

�������� �J�H�Q�R�P�D�V�� �G�H�� �+�3�9�� �U�H�F�X�S�H�U�D�G�R�V���G�H�O��

�U�H�S�R�V�L�W�R�U�L�R���3�D�9�(����

�3�D�U�D���D�Q�D�O�L�]�D�U���O�D���U�H�O�D�F�L�y�Q���H�Q�W�U�H���Y�D�U�L�D�E�O�H�V��

�F�O�t�Q�L�F�D�V�� �\�� �D�P�E�L�H�Q�W�D�O�H�V���� �D�V�t�� �F�R�P�R�� �O�D��

�G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�y�Q�� �G�H�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�V�� �G�H�� �+�3�9�� �H�Q��

�D�P�E�R�V�� �W�L�S�R�V�� �G�H�� �P�X�H�V�W�U�D�V���� �V�H�� �D�S�O�L�F�D�U�R�Q��

�S�U�X�H�E�D�V���G�H���&�K�L���F�X�D�G�U�D�G�R���S�D�U�D���Y�D�U�L�D�E�O�H�V��

�F�D�W�H�J�y�U�L�F�D�V�� �\�� �S�U�X�H�E�D�V�� �G�H�� �S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�H�V����

�( �Q���O�R�V���F�D�V�R�V���F�R�Q���I�U�H�F�X�H�Q�F�L�D�V���E�D�M�D�V�����V�H��

�U�H�G�X�M�R���H�O���Q�~�P�H�U�R���G�H���R�E�V�H�U�Y�D�F�L�R�Q�H�V���R���V�H��

�X�W�L�O�L�]�D�U�R�Q�� �V�L�P�X�O�D�F�L�R�Q�H�V�� �S�D�U�D�� �F�D�O�F�X�O�D�U��

�Y�D�O�R�U�H�V���S���P�i �V���S�U�H�F�L�V�R�V�����7�R�G�R�V���O�R�V���D�Q�i�O�L�V�L�V��

�H�V�W�D�G�t�V�W�L�F�R�V���I�X�H�U�R�Q���U�H�D�O�L�]�D�G�R�V���X�W�L�O�L�]�D�Q�G�R���H�O��

�V�R�I�W�Z�D�U�H���5�����K�W�W�S�V�������Z�Z�Z���U���S�U�R�M�H�F�W���R�U�J��������
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�5�H�V�X�O�W�D�G�R�V���\���G�L�V�F�X�V�L�y�Q��

�(�V�W�H���H�V�W�X�G�L�R���D�Q�D�O�L�]�y���O�D���S�U�H�V�H�Q�F�L�D���G�H���+�3�9��

�H�Q�� �P�X�H�V�W�U�D�V�� �F�O�t�Q�L�F�D�V�� �\�� �G�H�� �D�J�X�D�V��

�U�H�V�L�G�X�D�O�H�V�� �U�H�F�R�O�H�F�W�D�G�D�V�� �H�Q�� �S�D�U�D�O�H�O�R��

�G�X�U�D�Q�W�H���X�Q���D�x�R���H�Q���6�D�O�W�R�����8�U�X�J�X�D�\�����F�R�Q���H�O��

�R�E�M�H�W�L�Y�R���G�H���R�E�W�H�Q�H�U���G�D�W�R�V���H�S�L�G�H�P�L�R�O�y�J�L�F�R�V��

�V�R�E�U�H���O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���G�H���D�O�W�R���\���E�D�M�R���U�L�H�V�J�R��

�H�Q�� �F�L�U�F�X�O�D�F�L�y�Q���� �/�D�� �F�R�P�S�D�U�D�F�L�y�Q�� �H�Q�W�U�H��

�D�P�E�D�V�� �P�D�W�U�L�F�H�V�� �S�H�U�P�L�W�L�y�� �G�H�V�F�U�L�E�L�U�� �F�R�Q��

�P�D�\�R�U���S�U�H�F�L�V�L�y�Q���O�D���G�L�Y�H�U�V�L�G�D�G���J�H�Q�p�W�L�F�D���G�H�O��

�Y�L�U�X�V���H�Q���O�D���S�R�E�O�D�F�L�y�Q�����$�X�Q�T�X�H���O�D���Y�L�J�L�O�D�Q�F�L�D��

�E�D�V�D�G�D���H�Q���D�J�X�D�V���U�H�V�L�G�X�D�O�H�V�����( �%�$�5�����K�D��

�V�L�G�R���X�W�L�O�L�]�D�G�D���G�H�V�G�H���K�D�F�H���G�p�F�D�G�D�V���S�D�U�D��

�P�R�Q�L�W�R�U�H�D�U�� �S�R�O�L�R�Y�L�U�X�V�� �\�� �D�G�T�X�L�U�L�y�� �J�U�D�Q��

�U�H�O�H�Y�D�Q�F�L�D�� �G�X�U�D�Q�W�H�� �O�D�� �S�D�Q�G�H�P�L�D�� �G�H��

�&�2�9�,�' �������� ���: �+�2���� ������������ �5�D�V�K�L�G�� �H�W�� �D�O������

�������������� �H�V�W�H�� �V�H�U�t�D�� �H�O�� �S�U�L�P�H�U�� �W�U�D�E�D�M�R�� �H�Q��

�6�D�O�W�R�� �T�X�H�� �F�R�P�S�D�U�D�� �G�L�U�H�F�W�D�P�H�Q�W�H�� �O�R�V��

�J�H�Q�R�W�L�S�R�V�� �G�H�W�H�F�W�D�G�R�V�� �H�Q�� �P�X�H�V�W�U�D�V��

�F�O�t�Q�L�F�D�V�� �F�R�Q�� �O�R�V�� �K�D�O�O�D�G�R�V�� �H�Q�� �D�J�X�D�V��

�U�H�V�L�G�X�D�O�H�V�����9�L�F�W�R�U�L�D���H�W���D�O�������������������' �L���%�R�Q�L�W�R��

�H�W���D�O�������������������0�H�M�L�D�V���0�R�O�L�Q�D���H�W���D�O���������������������/�D��

�D�S�O�L�F�D�F�L�y�Q�� �G�H�� �V�H�F�X�H�Q�F�L�D�F�L�y�Q���P�D�V�L�Y�D���S�R�U��

�D�P�S�O�L�F�R�Q�H�V�� ���1�* �6���� �H�Q�� �O�D�V�� �P�X�H�V�W�U�D�V��

�D�P�E�L�H�Q�W�D�O�H�V�� �S�H�U�P�L�W�L�y�� �D�G�H�P�i �V�� �X�Q�D��

�F�D�U�D�F�W�H�U�L�]�D�F�L�y�Q�� �P�i �V�� �G�H�W�D�O�O�D�G�D�� �G�H�� �O�D��

�G�L�Y�H�U�V�L�G�D�G���G�H���+�3�9���H�Q���O�D���F�R�P�X�Q�L�G�D�G����

�6�H���D�Q�D�O�L�]�D�U�R�Q�����������P�X�H�V�W�U�D�V���F�H�U�Y�L�F�D�O�H�V���G�H��

�P�X�M�H�U�H�V�� �S�U�H�Y�L�D�P�H�Q�W�H�� �G�L�D�J�Q�R�V�W�L�F�D�G�D�V��

�F�R�P�R���S�R�V�L�W�L�Y�D�V���S�D�U�D���+�3�9���P�H�G�L�D�Q�W�H���3�$�3����

�G�H���O�D�V���F�X�D�O�H�V���H�O�������� ���U�H�V�X�O�W�D�U�R�Q���S�R�V�L�W�L�Y�D�V��

�S�R�U���3�&�5�����G�H�W�H�F�W�i�Q�G�R�V�H���F�R�L�Q�I�H�F�F�L�R�Q�H�V���H�Q��

�H�O�������� ���G�H���O�R�V���F�D�V�R�V�����7�R�G�D�V���O�D�V���P�X�H�V�W�U�D�V��

�V�X�S�H�U�D�U�R�Q���H�O���F�R�Q�W�U�R�O���G�H���F�D�O�L�G�D�G���P�H�G�L�D�Q�W�H��

�D�P�S�O�L�I�L�F�D�F�L�y�Q�� �G�H�O�� �J�H�Q�� �����J�O�R�E�L�Q�D���� �( �Q�� �O�R�V��

�K�D�O�O�D�]�J�R�V�� �F�L�W�R�O�y�J�L�F�R�V���� �V�H�� �R�E�V�H�U�Y�D�U�R�Q��

�F�L�W�R�O�R�J�t�D�V�� �Q�R�U�P�D�O�H�V�� �\�� �$�6�&���8�6�� �H�Q��

�P�H�Q�R�U�H�V���G�H���������D�x�R�V�����O�H�V�L�R�Q�H�V���&�,�1�����H�Q�W�U�H��

�O�R�V���������\���������D�x�R�V���\���H�Q���P�D�\�R�U�H�V���G�H�����������\��

�O�H�V�L�R�Q�H�V���&�,�1�����H�Q���O�R�V���J�U�X�S�R�V���G�H���������D��������

�D�x�R�V�� �\�� �W�D�P�E�L�p�Q���H�Q���P�D�\�R�U�H�V���G�H�����������6�H��

�H�Q�F�R�Q�W�U�y���X�Q�D���D�V�R�F�L�D�F�L�y�Q���V�L�J�Q�L�I�L�F�D�W�L�Y�D���H�Q�W�U�H��

�O�R�V���U�H�V�X�O�W�D�G�R�V���F�L�W�R�O�y�J�L�F�R�V���\���O�D���H�G�D�G�����S��� ��

���������������D�X�Q�T�X�H���Q�R���V�H���H�Y�L�G�H�Q�F�L�y���F�R�U�U�H�O�D�F�L�y�Q��

�H�Q�W�U�H�� �O�D�� �F�O�D�V�L�I�L�F�D�F�L�y�Q�� �G�H�O�� �+�3�9�� �\�� �O�D��

�F�L�W�R�O�R�J�t�D�����Q�L���H�Q�W�U�H���H�O���W�L�S�R���Y�L�U�D�O���\���H�O���J�U�X�S�R��

�H�W�D�U�L�R����
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�� �* �U�X�S�R���S�R�U���H�G�D�G��

�� �”������ ������������ ������������ ������������ �•������

�&�L�W�R�O�R�J�t�D���� �� �� �� �� ��

�1�R�U�P�D�O�� ������������������ ���� ������������������ ���� ������������������ ���� ���� ����

�$�6�&�8�6�� ���������������� ���� ���� ���� ���� ����

�&�,�1���� ������������������ ���� ������������������ ���� ������������������ ���� ������������������ ���� ����

�&�,�1���� ���� ���� ������������������ ���� ���� ���������������� ����

�&�,�1���� ���� ���������������� ���� ������������������ ������ ���� ���������������� ����

�7�R�W�D�O�� ������ ������ ������ ���� ����

�� �� �� �� �� ��

�+�3�9���F�O�D�V�L�I�L�F�D�F�L�y�Q�� �� �� �� �� ��

�Q�R���� �G�H�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�V��

�+�3�9���+�5�� ���� ������ ���� ���� ����

�Q�R���� �G�H�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�V��

�+�3�9���/�5�� ���� ���� ���� ���� ����

�7�D�E�O�D���������' �L�V�W�U�L�E�X�F�L�y�Q���G�H�O���D�Q�i�O�L�V�L�V���F�L�W�R�O�y�J�L�F�R���G�H�O���S�U�R�F�H�G�L�P�L�H�Q�W�R���3�$�3���\���F�O�D�V�L�I�L�F�D�F�L�y�Q���G�H�O���+�3�9��

�V�H�J�~�Q���O�R�V���J�U�X�S�R�V���G�H���H�G�D�G���G�H���O�D�V���S�D�F�L�H�Q�W�H�V����

�( �Q�� �W�R�W�D�O���� �V�H�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U�R�Q�� ������ �J�H�Q�R�W�L�S�R�V��

�G�L�V�W�L�Q�W�R�V���G�H���+�3�9���H�Q���O�D�V���P�X�H�V�W�U�D�V���F�O�t�Q�L�F�D�V����

�G�H���O�R�V���F�X�D�O�H�V���������������� �����I�X�H�U�R�Q���F�O�D�V�L�I�L�F�D�G�R�V��

�F�R�P�R���+�3�9���+�5���������������� �����F�R�P�R���+�3�9���/�5���\������

�������� ���� �Q�R�� �S�H�U�W�H�Q�H�F�L�H�U�R�Q�� �D�� �Q�L�Q�J�X�Q�D�� �G�H��

�H�V�W�D�V���F�D�W�H�J�R�U�t�D�V�����( �Q�W�U�H���O�D�V���������P�X�H�V�W�U�D�V��

�S�R�V�L�W�L�Y�D�V�� �S�D�U�D�� �+�3�9�� �F�R�Q�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�V��

�G�H�W�H�U�P�L�Q�D�G�R�V���� �O�R�V�� �W�L�S�R�V�� �+�3�9���+�5��

�H�V�W�X�Y�L�H�U�R�Q���S�U�H�V�H�Q�W�H�V���H�Q���H�O������������ ������������������
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�G�H�� �O�R�V�� �F�D�V�R�V���� �O�R�V�� �W�L�S�R�V�� �+�3�9���/�5�� �H�Q�� �H�O��

���������� �� ���������������� �\�� �O�R�V�� �Q�R�� �F�O�D�V�L�I�L�F�D�G�R�V��

�U�H�S�U�H�V�H�Q�W�D�U�R�Q���H�O������������ ���U�H�V�W�D�Q�W�H��������������������

�8�Q�D���P�X�H�V�W�U�D���V�H���G�H�W�H�F�W�y���F�R�P�R���F�R�L�Q�I�H�F�F�L�y�Q��

�F�R�Q�� �O�R�V�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�V�� ������ �\�� �������� �\�� �R�W�U�D�V�� ����

�P�X�H�V�W�U�D�V�� �S�U�H�V�H�Q�W�D�U�R�Q�� �F�R�L�Q�I�H�F�F�L�R�Q�H�V�� �V�L�Q��

�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�F�L�y�Q�� �L�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O�� �G�H�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�V����

�$�G�H�P�i �V���� �Q�R�� �V�H�� �S�X�G�R�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�D�U�� �H�O��

�J�H�Q�R�W�L�S�R���H�Q���X�Q�D���P�X�H�V�W�U�D�����/�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V��

�+�3�9������ �\�� �+�3�9�������� �I�X�H�U�R�Q�� �O�R�V�� �P�i �V��

�S�U�H�Y�D�O�H�Q�W�H�V���F�R�Q���H�O�������� �����������������\���H�O�������� ��

���������������� �G�H�� �P�X�H�V�W�U�D�V�� �S�R�V�L�W�L�Y�D�V����

�U�H�V�S�H�F�W�L�Y�D�P�H�Q�W�H���� �O�R�� �T�X�H�� �F�R�L�Q�F�L�G�H�� �F�R�Q��

�H�V�W�X�G�L�R�V���U�H�J�L�R�Q�D�O�H�V���S�U�H�Y�L�R�V�����I�L�J�X�U�D����������

��

��

�)�L�J�X�U�D���������' �L�V�W�U�L�E�X�F�L�y�Q���G�H���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���G�H�W�H�F�W�D�G�R�V���H�Q���P�X�H�V�W�U�D�V���F�O�t�Q�L�F�D�V�����( �Q���U�R�V�D�G�R���V�H���P�X�H�V�W�U�D�Q��

�O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���G�H���D�O�W�R���U�L�H�V�J�R�����+�3�9���+�5�������H�Q���D�P�D�U�L�O�O�R���O�R�V���G�H���E�D�M�R���U�L�H�V�J�R�����+�3�9���/�5�����\���H�Q���Y�H�U�G�H��

�O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���T�X�H���Q�R���V�H���H�Q�F�X�H�Q�W�U�D�Q���H�Q���Q�L�Q�J�X�Q�D���F�D�W�H�J�R�U�t�D������

��

�/�D���Y�L�J�L�O�D�Q�F�L�D���D�P�E�L�H�Q�W�D�O���L�Q�F�O�X�\�y���H�O���D�Q�i�O�L�V�L�V��

�G�H�� ������ �P�X�H�V�W�U�D�V�� �P�H�Q�V�X�D�O�H�V�� �G�H�� �D�J�X�D�V��

�U�H�V�L�G�X�D�O�H�V���U�H�F�R�O�H�F�W�D�G�D�V���H�Q���H�O���D�I�O�X�H�Q�W�H���G�H��

�O�D�� �S�O�D�Q�W�D�� �G�H�� �W�U�D�W�D�P�L�H�Q�W�R�� �G�H���2�6�(���H�Q���O�D��

�F�L�X�G�D�G�� �G�H�� �6�D�O�W�R���� �&�R�P�R�� �F�R�Q�W�U�R�O�� �G�H�O��

�S�U�R�F�H�G�L�P�L�H�Q�W�R�����V�H���H�P�S�O�H�y���H�O���E�D�F�W�H�U�L�y�I�D�J�R��

�3�3�������T�X�H���I�X�H���U�H�F�X�S�H�U�D�G�R���F�R�Q���p�[�L�W�R���H�Q���H�O��

�������� �� �G�H�� �O�D�V�� �P�X�H�V�W�U�D�V���� �F�R�Q��

�F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�R�Q�H�V�� �T�X�H�� �R�V�F�L�O�D�U�R�Q�� �H�Q�W�U�H��

�������î�����A���� �\�� �������î�����A���� �F�R�S�L�D�V���P�/����

�H�Y�L�G�H�Q�F�L�D�Q�G�R���X�Q�D���H�I�L�F�L�H�Q�F�L�D���F�R�Q�V�W�D�Q�W�H���D���O�R��

�O�D�U�J�R�� �G�H�O�� �H�V�W�X�G�L�R�����( �O���$�' �1���G�H�O���+�3�9���I�X�H��

�G�H�W�H�F�W�D�G�R���H�Q�������G�H���O�D�V���������P�X�H�V�W�U�D�V���������� ������

�X�Q�D���S�U�H�Y�D�O�H�Q�F�L�D���T�X�H���V�X�S�H�U�D���O�D���U�H�S�R�U�W�D�G�D��

�S�R�U�� �9�L�F�W�R�U�L�D�� �H�W�� �D�O���� �������������� �H�Q�� �O�D�� �P�L�V�P�D��

�F�L�X�G�D�G���������� �������\���W�D�P�E�L�p�Q���H�V���P�i �V���D�O�W�D���T�X�H��
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�O�D���L�Q�I�R�U�P�D�G�D���H�Q���H�V�W�X�G�L�R�V���L�Q�W�H�U�Q�D�F�L�R�Q�D�O�H�V����

�F�R�P�R�� �O�R�V�� �G�H�� �$�K�P�H�G�� �H�W�� �D�O���� �������������� �\��

�6�K�D�K�H�H�Q���H�W���D�O���������������������T�X�H���U�H�J�L�V�W�U�D�Q���H�Q�W�U�H��

���������� �� �\�� ������ �� �H�Q�� �(�J�L�S�W�R���� �2�W�U�D�V��

�L�Q�Y�H�V�W�L�J�D�F�L�R�Q�H�V�� �K�D�Q�� �G�R�F�X�P�H�Q�W�D�G�R��

�S�U�H�Y�D�O�H�Q�F�L�D���T�X�H���Y�D�U�t�D�Q���H�Q�W�U�H�������� ���\�������� ��

���6�\�P�R�Q�G�V�� �H�W�� �D�O������ �������������/�D���5�R�V�D���H�W���D�O������

�������������� �O�R�� �T�X�H�� �V�X�J�L�H�U�H�� �T�X�H�� �H�V�W�D�V��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�D�V���S�X�H�G�H�Q���H�V�W�D�U���U�H�O�D�F�L�R�Q�D�G�D�V���F�R�Q��

�O�D�� �G�L�Q�i�P�L�F�D�� �Y�L�U�D�O�� �O�R�F�D�O���� �O�D�� �F�R�E�H�U�W�X�U�D��

�Y�D�F�X�Q�D�O���� �O�D�V�� �F�R�V�W�X�P�E�U�H�V�� �V�H�[�X�D�O�H�V���� �O�D��

�V�H�Q�V�L�E�L�O�L�G�D�G�� �G�H�� �O�R�V�� �P�p�W�R�G�R�V�� �R�� �O�D�V��

�F�D�U�D�F�W�H�U�t�V�W�L�F�D�V���G�H�O���V�D�Q�H�D�P�L�H�Q�W�R����

�/�D�� �F�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�F�L�y�Q�� �G�H�O�� �$�' �1�� �G�H�O�� �+�3�9�� �H�Q��

�D�J�X�D�V���U�H�V�L�G�X�D�O�H�V���P�H�G�L�D�Q�W�H���T�3�&�5���U�H�Y�H�O�y��

�F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�R�Q�H�V���T�X�H���Y�D�U�L�D�U�R�Q���H�Q�W�U�H��������������

�\�� ������ �F�R�S�L�D�V�� �J�H�Q�y�P�L�F�D�V���/���� �F�R�Q�� �X�Q�D��

�G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�y�Q���G�H�V�L�J�X�D�O���D���O�R���O�D�U�J�R���G�H�O���D�x�R����

�( �V�W�R�V�� �Q�L�Y�H�O�H�V�� �V�R�Q�� �L�Q�I�H�U�L�R�U�H�V�� �D�� �O�R�V��

�U�H�S�R�U�W�D�G�R�V���S�R�U���6�K�D�K�H�H�Q���H�W���D�O�������������������H�Q��

�(�J�L�S�W�R�������������î�����A�����D���������î�����A�����F�R�S�L�D�V���/������

�O�R�� �T�X�H�� �V�X�J�L�H�U�H�� �T�X�H�� �I�D�F�W�R�U�H�V�� �F�R�P�R�� �O�D��

�G�H�Q�V�L�G�D�G�� �S�R�E�O�D�F�L�R�Q�D�O���� �H�O�� �W�L�S�R�� �G�H��

�V�D�Q�H�D�P�L�H�Q�W�R���� �O�D�� �W�D�V�D�� �G�H�� �D�F�O�D�U�D�P�L�H�Q�W�R��

�Y�L�U�D�O�����O�D���F�R�E�H�U�W�X�U�D���Y�D�F�X�Q�D�O�����O�D�V���F�R�Q�G�L�F�L�R�Q�H�V��

�F�O�L�P�i �W�L�F�D�V���\���O�D���G�H�J�U�D�G�D�F�L�y�Q���D�P�E�L�H�Q�W�D�O���G�H�O��

�$�' �1�� �Y�L�U�D�O�� �S�X�H�G�H�Q�� �L�Q�I�O�X�L�U�� �H�Q�� �O�R�V�� �Q�L�Y�H�O�H�V��

�G�H�W�H�F�W�D�G�R�V���� �/�D�� �F�R�Q�V�L�V�W�H�Q�F�L�D�� �H�Q�� �O�D��

�U�H�F�X�S�H�U�D�F�L�y�Q���G�H�O���I�D�J�R���3�3�����G�X�U�D�Q�W�H���W�R�G�R���H�O��

�S�H�U�t�R�G�R���G�H���P�X�H�V�W�U�H�R���H�V���F�R�P�S�D�U�D�E�O�H���D���O�D��

�L�Q�I�R�U�P�D�G�D�� �S�R�U�� �9�L�F�W�R�U�L�D�� �H�W�� �D�O���� ����������������

�U�H�I�R�U�]�D�Q�G�R�� �O�D�� �F�R�Q�I�L�D�E�L�O�L�G�D�G�� �G�H�O�� �F�R�Q�W�U�R�O��

�X�W�L�O�L�]�D�G�R����

�( �Q�� �O�D�V�� �P�X�H�V�W�U�D�V�� �G�H�� �D�J�X�D�V�� �U�H�V�L�G�X�D�O�H�V��

�D�Q�D�O�L�]�D�G�D�V�� �S�R�U�� �1�* �6�� �V�H�� �R�E�W�X�Y�L�H�U�R�Q��

���������������� �O�H�F�W�X�U�D�V�� �T�X�H�� �S�H�U�P�L�W�L�H�U�R�Q��

�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U���������J�H�Q�R�W�L�S�R�V���G�H���+�3�9���G�L�V�W�L�Q�W�R�V����

���� �+�3�9���+�5���� ���� �G�H���+�3�9���/�5���\���������T�X�H���Q�R��

�I�X�H�U�R�Q���F�O�D�V�L�I�L�F�D�G�R�V���H�Q���H�V�W�R�V���J�U�X�S�R�V�����I�L�J�X�U�D��
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�)�L�J�X�U�D���������' �L�V�W�U�L�E�X�F�L�y�Q���G�H���O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���G�H�W�H�F�W�D�G�R�V���H�Q���O�D�V���P�X�H�V�W�U�D�V���G�H���D�J�X�D�V���U�H�V�L�G�X�D�O�H�V�����( �Q��

�U�R�V�D�G�R���V�H���L�Q�G�L�F�D�Q���O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���G�H���D�O�W�R���U�L�H�V�J�R�����+�3�9���+�5�������H�Q���D�P�D�U�L�O�O�R���O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���G�H���E�D�M�R��

�U�L�H�V�J�R�����+�3�9���/�5�����\���H�Q���Y�H�U�G�H���O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���T�X�H���Q�R���S�H�U�W�H�Q�H�F�H�Q���D���Q�L�Q�J�X�Q�D���G�H���H�V�W�D�V���G�R�V��

�F�D�W�H�J�R�U�t�D�V�����
�����J�H�Q�R�W�L�S�R�V���F�R�Q���X�Q�D���V�R�O�D���O�H�F�W�X�U�D����

�( �Q���F�R�Q�M�X�Q�W�R�����V�H���L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U�R�Q���������J�H�Q�R�W�L�S�R�V��

�~�Q�L�F�R�V���H�Q���W�R�G�R���H�O���H�V�W�X�G�L�R�����G�H���O�R�V���F�X�D�O�H�V��������

�������� ���� �H�V�W�X�Y�L�H�U�R�Q�� �S�U�H�V�H�Q�W�H�V�� �H�Q�� �D�J�X�D�V��

�U�H�V�L�G�X�D�O�H�V�����O�R���T�X�H���G�H�V�W�D�F�D���O�D���X�W�L�O�L�G�D�G���G�H��

�H�V�W�H�� �W�L�S�R�� �G�H�� �P�D�W�U�L�]�� �S�D�U�D�� �F�D�S�W�X�U�D�U�� �X�Q�D��

�U�H�S�U�H�V�H�Q�W�D�F�L�y�Q�� �D�P�S�O�L�D�� �G�H�� �O�D�� �G�L�Y�H�U�V�L�G�D�G��

�Y�L�U�D�O���H�Q���O�D���S�R�E�O�D�F�L�y�Q�����1�R���R�E�V�W�D�Q�W�H�����F�X�D�W�U�R��

�J�H�Q�R�W�L�S�R�V���V�H���H�Q�F�R�Q�W�U�D�U�R�Q���H�[�F�O�X�V�L�Y�D�P�H�Q�W�H��

�H�Q���P�X�H�V�W�U�D�V���F�O�t�Q�L�F�D�V�����O�R���T�X�H���V�X�E�U�D�\�D���O�D��

�Q�H�F�H�V�L�G�D�G���G�H���L�Q�W�H�J�U�D�U���H�V�W�U�D�W�H�J�L�D�V���F�O�t�Q�L�F�D�V��

�\���D�P�E�L�H�Q�W�D�O�H�V���H�Q���O�D���Y�L�J�L�O�D�Q�F�L�D���G�H�O���+�3�9����

�( �Q�W�U�H���O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���P�i �V���I�U�H�F�X�H�Q�W�H�V���H�Q���O�R�V��

�G�R�V���W�L�S�R�V���G�H���P�X�H�V�W�U�D�V���V�R�E�U�H�V�D�O�L�H�U�R�Q���O�R�V��

�G�H���D�O�W�R���U�L�H�V�J�R���+�3�9���������\���+�3�9�����������M�X�Q�W�R���F�R�Q��

�+�3�9���������T�X�H���H�V���G�H���E�D�M�R���U�L�H�V�J�R�����W�D�E�O�D����������

�( �V�W�R�� �H�V�� �F�R�Q�V�L�V�W�H�Q�W�H�� �F�R�Q�� �H�V�W�X�G�L�R�V��

�Q�D�F�L�R�Q�D�O�H�V�� �\�� �U�H�J�L�R�Q�D�O�H�V�� �T�X�H�� �W�D�P�E�L�p�Q��

�P�X�H�V�W�U�D�Q�� �D�O�� �+�3�9�������� �F�R�P�R�� �H�O�� �W�L�S�R�� �P�i �V��

�S�U�H�Y�D�O�H�Q�W�H���H�Q���O�H�V�L�R�Q�H�V���F�H�U�Y�L�F�D�O�H�V���\���F�R�P�R��

�H�O���P�i �V���F�R�P�~�Q���H�Q���H�V�W�X�G�L�R�V���L�Q�W�H�U�Q�D�F�L�R�Q�D�O�H�V��

���%�H�U�R�L�V���H�W���D�O�������������������5�D�P�D�V���H�W���D�O������������������

�&�R�U�U�H�D�� �H�W�� �D�O���������������������$�G�H�P�i �V�����O�R�V���W�L�S�R�V��

�+�3�9�������\���+�3�9���������I�X�H�U�R�Q���O�R�V���P�i �V���F�R�P�X�Q�H�V��

�H�Q�W�U�H���O�R�V���G�H���E�D�M�R���U�L�H�V�J�R���H�Q���O�D�V���P�X�H�V�W�U�D�V��

�F�O�t�Q�L�F�D�V�����L�J�X�D�O���T�X�H���H�Q���H�V�W�X�G�L�R�V���X�U�X�J�X�D�\�R�V��

�D�Q�W�H�U�L�R�U�H�V�� ���5�D�P�D�V�� �H�W�� �D�O������ �������������� �&�D�E�H��

�V�H�x�D�O�D�U�� �T�X�H�� �H�O�� �+�3�9������ �\�� �H�O�� �+�3�9��������

�H�V�W�X�Y�L�H�U�R�Q���S�U�H�V�H�Q�W�H�V���H�Q���D�J�X�D�V���U�H�V�L�G�X�D�O�H�V��

�G�X�U�D�Q�W�H�� �W�R�G�R�� �H�O�� �D�x�R���� �G�H�� �D�F�X�H�U�G�R�� �F�R�Q��
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�H�V�W�X�G�L�R�V�� �U�H�D�O�L�]�D�G�R�V�� �H�Q�� �(�V�S�D�x�D��

���0�D�U�W�t�Q�H�]���3�X�F�K�R�O���H�W���D�O��������������������

��

���� �* �H�Q�R�W�L�S�R��

�0�X�H�V�W�U�D�V���F�O�L�Q�L�F�D�V�D�� ���� ������ ������ ������ ���� ���� ����

�0�X�H�V�W�U�D�V���G�H���D�J�X�D���U�H�V�L�G�X�D�O�����,�Q�Y�L�H�U�Q�R���E�� ���� ���� ���� ������ ������ ���� ����

�0�X�H�V�W�U�D�V�� �G�H�� �D�J�X�D�� �U�H�V�L�G�X�D�O��

���3�U�L�P�D�Y�H�U�D���E��
���� ������ ���� ������ ���� ���� ����

�0�X�H�V�W�U�D�V���G�H���D�J�X�D���U�H�V�L�G�X�D�O�����9�H�U�D�Q�R���E�� ���� ������ ������ ������ ���� ���� ����

�0�X�H�V�W�U�D�V���G�H���D�J�X�D���U�H�V�L�G�X�D�O�����2�W�R�x�R���E�� ���� ���� ������ ������ ������ ������ ��������

�D�����J�H�Q�R�W�L�S�R�V���F�R�Q���P�i �V���G�H�������P�X�H�V�W�U�D�V�����E�����J�H�Q�R�W�L�S�R�V���F�R�Q���P�i �V���G�H�������������U�H�D�G�V����

��

�7�D�E�O�D���������' �L�V�W�U�L�E�X�F�L�y�Q���G�H���O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���P�i �V���S�U�H�Y�D�O�H�Q�W�H�V���W�D�Q�W�R���H�Q���P�X�H�V�W�U�D�V���F�O�t�Q�L�F�D�V���F�R�P�R���H�Q��

�P�X�H�V�W�U�D�V���G�H���D�J�X�D���U�H�V�L�G�X�D�O������

�/�R�V���U�H�V�X�O�W�D�G�R�V���W�D�P�E�L�p�Q���H�Y�L�G�H�Q�F�L�D�U�R�Q���X�Q�D��

�Y�D�U�L�D�F�L�y�Q���H�V�W�D�F�L�R�Q�D�O���H�Q���O�D���I�U�H�F�X�H�Q�F�L�D���G�H��

�O�R�V���J�H�Q�R�W�L�S�R�V���H�Q���D�J�X�D�V���U�H�V�L�G�X�D�O�H�V�����+�3�9��������

�������\���������I�X�H�U�R�Q���S�U�H�G�R�P�L�Q�D�Q�W�H�V���H�Q���L�Q�Y�L�H�U�Q�R����

�+�3�9���������\���������H�Q���S�U�L�P�D�Y�H�U�D�����+�3�9����������������������

�\���������H�Q���Y�H�U�D�Q�R�����\���+�3�9���������������������������������������\��

���������H�Q���R�W�R�x�R�����I�L�J�X�U�D�����������( �V�W�D���G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�y�Q��

�W�H�P�S�R�U�D�O���D�P�S�O�t�D���H�O���F�R�Q�R�F�L�P�L�H�Q�W�R���S�U�H�Y�L�R���H�Q��

�H�V�W�X�G�L�R�V�� �L�Q�W�H�U�Q�D�F�L�R�Q�D�O�H�V���� �T�X�H�� �K�D�Q��

�D�Q�D�O�L�]�D�G�R���O�D���S�U�H�V�H�Q�F�L�D���J�O�R�E�D�O���G�H�O���+�3�9���V�L�Q��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�D�U���V�X���G�L�Q�i�P�L�F�D���H�V�W�D�F�L�R�Q�D�O�����$�K�P�H�G��

�H�W�� �D�O������ ������������ �6�K�D�K�H�H�Q�� �H�W�� �D�O������ ��������������

�$�V�L�P�L�V�P�R�����O�D���D�O�W�D���I�U�H�F�X�H�Q�F�L�D���G�H���+�3�9��������

�G�X�U�D�Q�W�H���W�R�G�R���H�O���D�x�R���\���O�D���H�V�W�D�F�L�R�Q�D�O�L�G�D�G���G�H�O��

�+�3�9���������\���+�3�9���������U�H�I�X�H�U�]�D�Q���O�D���U�H�O�H�Y�D�Q�F�L�D��

�G�H���F�R�Q�V�L�G�H�U�D�U���O�R�V���F�D�P�E�L�R�V���W�H�P�S�R�U�D�O�H�V���\��

�H�V�W�D�F�L�R�Q�D�O�H�V�� �H�Q�� �O�D�� �Y�L�J�L�O�D�Q�F�L�D�� �D�P�E�L�H�Q�W�D�O����

�0�i �V���H�V�W�X�G�L�R�V���F�R�Q�V�L�G�H�U�D�Q�G�R���X�Q�D���Y�H�Q�W�D�Q�D��

�W�H�P�S�R�U�D�O���D�P�S�O�L�D���G�H���S�R�U���O�R���P�H�Q�R�V�������D�x�R�V��

�V�R�Q�� �Q�H�F�H�V�D�U�L�R�V�� �S�D�U�D�� �S�R�G�H�U�� �V�D�F�D�U��

�F�R�Q�F�O�X�V�L�R�Q�H�V�� �I�L�U�P�H�V�� �F�R�Q�� �U�H�V�S�H�F�W�R�� �D�O��

�S�D�W�U�y�Q���H�V�W�D�F�L�R�Q�D�O���G�H���H�V�W�H���Y�L�U�X�V����
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�)�L�J�X�U�D���������)�U�H�F�X�H�Q�F�L�D���G�H���U�H�D�G�V���S�R�U���J�H�Q�R�W�L�S�R���H�Q���P�X�H�V�W�U�D�V���G�H���D�J�X�D�V���U�H�V�L�G�X�D�O�H�V���V�H�J�~�Q���O�D��

�H�V�W�D�F�L�y�Q���G�H�O���D�x�R����

�( �Q���F�X�D�Q�W�R���D���O�D���F�R�E�H�U�W�X�U�D���Y�D�F�X�Q�D�O���F�R�Q�W�U�D���H�O��

�+�3�9���H�Q���8�U�X�J�X�D�\�����V�L���E�L�H�Q���H�O���+�3�9���������H�V�W�i��

�L�Q�F�O�X�L�G�R�� �H�Q�� �O�D�� �Y�D�F�X�Q�D�� �W�H�W�U�D�Y�D�O�H�Q�W�H�� �\��

�P�R�V�W�U�y�� �D�O�W�D�� �I�U�H�F�X�H�Q�F�L�D���� �R�W�U�R�V�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�V��

�R�Q�F�R�J�p�Q�L�F�R�V���F�R�P�R���H�O���+�3�9���������\���H�O���+�3�9��������

�W�D�P�E�L�p�Q���I�X�H�U�R�Q���G�H�W�H�F�W�D�G�R�V�����( �V�W�R���U�H�I�X�H�U�]�D��

�O�D�� �Q�H�F�H�V�L�G�D�G�� �G�H�� �I�R�U�W�D�O�H�F�H�U�� �O�D�� �F�R�E�H�U�W�X�U�D��
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Resumen  

El crecimiento adecuado durante la internación neonatal es un objetivo clínico fundamental 

en el cuidado de los recién nacidos prematuros de alto riesgo. La nutrición temprana y con 

volúmenes altos de Leche Humana (LH) son prácticas de alto impacto y previenen 

complicaciones asociadas a la prematurez. Objetivo:  evaluar las prácticas nutricionales y el 

crecimiento durante la internación neonatal. Materiales y métodos:  niños nacidos 

�S�U�H�P�D�W�X�U�R�V���F�R�Q���H�G�D�G���J�H�V�W�D�F�L�R�Q�D�O�����(�*���� �”�� ������ �V�H�P�D�Q�D�V���\�� �S�H�V�R���G�H���Q�D�F�L�P�L�H�Q�W�R�����3�1���� �”�� ���������J����

del 01/9/2023 al 01/9/2024. Variables: perinatales, morbilidades, alimentación parenteral 

(APT) y enteral (AE). Diseño descriptivo de corte transversal. Resultados:  se incluyeron 58 

neonatos, los promedios al nacer: EG 29,8 ±1.8 sem, PN 1233 ±206 g. Bajo peso 12%. DBP 

45%, Sepsis tardía 36%, HIV y ROP 22%. Días de internación: 81 ± 43,8 d. Variables 

nutricionales (medias) Ayuno: 7 ± 8,5 d, frecuencia de suspensión 1,8 ± 1,4. APT: 21 ± 16 d. 

Alimentación Enteral (AE) (medias): edad inicio 1 ± 2 d, 91% con fórmula láctea. Iniciaron 

con LH a los 6 ± 5,6 d. Alcanzaron un volumen de 100 ml/kg/día a los 14 ± 9,3 d. Durante la 

internación 95% de los niños recibieron LH con un volumen ingerido 2270 ml. Uso de 

fortificadores 15%. Al egreso el 38% tuvo bajo peso. Conclusiones:  los elevados días de 

ayuno y el retraso para incrementar el volumen enteral, explicaría el uso prolongado de APT 

y la sepsis tardía registrada. El uso de LH si bien fue elevado, la incorporación de 

fortificadores fue insuficiente. La prevalencia de desnutrición postnatal al egreso fue alta. Es 

un desafío sistematizar las prácticas nutricionales en esta Unidad y mejorar así los 

resultados de crecimiento en este grupo de alto riesgo. 

 

Palabras clave:  recién nacido prematuro, leche humana, crecimiento. 
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Introducción  

La prematurez constituye uno de los 

principales problemas de salud pública en 

el mundo: la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) la define como el nacimiento 

antes de las 37 semanas de gestación, y 

clasifica a los prematuros extremos (22�±

27,6 semanas), muy prematuros (28�±31,6 

semanas) y moderados o tardíos (32�±36,6 

semanas) (OMS, 2023). En Argentina, en 

2023, la tasa de prematurez fue del 9,4% 

sobre 460.902 nacidos vivos, con valores 

más elevados en algunas provincias como 

Tucumán (12,5%) (Dirección de 

Estadísticas e Información en Salud, 

2023). 

Los recién nacidos con edad gestacional 

�”������ �V�H�P�D�Q�D�V�� �\�� �S�H�V�R�� �D�O�� �Q�D�F�H�U�� �”���������� �J��

(muy bajo peso al nacer, MBPN) 

presentan un riesgo particularmente alto 

de restricción de crecimiento extrauterino 

(RCEU) debido a su inmadurez fisiológica, 

mayor vulnerabilidad a enfermedades y 

elevada probabilidad de sufrir déficits 

nutricionales acumulativos durante la 

internación (Ong et al., 2015; Rochow, 

Landau-Crangle, & Fusch, 2013). El 

crecimiento adecuado durante la 

internación neonatal es un objetivo clínico 

fundamental en el cuidado de los recién 

nacidos prematuros de alto riesgo, ya que 

impacta directamente en la sobrevida, la 

morbilidad y el desarrollo neurológico a 

largo plazo (Embleton, Pang, & Cooke, 

2001; Lapillonne & Griffin, 2013). La 

Academia Americana de Pediatría 

recomienda que la tasa de crecimiento 

posnatal y la composición de la ganancia 

de peso en prematuros se asemejen lo 

más posible a la de un feto de igual edad 

gestacional, con el fin de prevenir la 

RCEU y sus consecuencias (American 

Academy of Pediatrics Committee on 

Nutrition, 2019).  

Las prácticas nutricionales en la unidad 

neonatal �² alimentación parenteral, 

alimentación enteral (con leche humana o 

fórmula), uso de fortificadores y manejo 

del ayuno�²  son determinantes para lograr 

estos objetivos (Senterre, Rigo, & 

Lapillonne, 2014). También, la provisión 

temprana de nutrientes es clave, la 

evidencia demuestra que el inicio precoz 

de la alimentación enteral con leche 

humana (LH), en volúmenes suficientes y 

de forma sostenida, es una estrategia de 

alto impacto que reduce la incidencia de 

sepsis tardía, enterocolitis necrotizante y 

otras complicaciones asociadas a la 

prematurez (Dinerstein et al., 2006a; 

Morgan, Young, & McGuire, 2013). Un 

estudio argentino en MBPN mostró que 

iniciar nutrición enteral mínima exclusiva 

con LH dentro de las primeras 24 horas y 

mantenerla al menos 28 días se asoció a 

una reducción significativa de la sepsis 

tardía, con un punto de corte de 40 mL/kg 
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en la primera semana para maximizar este 

beneficio (Dinerstein et al., 2006b). 

La lactancia materna ofrece beneficios 

nutricionales, gastrointestinales, 

inmunológicos, psicomotores y 

neuromadurativos (Oddy, 2017;  Victora et 

al., 2016) entre otros y se recomienda 

como primera opción en la alimentación 

de prematuros (ESPGHAN Committee on 

Nutrition, 2010). Sin embargo, en 

Argentina, cuanto menor es el peso al 

nacer, menor es la proporción de niños 

que inician lactancia materna (Ministerio 

de Salud de la Nación Argentina, 2021). 

Además, para cubrir los altos 

requerimientos de energía, proteínas, 

calcio y fósforo en los prematuros de muy 

bajo peso, la LH suele requerir fortificación 

con sustancias especiales de origen 

animal llamadas fortificadores (Arslanoglu, 

Moro, & Ziegler, 2019). El uso de 

fortificadores �² idealmente iniciados al 

alcanzar un volumen enteral de 100�±120 

mL/kg/día�²  contribuye a mejorar el 

crecimiento y la composición corporal sin 

aumentar la morbilidad (Kuschel & 

Harding, 2004). 

La cantidad total de leche recibida durante 

la internación es otro factor determinante 

�G�H�O�� �F�U�H�F�L�P�L�H�Q�W�R���� �9�R�O�~�P�H�Q�H�V�� �•��������

mL/kg/día de LH se han asociado con 

mejores resultados en el índice de 

desarrollo mental a los 18 meses de edad 

corregida, tal como lo evidenció Vohr et al. 

(2006), quienes documentaron un 

incremento de 5,3 puntos en la Escala de 

Bayley en prematuros extremos expuestos 

a estos volúmenes en la UCIN (Vohr et al., 

2006). 

En este contexto, la evaluación detallada 

de las prácticas nutricionales y su impacto 

en el crecimiento durante la internación en 

prematuros de alto riesgo es esencial para 

identificar oportunidades de mejora. El 

presente estudio describe prácticas 

realizadas, mide crecimiento y analiza el 

mismo desde el ingreso y determina el 

estado nutricional al egreso neonatal. 

Objetivo general  

Evaluar las prácticas nutricionales y el 

crecimiento durante la internación 

neonatal en recién nacidos prematuros 

�F�R�Q�� �(�*�� �”�� ������ �V�H�P�D�Q�D�V�� �\�� �3�1�� �”�� ���������� �J�� �H�Q��

una Unidad Neonatal de Alta Complejidad. 

Objetivos específicos  

�x Caracterizar variables perinatales y 

morbilidades. 

�x Describir las prácticas nutricionales 

implementadas. 

�x Evaluar la evolución del 

crecimiento durante la internación 

hasta el alta. 

 

Materiales y Métodos  

Se realizó un estudio descriptivo de corte 

transversal. La población estuvo 
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compuesta por 58 recién nacidos 

�S�U�H�P�D�W�X�U�R�V�� �F�R�Q�� �H�G�D�G�� �J�H�V�W�D�F�L�R�Q�D�O�� �”�� ������

�V�H�P�D�Q�D�V�� �\�� �S�H�V�R�� �D�O�� �Q�D�F�H�U�� �”�� ���������� �J����

internados entre 01/09/2023 y 01/09/2024 

en la Unidad Neonatal de Alta 

Complejidad del Instituto de Maternidad y 

Ginecología Nuestra Señora de las 

Mercedes, en la provincia de Tucumán, 

Argentina. Se excluyeron los pacientes: 

derivados a otra institución antes de las 40 

semanas, con diagnóstico de 

malformaciones congénitas al momento 

del alta,  síndromes genéticos y los 

fallecidos. 

Se recolectaron los datos perinatales y 

morbilidades de la historia clínica 

neonatal. Las variables nutricionales 

durante la internación se registraron 

diariamente en una planilla confeccionada 

para este estudio. El crecimiento se 

evaluó mediante controles de peso, 

longitud y perímetro cefálico al nacer,  a 

los 28 días, 36 semanas y al egreso, 

utilizando técnicas antropométricas 

estándar. Se aplicaron las curvas de 

Fenton hasta la semana 50 y a 

continuación las curvas de la OMS. El 

cálculo del Score Z se efectuó con los 

programas excell de Fenton y Anthro de 

OMS. Toda la información recolectada fue 

transferida a una base de datos en 

Microsoft Excel diseñada para este 

estudio, sobre la cual se realizaron los 

cálculos estadísticos pertinentes. 

Variables estudiadas: 

�x Perinatales: sexo: femenino/ 

masculino. Peso al nacer: en 

gramos. EG al nacer: en semanas; 

maduración pulmonar completa: 

no/ sí; neuroprotección con sulfato 

de magnesio: si/ no; días de 

internación totales. Vía de 

finalización del embarazo; y causa 

de finalización. 

�x Morbilidades: presencia o ausencia 

de: displasia broncopulmonar 

(DBP); retinopatía del prematuro 

(ROP); hemorragia intraventricular 

(HIV); sepsis confirmada; 

enterocolitis necrosante (NEC); 

cirugía abdominal. 

�x Alimentación Enteral (AE): día de 

vida en el que inicia AE; día de 

vida que inicia LH; día de vida en 

el que inicia Fórmula (LPP); día en 

el que alcanza los 100 ml/kg/día; 

volumen total de LH ingerido. 

�x Alimentación Parenteral (APT): 

edad de inicio en días;  días totales 

de APT. 

�x Ayuno: días de ayuno; frecuencia 

de suspensión; motivo del ayuno. 

�x Fortificación: uso de fortificadores: 

si/no; días de uso; edad de inicio; 

volumen de inicio. 

�x Crecimiento: peso en gramos, 

longitud y perímetro cefálico en 

centímetros. Se valoró cada 

variable en: adecuado, bajo o alto. 
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Consideraciones éticas: este trabajo fue 

autorizado por el Comité y la 

Dirección  del Instituto de Maternidad. Los 

padres firmaron un consentimiento 

informado presentado y aprobado por 

Comité de Docencia e Investigación. 

Resultados  

La población total fue de 58 niños 

prematuros. En cuanto antecedentes 

perinatales: recibieron corticoides 

completos prenatales el 72% y 

neuroprotección con sulfato de magnesio 

81%. La finalización del embarazo fue por 

cesárea el 81%, la HTA fue causa más 

frecuente (36%) mientras que la Infección 

Urinaria se presentó en un 16%.  

El 52% fueron de sexo masculino, la EG 

media fue 30 semanas ± 1.8 y el peso al 

nacer de 1233 g ± 206. El promedio de 

días de internación fue 81 días ± 43,8. 

 
 

Gráfico I: Distribución de Morbilidades  estudiadas en la población. (n 58) 

 

Las morbilidades más frecuentes fueron la DBP con una frecuencia del 45% y la Sepsis 

tardía se presentó en un 36%. La HIV fue detectada en el 22% de la población y 

la  Retinopatía del Prematuro (ROP) estuvo presente en un 7%. Otras morbilidades, como la 

Enterocolitis necrotizante (NEC) y la Cirugía Abdominal, tuvieron una menor prevalencia. 
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Gráfico II: Tipo de leche con el que ini cia la Alimentación Enteral. (n 58) 

 

El 91% de los pacientes inició la alimentación enteral con LPP (fórmula láctea líquida de 

prematuros), el 7% con LH y el 3% con una combinación de ambos tipos.  

Tabla I: Días de vida de inicio y 

duración de los distintos tipos de 

alimentación. (n58)  

 

Tipo de 

alimentación 

Día de 

inicio 

Días 

totales 

(Media) 

Alimentación 

Parenteral 

0 ± 0,3 21 ± 16 

Alimentación 

Enteral 

1 ± 2 75 ± 41 

Alimentación 

Enteral con LH 

6 ± 5,6 22± 17,5 

Alimentación 

Enteral con LPP 

2 ± 6,8 54 ± 41 

LH: leche humana; LPP: leche para 

prematuros (fórmula láctea líquida).  

En la cohorte estudiada, la nutrición 

parenteral se instauró desde el 

nacimiento, con una duración de 21 días.  

La alimentación enteral (AE) se inició al 1° 

± 2 días de vida, el 81% recibió AE entre 

las primeras horas de vida y durante el 1° 

día de vida. El tipo de leche administrada 

para iniciar su alimentación fue LPP 

(93%). Iniciaron con LH al 6° día en 

promedio 

El promedio de días de LH fraccionada fue 

de 22 días y la cantidad de días de LH 

total recibida contemplando los días de 

amamantamiento fue de 32 días  

El promedio de días de uso de fórmula 

láctea fue de 54 días de administración. 
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Tabla II: Volúmenes de leche 

suministrados durante la internación 

(n58) 

Volúmenes Media 

Alcanzaron 100 

ml/kg/día 

14d  ± 9,3 

Volumen total de LH 2270 ml ± 

2722 

Volumen por día de LH 76 ml ± 57 

Los pacientes alcanzaron un volumen 

enteral de 100 ml/kg/día a los 14 ± 9,3 

días de vida. El volumen total de LH 

recibido durante la internación fue en 

promedio de 2270 ml por paciente, lo que 

equivale a un aporte medio diario de 76 

ml/kg teniendo en cuenta que la media de 

internación fue 81 días. 

Tabla III: Uso de fortificadores en la 

Leche Humana administrada. (n9)  

 

Características de Fortificación Valor 

Volumen de inicio (ml/kg) 133 ± 51 

Edad de inicio   19d ± 10 

Días de uso 12d ± 12 

El 15% de los pacientes (n = 9) recibió 

fortificación de la leche humana durante la 

internación. El volumen enteral promedio 

al momento de iniciar la fortificación fue de 

133 mL/kg, con una edad media de inicio 

de 19 días de vida. La duración promedio 

del uso de fortificadores fue de 12 días. 

Tabla IV: Características del ayuno 

durante la internación. (n52)  

 

Características del Ayuno Valor 

Días totales de ayuno 7d  ± 8,6 

Frecuencia de suspensión 2 ± 1,4 

Días de vida de 1° ayuno 5 d ± 6 

El 90% tuvo ayuno durante la internación 

y el promedio  fue de 7 días, con una 

frecuencia de suspensión de la 

alimentación por paciente de  2 d ± 1,4. El 

primer episodio de ayuno se produjo en 

promedio a los 5 ± 6 días de vida.  Solo 6 

niños (10%) no fueron �D�\�X�Q�D�G�R�V�� 
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Gráfico III: Causas de Indicación de ayuno. (n52)  

 

En el 35% de los casos el ayuno estuvo indicado por vómitos y distensión abdominal, 23% 

por sepsis, 17% por demora en el inicio de la alimentación y 11% sin diagnóstico descripto. 

Otras causas halladas: débito bilioso, débito por sonda oro/nasogástrica, neumotórax (NTX) 

y ductus arterioso persistente (DAP) representaron el 13% restante. 

Gráfico IV: Progresión del estado nutricional según percentiles de peso para la edad 

gestacional durante la internación. (n 58)

 

En el momento del nacimiento, el 81% de los niños tuvieron peso adecuado, 12% bajo peso 

al nacer y 7% tenían alto peso. A los 28 días y a las 36 semanas se observó un incremento 



 
 
 

�õ 
 

notable de la proporción de bajo peso. Al egreso se evidenció una recuperación 

antropométrica resultando 60% con peso adecuado y un 38% con bajo peso. 

Tabla IV: Medic iones   antropométricas 

según Pz para Longitud y Perímetro 

cefálico. (n51)  

 

LONGITUD 

PERÍMETRO 

CEFÁLICO 

 

Nacimiento Alta Nacimiento Alta 

Adecuado 94% 59% 94% 82% 

Bajo 6% 41% 2% 13% 

Alto - - 4% 5% 

Al nacimiento 94% presentó valores 

adecuados de longitud y perímetro 

cefálico. Al egreso estos valores 

disminuyeron a 59% y 82% 

respectivamente. Egresaron con baja 

longitud 41% y perímetro cefálico  13% 

Al alta la alimentación fue mixta (fórmula 

+LH) 46%, LH exclusiva 3% y Fórmula 

exclusiva 50%. De los pacientes con 

alimentación mixta el 50 % recibió un 

volumen menor a 100 ml/kg/día. 

Discusión  

La población estudiada presentó una alta 

frecuencia de morbilidades, DBP 45% y 

Sepsis 36% que podrían también estar 

relacionada con las prácticas de 

alimentación en este grupo de alto riesgo 

(Bancalari & Hoyos, 2025). 

La nutrición parenteral  se inició 

prácticamente al día 0 de vida lo que 

cumple con las indicaciones de los 

protocolos de alimentación en niños de 

alto riesgo para evitar el catabolismo, al 

reducir la pérdida neta de nutrientes 

cuando el nacimiento es prematuro 

(Hoyos & Neu, 2025). La APT se mantuvo 

por tiempo prolongado según las 

recomendaciones  dado que no se debería 

superar los 14 días de vida (Hoyos & Neu, 

2025). 

La alimentación enteral  comenzó al día 

1° de vida, lo que sugiere una estrategia 

de inicio de alimentación adecuada  y 

óptima (Hoyos, 2025a). 

En cuanto al tipo de leche que se utilizó 

al inicio  fue predominante la fórmula 

láctea líquida para prematuros en el 91% 

de los casos. Es importante mencionar 

que la Institución donde nacen estos niños 

no tiene Banco de Leche humana para 

proveer desde el inicio LH y tampoco 

cuenta con Protocolo de calostroterapia. 

Esto justifica según la evidencia el inicio 

de AE con  fórmula láctea en esta 

población (Hoyos, 2025b). 

Se inició alimentación con LH más 

tardíamente al 6° día de vida por lo cual 

se debería investigar las causas de las 

demoras en la incorporación luego del 
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segundo o tercer día de vida. Se 

considera que toda mujer clínicamente 

estable podría realizar extracción de LH 

en Centro de Lactancia en forma 

organizada luego del 2° día para proveer 

de leche a su recién nacido en 

neonatología. Meier y col estudiaron la 

producción de leche humana durante la 

internación neonatal concluyendo que 

realizar extracciones frecuentes de 5 

veces o más por día y sostenidas durante 

las 2 semanas posterior al nacimiento 

sería una de las estrategias que 

garantizarían la lactancia materna con un 

mayor volumen durante la internación 

neonatal y luego facilitaría que se 

sostuviera la lactancia hasta los 6 meses 

de edad corregida (Hoban et al., 2018; 

Meier et al., 2016). 

En relación a los días de vida que 

alcanzaron los 100 ml/kg/día se evidenció 

que lo lograron en forma retrasada a los 

14 ± 9,3 días. Esto demuestra la falta de 

incremento de volumen enteral en forma 

sistemática y consistente. Según la 

bibliografía (Brandon et al., 2025; Hoyos, 

2025b) solo los prematuros pequeños (< 

1250g) luego de una etapa inicial trófica 

estaría justificado avanzar a velocidades 

enterales más cautelosas mientras que los 

mayores deberían progresar a 30-40 

ml/kg/día hasta alcanzar la alimentación 

enteral completa entre el 7° y 10° día de 

vida con un volumen entre 180-200 

ml/kg/día. Con estas prácticas se 

�H�Y�L�G�H�Q�F�L�D�U�R�Q���H�Q���S�U�H�P�D�W�X�U�R�V���”���������V�H�P�D�Q�D�V��

que recibieron nutrición enteral más 

celera  menor riesgo de DBP  y menor 

duración de la hospitalización (Brandon et 

al., 2025).   

El volumen total medio de LH durante la 

internación fue 2270 ± 2722 mL por 

paciente , equivalente a 76 ± 57 mL/día  

cuando se considera la estadía media. 

Esta cifra sugiere un aporte de volumen 

de LH de moderado -bajo durante la 

internación (Vohr et al., 2006). Esto 

podría  relacionarse con la demora del 

inicio con LH y a la baja frecuencia de 

extracciones de LH por dia (2 

extracciones/día) como también podría 

relacionarse con las múltiples 

interrupciones alimentarias (Hoyos & Neu, 

2025). Cabe destacar que esta población 

recibió LH el 40% de su estadía en 

promedio si incluimos la LH ofrecida por 

amamantamiento. 

Solo el 15% de los pacientes recibió 

fortificación de LH lo cual es insuficiente e 

inefectivo en un grupo de alto riesgo 

(Hoyos, 2025a), dada la necesidad de 

cubrir la demanda energética en especial 

cuando se quiere alimentar a estos niños 

con LH la misma debe estar fortificada. 

Al egreso la alimentación con LH 

exclusiva y la forma mixta (LH y fórmula) 

fue elevada (50%) lo cual es altamente 

satisfactorio para una población de alto 
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riesgo neonatal. Es destacable en las 

formas mixtas que el 50% de estos 

pacientes se fueron consumiendo 

volúmenes bajos de fórmula láctea (menor 

a 100 ml/kg) lo cual en forma indirecta 

marca la predominancia de la lactancia 

materna 

El ayuno  fue muy frecuente, el 90% de los 

pacientes tuvo al menos un episodio. Las 

causas predominantes fueron 

vómitos/distensión  (35%) y sepsis  

(23%). Estas interrupciones reiteradas  

podrían relacionarse con el retraso y 

progreso del volumen enteral y también 

favorecer la restricción de crecimiento 

extrauterino  (RCEU). Reducir ayunos no 

estrictamente indicados y protocolizar el 

reinicio precoz tras eventos clínicos 

controlados serían prácticas de mejora a 

implementar. 

La progresión del estado nutricional  

mostró un deterioro respecto del 

nacimiento, naciendo con peso adecuado 

el 81% mientras que al egreso fueron solo 

60%. Se evidenció incremento del bajo 

peso al 38%  al alta. De manera similar 

ocurrió con las medidas de longitud (41%) 

y perímetro cefálico (13%) al alta. 

La RCEU elevada al egreso como 

diagnóstico en esta población requiere de 

un abordaje mediato en búsqueda de 

intervenciones que puedan sostenerse en 

el tiempo y asegurar un crecimiento 

neonatal óptimo. 

Conclusión  

Es relevante en esta población de alto 

riesgo detectar como fortaleza el inicio 

adecuado de la APT al nacer y la 

incorporación de la alimentación enteral 

en el 1° día de vida. 

Emerge como la principal oportunidad de 

mejora la necesidad de plantear la 

elaboración e implementación de un 

protocolo estandarizado de alimentación 

parenteral y enteral, centrado en los 

elementos que contienen la APT y el 

mayor volumen de LH y  la 

fortificación  requerida.  

Lograr una tasa de lactancia materna al 

alta de 50% es un desafío destacado en 

una población tan vulnerable 

Aplicar un protocolo sistematizado 

disminuiría la alta prevalencia de 

desnutrición postnatal al egreso 

observado en la población de estudio y así 

se podrían mejorar los resultados de 

crecimiento en un grupo de alto riesgo 

favoreciendo el desarrollo neurológico 

futuro. 
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RESUMEN 

Antecedentes: El microambiente tumoral (MAT) consiste en un entorno remodelado con 

cambios fenotípicos en las células estromales e inmunes, así como modificaciones 

estructurales de la matriz extracelular (MEC) que generan, desde estadios tempranos, un 

nicho propicio para el crecimiento de las células tumorales. La quimioterapia metronómica 

(QTM) con ciclofosfamida (CY) y el fármaco reposicionado losartán (LOS), representa un 

nuevo esquema terapéutico para el tratamiento del cáncer de mama murino triple negativo. 

Objetivo y modelo experimental: Evaluar la eficacia de la QTM y su efecto sobre el MAT, 

desafiando ratones BALB/c con el adenocarcinoma de mama murino triple negativo M234-p y 

evaluando las condiciones del MAT antes y durante el tratamiento. 

Resultados: Observamos que CY y LOS modifican y restauran las condiciones del MAT que 

contribuyen a limitar el crecimiento y desarrollo de las células tumorales mediante: la 

reducción de la mitosis (MT) y de células tumorales Ki-67+, una actividad tumoricida mejorada 

y aumentada de granulocitos eosinófilos (Eo) y linfocitos T CD8+, una MEC con menos hipoxia 

y fibrosis, reducida actividad inmunosupresora, una polarización modulada de los macrófagos 

de M2 a M1 y disminución del procesos de mimetismo vascular. Además, se observaron 

efectos adversos mínimos o nulos, junto con una mayor supervivencia. 

Conclusión: El tratamiento metronómico con CY+LOS modifica el MAT de tal manera que 

reduce el crecimiento tumoral, aumenta las tasas de supervivencia y con ausencia de 

toxicidad, resultando en una buena calidad de vida para los animales tratados. 

Palabras clave: Microambiente tumoral, Eosinófilos, Quimioterapia metronómica. 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

INTRODUCCIÓN 

El adenocarcinoma mamario murino 

triple negativo M234-p es un tumor de 

origen espontáneo en la línea de ratones 

BALB/c-IGE el cual, estudiado in vivo, 

permite investigar las condiciones del MAT, 

un entorno caracterizado por una variedad 

de componentes celulares y estructurales 

de la MEC, que contribuyen a que las 

células tumorales adquieran resistencia a 

la quimioterapia, capacidad invasiva y 

propiedades metastásicas. El tratamiento 

metronómico con CY y LOS consiste en un 

esquema de administración frecuente de 

fármacos a bajas dosis de forma crónica, 

sin intervalos prolongados de descanso 

(Scharovsky O. et al., 2020; Petrucci G. et 

al., 2024), lo que ha mostrado resultados 

favorables en el tratamiento de tumores 

mamarios murinos triples negativos, con 

una mayor tolerancia observada en los 

animales tratados y modificaciones en el 

MAT hacia un entorno anti- tumoral 

(Mainetti L. et al., 2020). Además, la fase 

inflamatoria aguda junto al proceso inmune 

innato, son de gran interés, ya que sus 

mecanismos moleculares y celulares son 

cruciales para guiar una respuesta 

tumoricida efectiva (Moro-García M. A. et 

al., 2019). Nuestros estudios muestran que 

los animales tratados bajo un esquema 

metronómico con CY y LOS experimentan 

una reducción en el volumen tumoral y 

presentan un MAT caracterizado por la 

presencia de Eo. Asimismo, ensayos 

previos indican que LOS mejora la eficacia 

de CY debido a modificaciones en las 

poblaciones celulares y estructurales 

dentro del MAT, así como a la 

normalización de la vasculatura tumoral, lo 

que mejora la perfusión y genera un 

entorno con menor hipoxia (Mainetti L. et 

al., 2020; Li Q. et al., 2022). Esto sugiere 

que el MAT presenta un delicado equilibrio 

entre un entorno pro- o anti- tumoral, 

dependiendo de las condiciones del 

entorno que determinan el fenotipo inmune 

funcional. 

 

OBJETIVOS 

Evaluar la eficacia del tratamiento 

metronómico con CY y LOS en ratones 

BALB/c desafiados con el tumor M234-p, 

con el objetivo de analizar las condiciones 

y modificaciones que ocurren en el MAT, 

relacionadas con posibles mecanismos 

pro- o anti- tumorales, antes y durante el 

régimen terapéutico. Para ello, se  

obtuvieron muestras de tejido tumoral 

durante el crecimiento (días 3, 5 y 7 pre- 

tratamiento) y durante el tratamiento con 

CY y LOS administrados de manera 

metronómica (días 7, 14 y 21), 

determinando: 

1. nº.  Eo en el MAT y MT del tumor 

2. nº. de células Ki-67+ 

3. nº. de células HIF-1�.+ 

4. % de área ocupada por células �.-SMA+ 

5. % de área ocupada por colágeno I-III 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

6. nº. de linfocitos totales, células T CD8+ y 

Treg (Foxp3+) 

7. nº. de macrófagos totales (M�-������M1 y 

M2 

8. Evaluación de la estructura y morfología 

vascular peri- e intra- tumorales 

9. % de área vasculomimético por PAS+ 

 

MATERIALES - MÉTODOS 

Animales: ratones BALB/c endocriados en 

el IGE. Los animales fueron alimentados 

con comida comercial y se les proporcionó 

agua ad libitum, manteniéndose en un ciclo 

de luz/oscuridad de 12 horas. Fueron 

tratados de acuerdo con las regulaciones 

del Comité de Bioética y del Subcomité 

Institucional para el Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio (CICUAL) - 

Facultar de Ciencias Médicas - Universidad 

Nacional de Rosario. 

Tumor : M234-p es un tumor mamario 

murino triple negativo de origen 

espontáneo, de mantenimiento in vivo 

mediante inoculaciones subcutáneas en 

ratonas hembras BALB/c. 

Fármacos: 1. Ciclofosfamida (Kemex SA, 

Argentina): 20 mg/ml en agua destilada 

estéril. Almacenado a -20°C (solución 

stock). 2. Losartán (Parafarm S.A.): 

disuelto en agua destilada estéril a 166 

mg/ml. Almacenado a -20°C (solución 

stock).  Los fármacos fueron administrados 

en el agua de bebida. 

Cortes Histológicos: Los tumores fueron 

fijados en formalina al 10%, incluidos en 

parafina y se obtuvieron cortes de 5 ��m. 

Hematoxilina-Eosina: nº. MT, Eo y 

linfocitos totales. Evaluación de la 

estructura de los vasos sanguíneos. 

Tinción Picrosirius- Rojo: Área de 

colágeno - solución de ácido picrosirius 

rojo (1% sirius red - 10 ml y solución 

acuosa saturada de ácido pícrico - 90 ml). 

Determinación por 

Inmunohistoquímica:  

�x Células HIF-1�.+: anticuerpo monoclonal 

anti-HIF-1�.��������������������Invitrogen) 

�x Células �.-SMA+: anticuerpo monoclonal 

anti-actina de músculo liso �.�� ����������������

Abcam) 

�x Células T CD8+: anticuerpo monoclonal 

anti-CD8�.������������������S.C. Biotechnology) 

�x Tregs Foxp3+: anticuerpo monoclonal 

anti-Foxp3 (1:50, Invitrogen) 

�x Células Ki67+: anticuerpo monoclonal 

anti-Ki67 (1:400, Cell Signaling). 

Determinación por 

Inmunofluorescencia:  

�x Macrófagos (M�-��: anticuerpo 

monoclonal anti-F4/80 (1:100, 

Invitrogen) 

�x Macrófagos M1: anticuerpo policlonal 

anti-iNOS (1:100, Invitrogen) 

�x Macrófagos M2: anticuerpo policlonal 

anti-MRC-1 (1 µg/ml, Invitrogen). 

Determinación Mimetismo V ascular : 

Reacción PAS+ (Ácido Periódico de Schiff); 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

Solución A - Ácido Periódico; Solución B - 

Reactivo Fucsina Básica de Schiff 

(Biopack). 

Análisis Estadístico: Las comparaciones 

entre más de dos grupos se realizaron 

mediante ANOVA paramétrica o no 

paramétrica, seguida de comparaciones 

múltiples (test de Tukey o test de Dunn, 

respectivamente). Las comparaciones 

entre dos grupos se realizaron usando la 

 

MODELO EXPERIMENTAL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 

En primera instancia analizamos las 

condiciones pre- existentes del MAT 

durante el crecimiento inicial del tumor 

(fase aguda) y antes del tratamiento, así 

como también se evaluó el crecimiento del 

volumen tumoral. El tumor M234-p una vez 

inoculado, aumentó su tamaño de manera 

exponencial, conforme evoluciona en el 

tiempo según se describe en la curva de 

evolución del volumen tumoral (Figura 1).   

prueba U de Mann-Whitney. Las 

correlaciones se evaluaron mediante test 

de Spearman. Las diferencias se 

consideraron significativas cuando P< 

0.05. 

Microscopía Óptica: Microscopio 

trinocular PL-infinite Carl Zeiss – modelo 

Axiolab E-re y microscopio de 

fluorescencia trinocular Olympus – BX41. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

Al cuantificar el nº. de Eo que infiltran el 

estroma peri- tumoral (Figura 2) y el nº. de 

MT en el tumor (Figura 3), en los días 3, 5 

y 7, se observó una disminución de Eo, y 

un aumento de las MT. Al correlacionar 

estas variables, se registró una asociación 

negativa y significativa (P<0,0001) (Figura 

4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estas modificaciones en el MAT durante el 

crecimiento del tumor, tanto en Eo como las 

MT entre el día 3 al 7 (P<0,01), 

posibilitarían el escape del tumor, resultado 

 

que refleja las fases de Inmunoedición, es 

decir, eliminación, equilibrio y escape 

(Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Asimismo, se determinaron las células 

Ki-67+ en el tumor (Figura 6) como otro 

indicador de proliferación celular, las 

cuales y de igual modo que para las MT, se 

observó un aumento significativo, entre el 

día 3 y el 7 (P<0,01). 

Teniendo en cuenta que el estroma 

circundante al tumor juega un papel crucial 

en su crecimiento, evaluamos el estado de 

hipoxia tisular representado por el n°. de  



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

células HIF-1�.+ (Figura 7), área porcentual 

de cobertura por células �.-SMA+ o 

fibroblastos asociados al tumor (Figura 8) 

y de cobertura por colágeno (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se observó que las condiciones de la MEC, 

acompañan de manera concomitante al 

crecimiento del tumor M234-p, 

registrándose en las tres variables, una 

diferencia significativa entre los días 3 y 7 

(P<0,01). Nótese como los fibroblastos 

asociados al tumor (CAF), que tienen un rol 

protagónico en la fibrosis estromal, 

aumentan conforme al estado de hipoxia 

tisular y resulta en un marcado aumento en 

el depósito de colágeno de la MEC. 

Por otro lado, determinamos el infiltrado 

de linfocitos totales (Figura 10) y a partir de 

estos, aquellos que se polarizan en células 

T CD8+ (Figura 11) y Treg (Foxp3 + - Figura 

12), de forma tal, poder dimensionar un 

entorno anti- tumoral o de tolerancia 

inmunológica respectivamente.  

Al evaluar la presencia de linfocitos totales 

que rodean al tumor, se observó una 

marcada disminución hacia el día 7 

(P<0,01). En cuanto a los linfocitos con 

perfil citotóxico T CD8+, se registró una  

 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

disminución conforme crece el tumor 

(P<0,01), dato similar a lo que ocurre con 

los Eo. Téngase en cuenta la diferencia 

obtenida en los T CD8+ entre el día 3 al 7, 

destacando al día 5 como punto de 

inflexión entre eliminación y escape. En 

comparación, los linfocitos Treg (Foxp3+) 

denotan una tendencia opuesta a los T 

CD8+ hacia el día 7, pese a que no se 

evidencie diferencia significativa. Con el 

propósito de caracterizar el MAT, ya sea 

como un entorno pro- o anti- tumoral, 

representamos a los linfocitos T CD8+ en 

relación a los Foxp3+ durante los días de 

estudio (Figura 13). Se corrobora un 

mayor número de células Foxp3+ con 

marcadas diferencias frente a los T CD8+: 

Día 3 (P<0,05), Día 5 y 7 (P<0,01) - Mann-

Whitney U test; indicando un entorno de 

mayor inmunosupresión que posiblemente 

inhibe la actividad de los T CD8+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En cuanto a los macrófagos estromales, 

decidimos estudiar la población que 

corresponde a macrófagos totales (M�(  - 

Figura 14), diferenciándolos en pro-  

inflamatorios (activación clásica o M1 - 

Figura 15) y en anti - inflamatorios 

(activación alternativa o M2- Figura 16).  

 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En función al crecimiento del tumor M234-

p, se pudo observar que los M�(  aumentan 

de forma significativa hacia el día 7 

(P<0,05). La fracción polarizada a 

macrófagos M2, aumentaron conforme a 

los días de evolución tumoral (P<0,01). A lo 

largo del estudio, se pudo apreciar la 

cinética de cada fenotipo celular, donde los 

macrófagos M1, no registraron variaciones 

durante el crecimiento del tumor, mientras 

que al comparar los macrófagos M1 y M2 

(Figura 17), se observaron cantidades de 

M1 muy por debajo de los macrófagos M2: 

Día 3, 5 y 7 (P<0,01) - Mann-Whitney U 

test, destacando a los M2 como posible 

población de fase aguda responsable de 

un estado inmunosupresor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Al observar al microscopio óptico, 

valoramos cualitativamente la arquitectura 

histológica de los vasos sanguíneos peri- e 

intra- tumorales. Al evaluar el tejido 

perteneciente al día 3, se observaron 

capilares de diversos calibres cuya 

estructura se caracteriza por su clásico 

revestimiento endotelial, una membrana 

basal y sustentados por células pericitos 

(Figura 18).  

 

 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso de los vasos sanguíneos 

observados al día 7, se dificultó la 

identificación de las células endoteliales, 

acompañadas por una delgada e 

interrumpida lámina basal con ausencia 

total de pericitos (Figura 19). Nótese los 

cúmulos tumorales en progresivo 

crecimiento y expansión, los cuales 

conforme invaden el estroma circundante, 

atrapan a los vasos sanguíneos normales 

y los cooptan a conductos que simulan 

vasos intra- tumorales formados por 

células cúbicas no endoteliales, sin 

fibroblastos asociados, mecanismo 

posiblemente relacionado al mimetismo 

vascular, propiedad que predispone a una 

estructura vascular primitiva e inestable, de 

irrigación defectuosa que promueve a 

hemorragias y focos de necrosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez que se determinó las 

condiciones pre- existentes del MAT, 

iniciamos con el tratamiento metronómico 

con CY y LOS (fase crónica).  Destáquese 

que el día 5 de la mayoría de las variables 

analizadas y evaluadas con anterioridad, 

se registró como un punto intermedio entre 

la fase de eliminación y escape tumoral; 

situación que motivó en este nuevo 

ensayo, que se lo indique temporalmente 

como día pre- tratamiento (días 5 a 7). 

Primero, se observó un notorio efecto 

terapéutico en los grupos CY y CY+LOS 

(P<0,01), diferenciándose 

significativamente ambos respecto al 

Control (Figura 20). El efecto terapéutico 

registró dichas diferencias partir del día 14 

de tratamiento en adelante.  



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En base a los resultados obtenidos, 

analizamos el Tiempo de Duplicación del 

Volumen Tumoral (TDVT), (Figura 21) que 

resultó mayor en los grupos CY (P<0,01) y 

CY+LOS (P<0,0001) respecto al Control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es de interés remarcar que, al comparar 

solo los grupos tratados, se observó un 

comportamiento similar a partir del día 14 

de tratamiento en adelante, donde se 

reafirma los beneficios del tratamiento 

metronómico, ya que en cuanto al volumen 

tumoral (Figura 22) CY y CY+LOS se 

diferenciaron del grupo LOS (P<0,01) y 

respecto al TDVT (Figura 23) CY ( P<0,01) 

y CY+LOS (P<0,0001) resultó mayor que 

LOS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Téngase en cuenta que, en referencia a 

los resultados obtenidos, al comparar los 

grupos experimentales, decidimos 

representar gráficamente sólo los grupos 

que mostraron modificaciones 

significativas respecto al Control, como es 

el caso del grupo tratado con CY+LOS. En 

el caso de los grupos de tratamientos 

individuales con CY y LOS, no han 

registrado cambios por si solos. 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

En función de los resultados previos, 

obtenidos al cuantificar el n°. de Eo y el n°. 

de MT y células Ki-67+, analizamos los 

mismos parámetros durante el tratamiento. 

En el grupo CY+LOS a partir del día 7 de 

tratamiento, el n°. de Eo en el MAT (Figura 

24) aumentó significativamente con 

respecto al grupo Control:  Día 7, 14 y 21 

(P<0,05), mientras que, el n°. de MT 

(Figura 25) presentó un comportamiento 

opuesto: Día 7 (P<0,05), Día 14 y 21 

(P<0,01).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A su vez, al correlacionar los grupos 

experimentales, sumado a las condiciones 

pre- tratamiento, se registró una asociación 

negativa y significativa (P<0,01), donde el 

crecimiento del tumor se comporta en 

parte, en función a la cantidad de Eo 

(Figura 26),  de esta manera se demuestra 

que el tratamiento CY+LOS registra un 

aumento de Eo, resultando a su vez, en 

una disminución del crecimiento del tumor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Respecto a las células Ki-67+ (Figura 

27), obsérvese la similitud que presentó 

con el n°. de MT, destacando las 

diferencias halladas nuevamente en el 

grupo CY+LOS respecto al Control: Día 14 

y 21 (P<0,05).  

En el caso de las células Ki-67+, comenzó  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

a registrar diferencias a partir del día 14 de 

tratamiento en adelante, observándose así,  

similares resultados a los registrados 

anteriormente en las curvas de crecimiento 

del volumen tumoral y en el TDVT.  

Basados en los hallazgos en los distintos 

grupos experimentales, se evidencia que el 

grupo CY+LOS refleja una mejora en las 

condiciones del MAT similar a las 

observadas en el pre- tratamiento para las 

distintas variables, lo que posiblemente 

resulta a favor de un entorno tumoricida, 

asociado en este caso, a los Eo infiltrantes.   

Al evaluar los parámetros de la MEC, 

consideramos analizar la presencia de 

células HIF-1�.+ para determinar el estado 

de hipoxia tisular (Figura 28). Se pudo 

observar que el grupo CY+LOS registró 

una tendencia a disminuir, comportamiento 

similar a las determinaciones MT y Ki-67+ 

anteriormente descriptas, diferenciándose 

notoriamente de los demás grupos tratados 

y principalmente del Control: Día 14 

(P<0,05) y Día 21 (P<0,01). Obsérvese que 

dicho cambio se registró desde el día 14 de 

tratamiento y dimensionando este,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

frente a las condiciones pre- tratamiento.  

En función a los resultados obtenidos con 

las células HIF-1�.+, se determinó el área 

ocupada por células �.-SMA+ (Figura 29), 

donde se registró una marcada eficacia del 

tratamiento metronómico con CY y LOS 

frente al Control: Día 7 y 14 (P<0,01), Día 

21 (P<0,0001). Conforme progresa el 

tratamiento se evidenció mayor diferencia 

significancia hacia el día 21, resultando 

finalmente en una clara disminución de las 

células �.-SMA+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Asimismo, determinamos el depósito de 

colágeno estromal (Figura 30), donde se 

observó resultados similares a las células 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

HIF-1�. + y �.-SMA+, ya que el tratamiento 

CY+LOS denota mejoría en el entorno, en 

comparación al Control: Día 7 (P<0,05), 

Día 14 (P<0,01) y Día 21 (P<0,0001). Hacia 

el día 21, se observó nuevamente mayor 

diferencia significativa en el grupo tratado 

con CY+LOS en comparación al Control. 

En referencia a los resultados obtenidos de 

CY+LOS ya que, de manera temprana, 

comienza a evidenciarse un efecto 

terapéutico que estaría relacionado con 

una mejoría del MAT, es decir, menor 

hipoxia y estado pro- fibrótico. El 

tratamiento metronómico promueve un 

MAT cuyas condiciones se asemejan o 

incluso, mejoran a las de pre- tratamiento. 

Al correlacionar las variables relacionadas 

a un entorno hipóxico respecto a Ki-67+ y 

Treg (Foxp3+), nótese las asociaciones 

halladas entre las determinantes (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Los linfocitos pueden asociarse a 

condiciones pro- o anti- tumorales, en 

virtud de su fenotipo. Al discriminar el perfil 

funcional de estas células, el tratamiento 

metronómico con CY y LOS favorece un 

entorno mejorado (Figura 31), cuyos 

linfocitos T CD8+ tienden a aumentar 

durante los días de estudio: Día 7 (P<0,05), 

Día 14 y Día 21 (P<0,01). Al considerar el 

parecido de dicho resultado con el infiltrado 

de Eo y la relación existente en un 

potencial perfil anti- tumoral, decidimos 

correlacionar los linfocitos T CD8+ con el 

crecimiento tumoral analizado por las 

células Ki-67+ (Tabla 1). Nótese la 

asociación negativa y significativa en 

función del infiltrado de T CD8+ (P<0,0001).  

 

En cuanto a los linfocitos Treg (Foxp3+ - 

Figura 32) se registró un comportamiento 

opuesto respecto a los T CD8+: Día 7, 14 y 

Día 21 (P<0,05).  Obsérvese como el 

tratamiento con CY+LOS revirtió las 

condiciones desfavorables relacionadas a 

un entorno inmunosupresor durante todos 

los días de tratamiento, incluso mejorando 

dichos parámetros al compararse con el 

estado pre- tratamiento. Del mismo modo 

que correlacionamos el perfil T CD8+ con 

Ki-67+, en esta oportunidad y en función a 

los resultados obtenidos con los linfocitos 

Treg, se correlacionó Foxp3+ y Ki-67+ 

(Tabla 1), donde se evidenció una 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

asociación positiva y significativa 

(P<0,0001) en virtud de las células Foxp3+. 

De esta forma, se afirma la eficacia del 

tratamiento metronómico, denotando una 

mejora en las condiciones tumoricidas de 

los linfocitos infiltrantes del MAT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Respecto a los macrófagos y sus 

posibles fenotipos, se registró en principio, 

las condiciones pre- tratamiento de los M�(  

y la fracción de M1 y M2 (Figura 33). 

Asimismo, nótese la diferencia entre el 

fenotipo M1 y M2 (Figura 34), donde este 

último es marcadamente mayor que las 

células M1 (P<0,0001) - Mann-Whitney U 

test. Una vez iniciado el tratamiento metro- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-nómico, al evaluar ambos grupos 

experimentales en función al fenotipo M1  

(Figura 35) y M2 ( Figura 36) por separado, 

es posible apreciar las diferencias 

registradas durante los días de estudio. 

Los macrófagos M1 aumentan con el 

tratamiento con CY+LOS en relación al 

Control: Día 7, 14 y 21 (P<0,0001). En 

cambio, las células M2 tienen niveles 

superiores en comparación a lo observado 

con las M1, diferenciándose a favor en el 

grupo Control: Día 7 (P<0,01), Día 14 y 21 

(P<0,0001).  

Al apreciar el estado de los macrófagos M1 

y M2 pre- tratamiento y luego del mismo, se  

puede evidenciar el impacto del esquema 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

metronómico sobre la fracción M1, que 

aumenta conforme se suceden los días de 

estudio. En cambio, al tener en cuenta los 

macrófagos M2, el grupo combinado 

CY+LOS pareciera modular dicha 

población celular, permitiéndose un 

entorno anti- tumoral por sobre un estado 

anti- inflamatorio e inmunosupresor. 

Finalmente, en base a que a partir del 

día 14 de tratamiento se evidenció un 

efecto terapéutico de Cy+LOS, evaluamos 

mediante técnica de PAS+ (periodic acid-

Schiff) la génesis de vasos de estructura 

tubular, no endotelial y sin pericitos (Figura 

37) por el proceso de mimetismo vascular, 

a nivel intra- tumoral (Figura 38).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obsérvese que, desde inicio de 

tratamiento, comenzó a registrarse una 

disminución del área ocupada por 

mimetismo vascular: Día 7 y 14 (P<0,01), 

denotando una clara reducción de la 

formación de conductos por parte de las 

células tumorales en el grupo tratado 

metronomicamente con CY+LOS.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSIÓN - CONCLUSIÓN 

El presente estudio demuestra que una 

actividad antitumoral requiere de 

poblaciones celulares de fase aguda 

(innata-inespecífica), que medien una 

respuesta tumoricida mejorada y efectiva. 

Desde estadios tempranos de crecimiento, 

las células tumorales establecen un nicho 

fortuito y apto para el desarrollo de un 

fenotipo maligno, invasivo y metastásico 

(Velaei K. et al. 2016), el cual configura un 

complejo MAT inflamado y remodelado 

(Moro-García M. A. et al. 2019), que reúne 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

las condiciones necesarias para la 

tumorigénesis.  

En primera instancia, al estudiar el MAT 

en los días 3, 5 y 7, determinamos las 

condiciones previas al tratamiento que 

podrían establecerse como potenciales 

blancos terapéuticos (Babar Q. et al. 2023; 

Bejarano L. et al. 2021). En ese período, 

encontramos modificaciones que 

corresponderían a las etapas de 

inmunoedición, es decir, eliminación, 

equilibrio y escape, por parte del tumor 

frente una respuesta inmune inicial del 

huésped (Massagué J. et al. 2021). En un 

primer ensayo, registramos a nivel peri- 

tumoral una población celular 

característica de fase aguda o innata, los 

granulocitos Eo (Carretero R. et al. 2015; 

Andreone S. et al. 2019) que, cuya 

densidad se correlacionó de manera 

inversa y significativamente con el número 

de MT. Asimismo, al valorar las células Ki-

67+, observamos una misma tendencia que 

las MT. Algunos estudios sugieren que los 

Eo activados son esenciales para el 

rechazo tumoral en presencia de células T 

CD8+ e inician cambios sustanciales en el 

MAT, incluida la polarización de los 

macrófagos y la normalización de la 

vasculatura tumoral (Carrtero R. et al. 

2015). En nuestro modelo de estudio, los 

Eo condicionarían el crecimiento del tumor 

M234-p y establecerían una primera línea 

de defensa celular con posible capacidad 

tumoricida (Zhou H. et al. 2013).  

La MEC del tumor está caracterizada 

por presentar hipoxia (Ye J. et al. 2007) y 

CAF, responsables del depósito de 

colágeno (Velaei K. et al. 2016), que 

forman un medio adecuado para el 

crecimiento y desarrollo tumoral. En 

nuestro ensayo estas variables aumentan 

conforme proliferan las células tumorales, 

lo cual, estaría relacionado a un alto 

metabolismo para satisfacer las demandas 

bioenergéticas y biosintéticas del tumor 

(Scharping N.E. et al. 2016; Jeong H. et al. 

2019), y una vasculatura deficiente, que 

genera un entorno hipóxico con elevada 

acidez, donde los CAF aumentan la 

producción de colágeno estromal (Incio J. 

et al. 2015).  

Al estudiar los linfocitos peri- tumorales 

(Moro-García M. A. et al. 2019), los Treg 

(Foxp3+) mostraron una tendencia a 

aumentar, mientras que los T CD8+ 

disminuyeron, favoreciendo condiciones 

inmunosupresoras del MAT. Esto se 

debería tanto a los Treg como a otras 

poblaciones celulares y/o mediadores que 

superan los mecanismos citotóxicos 

�Æ�D�J�R�W�D�G�R�V�� �R�� �H�V�W�D�Q�F�D�G�R�V�Ý�� �G�H�� �O�R�V�� �7�� �&�'��+ 

(Bengsch B. et al. 2016; Vihervuori H. et al. 

2019; Ankang H. et al., 2024). 

También estudiamos el fenotipo 

funcional de los macrófagos estromales 

(Babar Q. et al. 2023), tanto los M1 (Zhou 

H. et al. 2013), como los M2, (Guilliams M. 

et al. 2018). A medida que crece el tumor, 

se observó un aumento de los macrófagos 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

M2, mientras que los M1 no se modificaron 

durante la fase aguda, generándose 

condiciones asociadas a un estado de 

inmunosupresión (Li Y. et al. 2023). 

En cuanto a la vascularización del 

tumor, observamos que la arquitectura 

vascular presenta cambios caracterizados 

por inestabilidad estructural, con formación 

de conductos intra- tumorales que simulan 

formar vasos no endoteliales con ausencia 

de pericitos (mimetismo vascular), 

resultando en un suministro sanguíneo 

deficiente que deriva en focos de 

hemorragias y necrosis centrales 

(Andonegui-Elguera M.A. et al. 2020).  

Los resultados obtenidos indican que el 

día 5 representaría un punto de inflexión 

entre las fases de eliminación y escape ya 

que, a partir de entonces, las condiciones 

del entorno promueven el crecimiento y 

desarrollo tumoral mostrado en el día 7. 

Desde este punto temporal en adelante, 

analizamos las modificaciones del MAT 

(días 7, 14 y 21) que induciría el 

tratamiento metronómico (Scharovsky O. 

et al. 2020; Petrucci G. et al. 2024) con 

CY+LOS (Lutsiak M. E. Ch. et al. 2005; 

Mainetti L. et al. 2020).  

Al evaluar el crecimiento tumoral, se 

observó una notoria eficacia terapéutica en 

los grupos tratados con CY y CY+LOS, 

siendo el tratamiento combinado el más 

eficaz. En concordancia, los mayores 

TDVT correspondieron a los grupos de CY 

y CY+LOS, que son los de menor índice 

proliferativo. En dichos grupos. el nº de MT 

y células Ki-67+ disminuyen, mientras que 

los Eo presentes en el MAT aumentan, 

observándose una reducción significativa 

del crecimiento tumoral. Por su parte la 

QTM, principalmente la CY promovería a 

un mayor infiltrado de Eo (MU H. H. et al., 

1993; Sasaki G. et al., 2000; Chang Su Y. 

et al., 2006) y consecuente cambios en el 

entorno tumoral sobre las células inmunes, 

mediadores y la MEC (Chang Su Y. et al., 

2006) derivados de una posible acción anti- 

tumoral. 

En cuanto a la MEC, nuestros hallazgos 

describen una disminución significativa de 

las células HIF-1�.+ y �.-SMA+, con una 

marcada reducción del depósito de 

colágeno estromal en el grupo CY+LOS. 

Se infiere que al reducir la hipoxia del 

estroma circundante al tumor y mejorar las 

condiciones del MAT, con pérdida del 

fenotipo pro- fibrótico, se generaría un 

escenario adecuado para el rechazo 

tumoral. Algunas evidencias indican que la 

inhibición de HIF-1�.+ reduce el crecimiento 

y la angiogénesis, relacionado con un 

aumento de la apoptosis celular y un 

cambio de la polarización de los 

macrófagos del fenotipo M2 al M1 (Velaei 

K. et al. 2016). 

Al analizar el fenotipo de los linfocitos 

infiltrantes, se comprueba en el grupo 

tratado con CY+LOS, un aumento 

significativo de las células T CD8+, con una 

marcada reducción de la población 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

inmunosupresora Foxp3+ (Fiori Lopes L. et 

al. 2014). Estos resultados describen 

modificaciones en el MAT hacia una 

actividad tumoricida, dato evidenciado por 

la asociación significativa y negativa entre 

células Ki-67+ y T CD8+; significativa y 

positiva entre células Ki-67+ y Foxp3+. La 

eficacia terapéutica con CY+LOS, se 

refleja en modificaciones en las 

condiciones del MAT, caracterizada por un 

marcado aumento de la cantidad y calidad 

del fenotipo activado y funcional T CD8+ 

citotóxico por sobre el entorno 

inmunosupresor, posiblemente asociado a 

una reprogramación del metabolismo 

celular (Chang Su Y. et al., 2006; Ankang 

H. et al., 2024; Jin H-R. et al., 2023). 

Al valorar el fenotipo funcional de los 

macrófagos estromales, demostramos que 

el tratamiento metronómico favorece la 

polarización de los macrófagos hacia el 

fenotipo M1 con posible actividad anti- 

tumoral y una regulación de los 

macrófagos M2. Por el contrario, al analizar 

estas poblaciones celulares en el grupo 

Control, se aprecia una polarización hacia 

M2 y una atenuación de los M1 a lo largo 

de la evolución tumoral. Algunos estudios 

indican que las células M1 experimentarían 

un agotamiento de su estado migratorio y 

funcional en zona hipóxicas, favoreciendo 

un cambio al perfil M2. Asimismo, los 

macrófagos M2 se acumulan en la región 

hipóxica y se asocian a propiedades 

inmunosupresoras (Bai R. et al., 2022; Qiu 

B. et al., 2023; Li M. et al., 2023). CY+LOS 

modularía el perfil funcional M2, 

favoreciendo a una respuesta anti- tumoral. 

Por último, al observar las 

modificaciones de la estructura y 

morfología de la vasculatura tumoral, 

observamos, en el grupo CY+LOS, una 

disminución del mimetismo vascular, efecto 

posiblemente relacionado a una mayor 

apoptosis de las células tumorales, 

estimulado por los fármacos y asociado a 

una normalización en el proceso 

angiogénico con una adecuad re 

estructuración vascular dentro del MAT.  

Concluimos que nuestros hallazgos en 

su conjunto demuestran que el tratamiento 

metronómico con CY+LOS, restaura y 

mejora las condiciones del MAT similares a 

las observadas durante el crecimiento 

inicial del tumor (pre- tratamiento), 

caracterizada por una reestructuración del 

entorno que limita el crecimiento y 

desarrollo de las células tumorales por 

medio de una respuesta anti- tumoral 

mejorada y aumentada. Dichos hallazgos 

nos permiten hipotetizar de manera teórica, 

de los posibles eventos que estarían 

vinculados, al menos en parte, por la 

presencia de Eo que se relacionarían con: 

1. una polarización modulada de células T 

CD8+ que median efectos citotóxicos y de 

macrófagos M2 a M1; 2. una re 

estructuración de la MEC con menor 

hipoxia y estado pro- fibrótico; 3. menor 

actividad inmunosupresora y 4. regulación 

angiogénica con menor actividad 



 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

vasculomimético tumoral. De esta forma y 

consecuentemente, se observa una 

tumorigénesis deteriorada que refleja la 

eficacia terapéutica del esquema 

metronómico con CY y LOS. Estos 

resultados nos orientan a un novedoso 

enfoque en el tratamiento del 

adenocarcinoma de mama murino triple 

negativo, que finalmente se traduce en una 

mayor efectividad en la disminución del 

crecimiento y desarrollo tumoral, buena 

calidad de vida y tolerancia de los animales 

tratados, con mínimos o nulos efectos 

adversos, ausencia de toxicidad y mayor 

tasa de supervivencia. 

Evidenciamos de este modo, que el 

estado inmunológico del MAT, con especial 

atención en las poblaciones celulares cuya 

actividad inmunosupresora estaría 

mediada por el perfil metabólico del mismo 

entorno, serian potenciales blancos 

terapéuticos, cuyas intervenciones 

tempranas y efectivas, podrían estimular la 

reprogramación de estas células hacia un 

fenotipo anti- tumoral, un perfil funcional y 

activo mejorado, y una re estructuración de 

la MEC, revirtiendo las condiciones hacia 

un MAT tumoricida. Una vía inmunitaria 

innata podría contrarrestar la naturaleza 

supresora del MAT, donde un nuevo 

enfoque terapéutico a través de la QTM, 

proporcionaría una novedosa vía para la 

reprogramación metabólica celular.  
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Resumen:  

Los tumores hipofisarios (TH) constituyen el 20% de los tumores intracraneales y 
presentan diversos comportamientos clínicos. En TH agresivos y/o resistentes a terapias 
convencionales, se recurre al agente quimioterápico temozolomida (TMZ) como tratamiento 
de segunda línea. Actualmente no existen biomarcadores que predigan la agresividad de los 
tumores hipofisarios, aunque los microRNAs (miRNAS) emergen como candidatos 
prometedores por sus patrones de expresión específicos.  

�/�D�� �Y�t�D�� �:�Q�W����-Catenina (Wnt) es una ruta de señalización celular fundamental para la 
regulación de procesos como proliferación, diferenciación, migración y supervivencia celular. 
Alteraciones en esta vía han sido asociadas con varios tipos de tumores.  

Nuestro objetivo es identificar miRNAs intratumorales capaces de predecir la respuesta a 
TMZ. A partir de revisión bibliográfica, identificamos un conjunto de genes asociados a 
resistencia a la quimioterapia. Con un análisis in sílico encontramos que el miR-RTMZ podría 
modular la actividad de genes relacionadas a resistencia a TMZ tales como MPG y MGMT.  

En una cohorte de TH proveniente de cirugía (n=24) se midió la expresión de miR RTMZ 
mediante Stem Loop RT-qPCR (se normalizó con SNORD44) y la de los ARNm con RT-qPCR 
(se normalizó con GAPDH).  

Observamos una correlación positiva entre miR-RTMZ y el gen MPG (p=0,001), y entre 
este miRNA y componentes claves de la vía Wnt (p=0,04). Por otro lado, el gen MGMT mostró 
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una mayor expresión en TH no invasivos respecto a los invasivos (p=0,03), y en TH secretores 
respecto a los no secretores (p=0,04).  

Nuestros resultados sugieren un posible rol del miR-RTMZ en la resistencia terapéutica 
de los TH, esta resistencia a su vez, podría relacionarse a alteraciones en la vía Wnt. 

Palabras claves:  miRNAs, tumores hipofisarios, quimioterapia. 

 

Introducción :  

La adenohipófisis es un regulador clave 

de la homeostasis corporal, se encarga de 

controlar procesos fisiológicos mediante la 

secreción de hormonas específicas a la 

circulación sistémica, las cuales ejercen su 

acción regulatoria sobre otras glándulas 

(entre ellas las glándulas suprarrenales, las 

gónadas y la glándula tiroides) (G. K. Hong, 

2016). La adenohipófisis está asociada y 

conectada íntimamente con el encéfalo, 

específicamente con el hipotálamo, y 

funciona como un órgano intermediario 

para los intercambios de señales 

fisiológicas entre el hipotálamo y los 

órganos periféricos (C. Perez-Castro, 

2012).  

La adenohipófisis consta de cinco tipos 

de células independientes, cada una de las 

cuales secretan hormonas diferentes (G. K. 

Hong, 2016). La hormona de crecimiento 

(GH) es producida por células 

somatotropas, la prolactina (PRL) por 

lactotropas, la hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH) por los 

corticotropos, la hormona estimulante de la 

tiroides (TSH) por los tirotropos y las 

hormonas lutenizante (LH) y 

foliculoestimulante (FSH) por las células 

gonadotropas (C. Perez-Castro, 2012). 

Los tumores de la hipófisis representan 

un grupo heterogéneo de neoplasias que 

afectan principalmente a la adenohipófisis. 

Históricamente, estos tumores han sido 

conocidos como adenomas hipofisarios, 

aunque recientemente, este término fue 

reemplazado por PitNETs (tumores 

neuroendócrinos hipofisarios), ya que esta 

denominación refleja de manera más 

precisa su posible comportamiento 

agresivo, ya sea porque producen 

hipersecreción hormonal y disfunciones 

endócrinas asociadas o por el efecto de 

masa que pueden ejercer sobre estructuras 

cerebrales cercanas. (Casar-Borota O, 

2025).  

La gran mayoría de los PitNETs son 

benignos, de crecimiento lento y con una 

baja tasa de recurrencia, incluso después 

de la resección quirúrgica. Sin embargo, en 

casos menos frecuentes, estos tumores 

pueden presentar un comportamiento 

clínicamente agresivo, caracterizado por 

invasión local, crecimiento acelerado, 

resistencia a los tratamientos 

convencionales e incluso, en casos muy 
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excepcionales, capacidad de metastatizar 

(Casar-Borota O, 2025). 

Los PitNETs constituyen 

�D�S�U�R�[�L�P�D�G�D�P�H�Q�W�H�� �H�O�� �����×���� �G�H�� �W�R�G�R�V�� �O�R�V��

tumores del sistema nervioso central y 

�U�H�S�U�H�V�H�Q�W�D�Q�� �H�O�� �����×���� �G�H�� �O�D�V�� �Q�H�R�S�O�D�V�L�D�V��

intracraneales que se extirpan mediante 

cirugía (Melmed, 2020). Sin embargo, 

estudios de autopsia han indicado que la 

prevalencia real de los tumores hipofisarios 

puede ser cercana al 30% en personas 

entre 50 y 60 años de edad, ya que muchos 

de estos tumores son pequeños y no 

funcionantes, por lo que están presentes 

durante toda la vida sin ser reconocidos ni 

causar ningún problema (Korbonits, 2018). 

Los linajes de células hipofisarias 

diferenciadas que expresan hormonas 

pueden dar lugar a distintos tipos de 

tumores, a menudo acompañados de 

hipersecreción hormonal autónoma 

(Melmed, 2020). Si los tumores hipofisarios 

no son secretores de hormonas se 

denominan no funcionantes, si en cambio, 

secretan hormonas se denominan 

funcionantes. (Lonser, 2017). A su vez, los 

tumores funcionantes se clasifican según la 

hormona que secretan en: 

- Prolactinomas: se producen cuando las 

células tumorales lactotropas producen 

niveles elevados de prolactina en sangre. 

(C. Perez-Castro, 2012) 

- Acromegalia: se producen por niveles 

elevados de GH en sangre, debido a la 

secreción descontrolada de las células 

tumorales somatotropas (C. Perez-Castro, 

2012) 

- Enfermedad de Cushing: ocurre cuando 

las células tumorales corticotropas 

producen una secreción anormal de ACTH 

(C. Perez-Castro, 2012). 

- Tumores secretores de TSH: ocurren 

cuando las células tirotropas generan 

niveles elevados de TSH en sangre, suelen 

ser plurihormonales, ya que también 

producen PRL, LH y FSH (C. Perez-Castro, 

2012). 

 

Figura 1 |  Prevalencia de tumores 
neuroendócrinos (PitNETs) en la 

población general. Información tomada de 
(Daly AF, 2020). 

El tratamiento de los tumores 

hipofisarios depende de su tamaño, 

localización e histotipo y puede incluir 

cirugía, radioterapia o terapia médica. La 

cirugía transesfenoidal es la estrategia de 

elección en la mayoría de los casos 

(excepto en los prolactinomas, que suelen 

responder favorablemente al tratamiento 

farmacológico), se trata de una 

intervención mínimamente invasiva, que se 

realiza a través del hueso esfenoides (vía 

transeptoesfenoidal) y permite acceder a la 

hipófisis con bajo riesgo y buena eficacia, 

53%30%

12%
4% 1%

Prolactinoma
No funcionantes
Acromegalia
Síndrome de Cushing
Otros
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con altas tasas de remisión, aunque existe 

riesgo de recurrencia (Molitch, 2017). La 

radioterapia se reserva para tumores que 

no responden a cirugía o fármacos, siendo 

eficaz pero con un elevado riesgo de 

hipopituitarismo a largo plazo. Por su parte, 

el tratamiento médico orientado a inhibir la 

hipersecreción hormonal constituye una 

alternativa menos invasiva y útil como 

complemento, aunque rara vez es curativo 

salvo en los prolactinomas, siendo su 

principal beneficio el control bioquímico 

(Mehta GU, 2017).  

Una pequeña proporción de PitNETS 

pueden mostrar signos de invasión local de 

duramadre, hueso y/o estructuras 

circundantes y algunos de ellos muestran 

una tendencia a la resistencia a los 

tratamientos estándar y son propensos a la 

recurrencia posoperatoria temprana y, por 

lo tanto, se vuelven clínicamente agresivos. 

Este pequeño subconjunto que muestra un 

crecimiento tumoral progresivo/recurrente 

que no se controla con cirugía repetida, 

radioterapia y/o terapia médica se 

denomina tumores hipofisarios agresivos 

(Burman P, 2023), (Nishioka, 2023). La 

ausencia de una definición clara y 

consensuada, sumada a la escasa 

diferenciación en los estudios y a la 

heterogeneidad en los criterios de inclusión 

de las distintas series publicadas, dificulta 

establecer una visión epidemiológica 

precisa. En términos generales, se estima 

que menos del 1% de todos los 

macroadenomas desarrolla un 

comportamiento verdaderamente agresivo 

(Burman P, 2023). 

La temozolomida (TMZ) es un agente 

alquilante de administración oral que se ha 

consolidado como una alternativa 

terapéutica relevante para los tumores 

hipofisarios agresivos. Se ha comprobado 

que la TMZ no solo puede reducir el 

tamaño tumoral, sino también normalizar la 

hipersecreción hormonal en un número 

considerable de pacientes (Dworakowska 

D, 2018). 

Su mecanismo de acción se basa en la 

adición de grupos metilo a las bases del 

ADN, lo que genera errores de lectura y 

apareamiento incorrecto durante la 

replicación. Estos errores activan el 

sistema de reparación de errores de 

apareamiento (MMR), desencadenando 

ciclos de reparación ineficaces que 

consumen energía celular y conducen 

finalmente a roturas de doble cadena y 

apoptosis (Burman P, 2023). 

La metilación inducida por TMZ ocurre 

principalmente en guanina en posición N7 

(N7-MeG, 60�±80% de los eventos), en 

adenina en posición N3 (N3-MeA, 10�±20%) 

y, en la guanina en posición O6 (O6-MeG, 

5�±10%) (Syro, 2018). Esta última 

modificación es particularmente relevante, 

ya que la guanina metilada en O6 se lee 

erróneamente como adenina y se aparea 

con timina durante la replicación, 
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generando mutaciones letales para la 

célula tumoral (Burman P, 2023). 

A pesar de la eficacia demostrada de la 

temozolomida en determinados tumores, 

en el caso de los tumores hipofisarios 

agresivos y carcinomas (metastásicos) aún 

no existen biomarcadores predictivos 

confiables que permitan anticipar la 

respuesta al tratamiento. El gen MGMT, 

encargado de reparar la lesión O6-MeG, ha 

sido ampliamente estudiado como 

marcador potencial; sin embargo, su valor 

pronóstico en tumores hipofisarios 

continúa siendo controvertido debido a la 

heterogeneidad en la expresión de la 

proteína y en el estado de metilación de su 

promotor. De este modo, la falta de 

predictores robustos representa una 

limitación clínica importante, ya que obliga 

a utilizar la TMZ en un esquema de prueba 

y error, retrasando en algunos casos la 

implementación de terapias alternativas 

más adecuadas (Nakano-Tateno, 2021).  

En este contexto, surge la necesidad 

de explorar nuevos biomarcadores 

moleculares capaces de superar las 

limitaciones de los actualmente 

estudiados. Entre las alternativas 

incipientes y más prometedoras se 

encuentran los microRNAs (miRNAs), 

pequeños ARN no codificantes de 20�±24 

nucleótidos que regulan la expresión 

génica a nivel postranscripcional. Estos 

desempeñan funciones esenciales en 

prácticamente todas las vías biológicas de 

los mamíferos y participan en procesos 

clave asociados al cáncer, como la 

proliferación celular, el control del ciclo, la 

apoptosis, la diferenciación, la migración y 

el metabolismo (Jansson MD, 2012). 

En el caso particular de los tumores 

hipofisarios, los síntomas clínicos pueden 

manifestarse muchos años después del 

inicio del desarrollo tumoral. Por ello, 

disponer de biomarcadores específicos y 

no invasivos, tales como los perfiles de 

expresión de miARNs, resultaría de gran 

utilidad para mejorar el diagnóstico, el 

pronóstico y el seguimiento de la respuesta 

terapéutica en estos pacientes (Donati S, 

2021). 

El mecanismo de acción de los miRNA 

consiste en unirse a secuencias 

complementarias presentes en el ARN 

mensajero (ARNm), interfiriendo con la 

maquinaria de traducción y reduciendo o 

bloqueando la síntesis proteica. Además, 

se ha demostrado que la interacción de un 

miRNA con su ARNm diana puede 

promover el reclutamiento de complejos de 

degradación, favoreciendo la 

desestabilización y el descenso de los 

niveles de expresión del ARNm (Bhaskaran 

M, 2014). 

Estas moléculas tienen un rol esencial 

en múltiples procesos biológicos y se han 

propuesto tanto como herramientas 

terapéuticas así como posibles blancos de 

intervención para el tratamiento de 
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diversas patologías (Saliminejad K, 2019). 

Los miRNAs representan solo un 2-3% del 

genoma humano, y se calcula que pueden 

regular la expresión de aproximadamente 

un 60% de los genes. Un solo miRNA 

puede regular alrededor de 200 transcritos 

diferentes, pudiendo actuar cada uno en 

una vía celular distinta, así como un mismo 

ARNm puede ser regulado por múltiples 

miRNAs (Giner, 2016). 

Estas moléculas muestran patrones de 

expresión aberrantes en diversos tipos de 

cáncer y otras enfermedades humanas, 

incluyendo patologías cardiovasculares, 

metabólicas, diabetes y procesos virales. 

Su desregulación se reconoce como un 

factor causal en la progresión de la 

enfermedad (Saliminejad K, 2019). Los 

miRNAs desregulados en cáncer se 

clasifican en dos grandes grupos: 

oncomiRs y miRNAs supresores 

tumorales. Los primeros se encuentran 

regulados positivamente y reprimen genes 

supresores de tumores, favoreciendo la 

transformación maligna. En contraste, los 

miRNAs supresores tumorales se regulan 

negativamente, lo que conduce a la 

sobreexpresión de oncogenes. De manera 

interesante, algunos miRNAs, pueden 

desempeñar un papel dual, actuando como 

oncomiR y como supresor, dependiendo 

del contexto molecular y celular en el que 

se expresen (Saliminejad K, 2019). 

  

Figura 2 |  Esquema representativo del rol 

de los oncomiRs y miRNAs supresores 

tumorales (Saliminejad K, 2019). 

En este sentido, la desregulación de 

determinados miRNAs adquiere especial 

relevancia al modular vías críticas de 

señalización celular. Entre ellas, la vía 

�:�Q�W����-Catenina destaca por su implicación 

directa en procesos de proliferación, 

diferenciación y apoptosis, cuya alteración 

favorece la tumorigénesis y la progresión 

de múltiples neoplasias (Zhang Y, 2020). 

�/�D���Y�t�D���:�Q�W����-catenina se activa cuando 

los ligandos Wnt se unen a los receptores 

FZD y sus correceptores, lo que inhibe al 

complejo de destrucción responsable de 

degradar ��-catenina. Como consecuencia, 

��-catenina se acumula en el citoplasma y 

posteriormente se trasloca al núcleo, 

donde interactúa con factores TCF/LEF 

para activar genes diana como c-Myc y 

ciclina D1 (Zhang Y, 2020) (Song P, 2024). 

Algunos componentes claves de la vía 

�:�Q�W������-catenina se ilustran en la siguiente 

figura.  



 

7 
 

 

Figura 3  | Vía de señalización canónica 

�G�H���:�Q�W���\���U�R�O���G�H����-Catenina. (Song P, 

2024). 

La desregulación de la vía �:�Q�W����-

Catenina se asocia con diversas 

enfermedades, incluido el cáncer. En 

varios tumores humanos, mutaciones en 

componentes de esta vía que conducen a 

�O�D�� �H�V�W�D�E�L�O�L�]�D�F�L�y�Q�� �G�H�� �O�D�� ��-catenina 

constituyen un mecanismo molecular clave 

en la tumorigénesis (Gaston-Massuet C, 

2011). En el caso de los tumores 

hipofisarios, distintos estudios han 

demostrado que la activación aberrante de 

Wnt contribuye a su progresión (Wang W, 

2023). 

Más allá de su función en el crecimiento 

�W�X�P�R�U�D�O�����O�D���D�F�W�L�Y�L�G�D�G���G�H���:�Q�W����-Catenina se 

ha relacionado con la resistencia a terapias 

antitumorales. En distintos tipos de cáncer, 

un aumento en la señalización Wnt se 

correlaciona con la resistencia a 

quimioterapia y radioterapia. Tanto la 

quimioterapia como la radiación pueden 

inducir la activación de esta vía, que a su 

vez protege a las células tumorales de la 

detención del ciclo celular y la apoptosis. 

Además, la señalización elevada de Wnt 

favorece la reparación del ADN dañado, lo 

que confiere resistencia frente a inhibidores 

como el PARP-olaparib en cáncer de 

ovario, y potencialmente también frente a 

otros agentes quimioterapéuticos y 

radiación (Zhong Z, 2020). Un ejemplo 

particularmente relevante es el 

glioblastoma multiforme (GBM), un tumor 

cerebral primario altamente letal con un 

tratamiento estándar que combina 

resección quirúrgica con radioterapia y 

temozolomida. En modelos experimentales 

de GBM, Yun et al. demostraron que la 

�L�Q�K�L�E�L�F�L�y�Q�� �G�H�� �O�D�� �Y�t�D�� �:�Q�W����-catenina en 

combinación con TMZ aumentó de forma 

sinérgica la eficacia terapéutica, lo que 

aporta evidencia sobre el potencial de esta 

estrategia para superar la resistencia a 

TMZ (Yun EJ, 2020). 

En este contexto, recientemente se ha 

puesto especial atención en los ARN no 

codificantes como moduladores de esta 

vía, ya que pueden ejercer efectos 

inhibidores sobre la señalización de Wnt. 

Por ejemplo, estudios publicados han 

demostrado que muchos ARN no 

codificantes inhiben directa o 

indirectamente la vía de Wnt. En 2019, 

Shen et al. descubrieron que un  microRNA 

regula negativamente Smad7, activa la vía 

Wnt, potencia la invasión de los PitNETs y 

previene la apoptosis (Wang W, 2023). 
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Hipótesis:  

En los tumores hipofisarios existe un 

perfil de expresión de miRNAs tumorales 

vinculado a resistencia a temozolomida 

que permite diferenciarlos de aquellos que 

responden a la terapia. 

Objetivo:  

Determinar el potencial de miRNAs 

tisulares como predictores de agresividad y 

resistencia a temozolomia en tumores 

hipofisarios, que permitan junto con 

marcadores histopatológicos y 

características clínicas, realizar un 

seguimiento y pronóstico de evolución más 

eficaz para los pacientes con PitNETs 

agresivos. 

Objetivos específicos:  

1- Identificar, mediante análisis in silico, un 

conjunto de miRNAs asociados 

simultáneamente con genes de resistencia 

a temozolomida y con componentes de la 

�Y�t�D���:�Q�W����-catenina. 

2- Evaluar el conjunto de los miRNAs 

establecidos en 1- en muestras de tumores 

hipofisarios provenientes de cirugía. 

3- Evaluar la existencia de asociación entre 

los niveles de expresión de los miRNAs, 

mensajeros asociados a resistencia a TMZ 

�\�� �F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�V�� �G�H�� �O�D�� �V�H�x�D�O�L�]�D�F�L�y�Q�� �:�Q�W����-

Catenina.   

4- Determinar si existe correlación entre los 

niveles de los miRNAs y de los mRNA 

asociados a resistencia a TMZ con 

parámetros clínicos, tales como índice de 

proliferación, invasividad, grado de Knosp, 

recurrencia, tamaño tumoral, indicadores 

de agresividad, entre otros. 

Metodología:  

- Muestras de tumores hipofisarios 

humanos:  

En este estudio, se utilizaron muestras 

de tumores hipofisarios de pacientes 

derivados a neurocirugía en distintos 

centros del país: Sanatorio Dupuytrén, 

Clínica Santa Isabel, Hospital Británico y 

Fundación para la Lucha contra las 

Enfermedades Neurológicas de la Infancia 

(FLENI) de CABA, Buenos Aires; Sanatorio 

9 de Julio S.A de San Miguel de Tucumán, 

Tucumán; y Clínica La Pequeña Familia 

(LPF) de la ciudad de Junín, Buenos Aires. 

Cada paciente firmó el debido 

consentimiento informado, en donde se 

detallan las actividades a realizar en el 

proyecto con las muestras proporcionadas. 

El protocolo de investigación fue evaluado 

por el Comité de Ética en la Investigación y 

en Uso de Animales de Experimentación 

de la Universidad Nacional del Noroeste de 

la Provincia de Buenos Aires (COENOBA) 

y autorizado por la máxima autoridad de 

cada institución interviniente.  
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Luego de realizar la cirugía 

transesfenoidal, los centros previamente 

mencionados remitieron el excedente de 

tejido tumoral no requerido para los 

estudios anatomopatológicos de rutina. 

Las muestras fueron conservadas en 

RNAlater (Ambion, INC) y almacenadas a 

�í�����×�ƒ�&�� �K�D�V�Wa su procesamiento para la 

evaluación de miRNAs y ARNm.  

Asimismo, los servicios de neurocirugía 

proporcionaron información clínica y 

radiológica de los tumores, obtenida a 

partir de estudios por resonancia 

magnética e historias clínicas, incluyendo 

datos sobre tamaño tumoral, recurrencia e 

invasividad. 

Las muestras tumorales utilizadas 

fueron clasificadas de acuerdo al criterio 

clínico según su secreción hormonal en 

tumores funcionantes (F): 

somatotropinomas (secretor de GH), 

corticotropinomas (secretor de ACTH), y 

prolactinomas (secretor de PRL); o en 

tumores no funcionantes (NF) cuando no 

se detectó secreción hormonal. 

- Selección in sílico de miRNAs:  

A partir de datos de la literatura se 

seleccionaron genes candidatos asociados 

a la resistencia a diferentes tratamientos 

empleados en tumores hipofisarios. Estos 

genes fueron ingresados individualmente 

en las plataformas miRSystem, miRmap y 

miRTargetLink, lo que permitió obtener una 

lista inicial de posibles miRNAs 

reguladores.  

Las plataformas bioinformáticas 

empleadas permiten predecir y analizar las 

funciones de los miRNAs a través de 

distintos enfoques. miRSystem 

(http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/) integra 

predicciones de genes diana mediante 

siete algoritmos y dos bases de datos 

experimentales, considerando solo genes 

detectados por al menos tres herramientas 

para reducir falsos positivos, y evalúa 

funciones y vías biológicas con bases 

como GO, KEGG y Reactome. miRmap 

(https://mirmap.ezlab.org/app) clasifica 

posibles genes diana de miRNAs aplicando 

criterios termodinámicos, probabilísticos, 

evolutivos y de secuencia. Finalmente, 

miRTargetLink (https://ccb-compute.cs.uni-

saarland.de/mirtargetlink2) permite 

construir y visualizar redes de interacción 

entre miRNAs, genes y rutas biológicas, 

facilitando el análisis de relaciones 

funcionales de manera gráfica y dinámica. 

Estas plataformas otorgaron una lista 

inicial de posibles miRNAs reguladores de 

genes asociados a resistencia a TMZ. Con 

el objetivo de acotar esa lista, se realizó 

una nueva búsqueda bibliográfica 

orientada a identificar evidencia 

experimental de interacción miRNA-gen. A 

su vez, se priorizaron aquellos miRNAs que 

mostraran interacciones predichas con 

genes clave de las vías de señalización 



 

10 
 

�:�Q�W����-Catenina. Finalmente, se 

seleccionaron aquellos miRNAs que 

aparecían en al menos dos de las tres 

bases de datos utilizadas (miRSystem, 

miRmap y miRTargetLink), que modulaban 

�J�H�Q�H�V���F�O�D�Y�H�V���G�H���O�D���Y�t�D���:�Q�W������-Catenina y/o 

que contaban con respaldo bibliográfico al 

menos en patologías distintas a los 

tumores hipofisarios. 

- Diseño de primers para detección de 

miRNAs:  

Los miRNAs representan un gran 

desafío técnico en cuanto a su detección y 

cuantificación, debido a su tamaño 

reducido (~22 nucleótidos), lo que dificulta 

el diseño de cebadores convencionales 

que se utilizan en técnicas estándar como 

la RT-qPCR (Kramer, 2011). Esta 

limitación nos llevó a explorar enfoques 

alternativos para su análisis. En 2005, 

Chen et al. propusieron por primera vez un 

método de cuantificación en tiempo real 

específicamente diseñado para miARNs 

maduros: la técnica Stem-Loop RT-qPCR 

(Figura 4). Gracias a su alta sensibilidad, 

especificidad y reproducibilidad, esta 

técnica se convirtió en una herramienta 

ampliamente adoptada en el campo 

biomédico para el estudio de miARNs 

(Yang LH, 2014). 

La primera etapa de la Stem Loop qRT-

PCR consiste en la retrotranscripción del 

miRNA a ADNc utilizando un cebador 

Stem-Loop. Este cebador tiene una 

estructura secundaria tipo tallo-bucle que lo 

hace más estable que un cebador lineal 

convencional. Las últimas 6 bases en 3' del 

cebador son complementarias a las últimas 

6 bases en 3' del miRNA objetivo, esta 

unión específica permite que el miRNA se 

extienda durante la retrotranscripción, 

generando un ADNc más largo (de ~22 a 

>60 nucleótidos), lo que mejora su 

estabilidad y detectabilidad (Kramer, 

2011). 

Posteriormente se realiza la 

amplificación del ADNc generado mediante 

qPCR. En este caso, se utiliza un cebador 

forward específico, que es la secuencia del 

miRNA convertida a ADN (cambiando las U 

por T), pero sin los últimos 6 nucleótidos 

del extremo 3'. Además, se añaden 5 

nucleótidos en el extremo 5' para ajustar la 

temperatura de fusión (Tm) y mejorar la 

eficiencia de amplificación. El cebador 

reverse es universal y se une a una región 

fija dentro del mismo cebador stem-loop 

utilizado durante la retrotranscripción. 

En la siguiente imagen se esquematiza 

la técnica Stem Loop RT qPCR.  



 

11 
 

 

Figura 4  | Esquematización del método de 

Stem-Loop RT-qPCR. Generado con Bio-

Render. 

- Extracción de ARN a partir de muestras 

tumorales:  

La extracción de ARN total de tumores 

hipofisarios conservados en RNA Later se 

realizó con TRI Reagent. Se llevó a cabo el 

protocolo utilizado en nuestro laboratorio 

(Cristina, 2005). La única modificación del 

protocolo fue que la incubación en 

isopropanol se llevó a cabo overnight (ON), 

para promover la precipitación de los 

miRNAs. La concentración del ARN total se 

determinó por medida de la absorbancia a 

260 nm en espectrofotómetro de luz UV 

(Picodrop, Microlat) y su pureza se evaluó 

según la relación de absorbancia 260/280 

nm (se consideró aceptable un valor de 

~2.0). El ARN se mantuvo congelado a -

80°C hasta el momento de ser analizado.  

- Síntesis de ADNc: 

1- Retrotranscripción de ARNm: 

La retrotranscripción de ARNm para la 

obtención del ADN copia (ADNc) se llevó a 

�F�D�E�R���X�W�L�O�L�]�D�Q�G�R���������J���G�H���$�5�1���H�Q���X�Q���Y�R�O�X�P�H�Q��

�I�L�Q�D�O���G�H�����������O���H�Q���S�U�H�V�H�Q�F�L�D���G�H���%�X�I�I�H�U�����;���G�H��

la enzima M-MLV Reverse Transcriptase 

(Promega, WI, USA), desoxi-NTPs 1 mM, 

cebadores oligo dT15 1 pM (Genbiotech, 

Buenos Aires, Argentina), 10 U de 

retrotranscriptasa M-MLV (Promega, WI, 

USA) y H20 estéril comercial para llevar a 

volumen final. Se utilizó el termociclador 

GenePro (Bioer Technology Co. Ltd.) con 

�H�O�� �V�L�J�X�L�H�Q�W�H�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �G�H�� �F�L�F�O�D�G�R���� �����¶�� �D��

25°C (hibridación oligos dT-�$�5�1�P������ �����¶�� �D��

37°C (catálisis de la retrotranscripción por 

la enzima M-MLV), finalizando a 4°C. Se 

llevaron a cabo dos controles negativos, 

omitiendo la enzima o la muestra. 

2) Retrotranscripción de miRNA:  

La retrotranscripción de miRNAs para 

la obtención de ADNc se llevó a cabo 

�X�W�L�O�L�]�D�Q�G�R�����×���J���G�H���$�5�1���W�R�W�D�O���H�Q���X�Q���Y�R�O�X�P�H�Q��

�I�L�Q�D�O�� �G�H�� �����×���/���� �P�H�G�L�D�Q�W�H�� �X�Q�D�� �U�H�D�F�F�L�y�Q��

compuesta por dos mezclas (Mix 1 y Mix 2) 

La mix 1 contenía desoxinucleótidos 

���G�1�7�3�V���� �D�� ���×�P�0�� ���*�H�Q�E�L�R�W�H�F�K���� �%�X�H�Q�R�V��

Aires, Argentina) y primers Stem-Loop 

(SLO) específicos de cada miRNA a una 

�F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�y�Q�� �I�L�Q�D�O�� �G�H�� ���×���0���� �(�Q�� �F�D�G�D��

reacción se incluyeron un máximo de tres 

primers SLO, entre ellos el correspondiente 

al control interno, con el objetivo de evitar 

hibridación entre ellos.   
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La mix 2 consistió en Buffer 5X de la 

enzima M-MLV Reverse Transcriptase; 

(Promega, WI, USA), y 10 unidades de 

transcriptasa reversa M-MLV (Promega, 

WI, USA). 

El procedimiento comienza con una 

preincubación de la Mix 1 junto con el ARN 

y agua estéril libre de nucleasas, durante 2 

�P�L�Q�X�W�R�V�� �D�� �����×�ƒ�&���� �V�H�J�X�L�G�D�� �G�H�� �X�Q��

enfriamiento rápido sobre hielo (shock 

térmico) durante 2 minutos. 

Posteriormente, se añade la Mix 2, se 

homogeniza y se lleva a cabo la 

retrotranscripción en un termociclador 

GenePro (Bioer Technology Co. Ltd.) bajo 

las siguientes condiciones: 30 minutos a 

�����×�ƒ�&�� ���K�L�E�U�L�G�D�F�L�y�Q�� �H�Q�W�U�H�� �P�L�$�5�1�� �\�� �6�W�H�P-

�/�R�R�S���S�U�L�P�H�U�������������P�L�Q�X�W�R�V���D�������×�ƒ�&�����D�F�W�L�Y�L�G�D�G��

enzimática de la transcriptasa reversa) y 5 

�P�L�Q�X�W�R�V�� �D�� �����×�ƒ�&�� ���L�Q�D�F�W�L�Y�D�F�L�y�Q�� �G�H�� �O�D��

enzima), finalizando con mantenimiento a 

���×�ƒ�&�����6�H���L�Q�F�O�X�\�H�U�R�Q���G�R�V���F�R�Q�W�U�R�O�H�V���Q�H�J�D�W�L�Y�R�V��

para validar la especificidad de la reacción, 

omitiendo la enzima o la muestra. 

- PCR en tiempo real: 

Para cuantificar la expresión de los 

ARNm y de los miRNAs seleccionados se 

llevó a cabo la técnica de PCR en tiempo 

real. Los cebadores sentido y antisentido 

fueron diseñados utilizando la herramienta 

�³�3�U�L�P�H�U�� �%�O�D�V�W�´�� �G�H�� �1�&�%�,��

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast) y adquiridos en Integrated DNA 

Technologies, Inc. La técnica se llevó a 

cabo según el protocolo descripto por 

nosotros en (Cristina, 2005).  

Los datos fueron analizados a través 

del método del delta CT (diferencia de 

umbral de fluorescencia alcanzado entre el 

gen de interés y el gen de referencia). La 

pureza y especificidad del producto de la 

reacción fue corroborada a través de la 

curva de Melting obtenida en el programa 

de amplificación. Empleamos como 

referencia o control interno a GAPDH para 

los ARNm; y SNORD44 para los miRNAs.  

La elección del gen de referencia al 

evaluar miRNAs es crucial para producir 

datos confiables y permitir las 

comparaciones de los niveles de expresión 

en varias muestras y experimentos (Mack 

T, 2024). Sin embargo, actualmente no 

existe un normalizador universalmente 

aceptado. Los genes comúnmente usados 

(U6, rRNA5s, SNORD44, SNORD24) 

varían según el tipo de tejido, la especie y 

la condición patológica, lo que impide 

establecer un consenso sobre un gen de 

referencia estándar aplicable de forma 

transversal (Morata-Tarifa C, 2017). 

Idealmente, el gen de referencia debe 

mostrar estabilidad en todas las muestras, 

además de tener características similares a 

los miRNAs, cuya baja abundancia y 

susceptibilidad técnica dificultan la 

normalización. Ante la imposibilidad de 

usar un miRNA estable en tumores 
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hipofisarios, se optó por emplear el ARN 

pequeño nucleolar SNORD44, 

ampliamente validado por su estabilidad, 

abundancia y similitud bioquímica con los 

miRNAs. 

- Análisis estadístico:  

En todos los casos, se evaluaron los 

supuestos de normalidad y homogeneidad 

de variancias.  Las comparaciones de los 

niveles de ARNm entre los distintos grupos 

de pacientes, clasificados a partir de los 

datos de sus historias clínicas, se 

efectuaron mediante pruebas estadísticas 

no paramétricas: el análisis de la varianza 

de Kruskall Wallis y la prueba U de Mann-

Whitney. Las correlaciones entre los 

niveles de diferentes miRNAs y ARNm se 

realizaron utilizando el test de correlación 

de Spearman. p<0.05 se consideró 

significativo. Cuando las diferencias no 

alcanzaron la significancia (p>0.05) se las 

�G�H�W�H�U�P�L�Q�y�� �F�R�P�R�� �³�1�6�´���� �(�O�� �Q�~�P�H�U�R�� �G�H��

unidades experimentales o repeticiones de 

cada experimento (N) se encuentra 

detallado en cada figura. 

Resultados:  

- Selección in sílico de miRNAs: 

Comenzamos esta selección 

realizando una búsqueda bibliográfica de 

genes candidatos asociados a la 

resistencia a temozolomida.  

Encontramos que muchos estudios 

identificaban a la O6-metilguanina ADN 

metiltransferasa (MGMT) como una 

proteína reparadora capaz de contrarrestar 

el daño del ADN inducido por TMZ. La 

expresión de MGMT parece 

correlacionarse con la respuesta de un 

tumor a la terapia con TMZ. Varios estudios 

indicaban una asociación entre los bajos 

niveles de expresión de MGMT y una mejor 

respuesta al tratamiento con TMZ. Sin 

embargo, esta asociación no se observó en 

otros estudios. Además, el nivel de 

expresión de MGMT puede aumentar 

durante la terapia con TMZ, lo que podría 

afectar la interpretación de la expresión de 

MGMT. En la actualidad, la expresión de 

MGMT todavía no se considera un posible 

marcador predictivo de la respuesta a TMZ 

(Nakano-Tateno, 2021).  

Otros estudios demostraron que la 

proteína ADN metilpurina- N- glicosilasa 

(MPG), también conocida como 

alquilpurina-ADN- N- glicosilasa (APNG) 

eliminaba los aductos altamente tóxicos 

producidos por la TMZ. La MPG pertenece 

a una de las cuatro familias de glicosilasas 

implicadas en BER (reparación por 

escisión de bases). Agnihotri et al. 

demostraron que MPG, junto con la MGMT, 

puede proporcionar resistencia a TMZ de 

manera aditiva ya que, en líneas celulares 

de glioblastoma resistentes a TMZ, ambas 

se expresan. También encontraron que los 

pacientes con glioblastoma (GBM) con 

inmunotinción nuclear de MPG en sus 

biopsias tuvieron una supervivencia global 
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significativamente peor. Por el contrario, 

los pacientes con GBM con un promotor 

MGMT metilado y buena supervivencia, 

también tuvieron un mayor número de 

tumores MPG-negativos, lo que sugiere 

que una baja inmunoexpresión de MGMT y 

MPG conduciría a una mejor respuesta de 

TMZ (Syro, 2018).  

Para nuestro estudio, ingresamos 

ambos genes individualmente en las 

plataformas miRSystem, miRmap y 

miRTargetLink, y obtuvimos una lista inicial 

de posibles miRNAs reguladores. Que 

posteriormente acotamos al realizar una 

nueva búsqueda bibliográfica orientada a 

identificar evidencia experimental de 

interacción miRNA-gen. A su vez, 

priorizamos aquellos miRNAs que 

mostraran interacciones predichas con 

genes clave de la vía de señalización 

�:�Q�W����-Catenina. Finalmente, 

seleccionamos un subconjunto de miRNAs 

candidatos. En este trabajo determinamos 

uno de ellos que llamaremos miR-RTMZ.  

- Expresión de MGMT en tumores 
hipofisarios humanos:  

Se detectó la expresión del ARNm 
MGMT en 15 tumores hipofisarios 
humanos, de los cuales 6 son No 
Funcionantes (NF), 3 tumores secretores 
de GH (GH), 4 prolactinomas (PRL) y 2 
corticotropinomas (ACTH). Se obtuvieron 
niveles de expresión variables dentro del 
mismo histotipo tumoral (Figura 5), aunque, 
se observó una expresión más homogénea 
en el grupo de tumores no funcionantes.  

 
Figura 5  | Expresión de ARNm MGMT 

determinada por RT-qPCR en muestras 
de tumores hipofisarios humanos. Los 

niveles de expresión fueron normalizados 
al gen de referencia GAPDH y 

posteriormente se relativizaron con 
respecto al promedio de muestras 

seleccionadas como calibradoras. NF = no 
funcionante, GH = somatotropinoma, 

ACTH = corticotropinoma, PRL = 
prolactinoma. 

 

De los 15 tumores analizados 8 de ellos 
eran no invasivos, mientras que los otros 7 
mostraron invasión de estructuras 
circundantes. Al comparar la expresión de 
MGMT en ambos grupos, se observó una 
mayor expresión en tumores no invasivos 
respecto a los invasivos (p=0,03). 
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Figura 6  | Expresión de ARNm MGMT 

determinada por RT-qPCR en muestras 
de tumores hipofisarios humanos (no 

invasivos n=8, invasivos n=7). 

También encontramos una mayor 
expresión del ARNm MGMT en tumores 
secretores o funcionantes (n=9) respecto a 
los no secretores o no funcionantes (n=6) 
(p=0,04). 

 
Figura 7 | Expresión de ARNm MGMT 

determinada por RT-qPCR en muestras 
de tumores hipofisarios humanos (no 
funcionantes n=6, funcionantes n=9) 

 

- Expresión de MPG en tumores 
hipofisarios humanos:  

Se detectó la expresión del ARNm 
MPG en una cohorte ampliada de 24 
tumores hipofisarios humanos, de los 
cuales 9 son No Funcionantes (NF), 6 
somatotropinomas (GH), 6 prolactinomas 
(PRL) y 3 corticotropinomas (ACTH). En 
este caso también se obtuvieron niveles de 
expresión variables dentro del mismo 
histotipo tumoral.  

 
Figura 8  | Expresión de ARNm MPG 

determinada por RT-qPCR en muestras 
de tumores hipofisarios humanos (n=24). 

En tanto, no encontramos diferencias 
significativas en la expresión de MPG en 
tumores invasivos (n=13) respecto a no 
invasivos (n=9) (Figura 9). Como así 
tampoco entre los tumores 
secretores/funcionantes (n=15) y los no 
secretores/funcionantes (n=9) (Figura 10).  
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Figura 9  | Expresión de ARNm MPG 

determinada por RT-qPCR en muestras 
de tumores hipofisarios humanos 

invasivos (n=13) y no invasivos (n=9). 

 
Figura 10  | Expresión de ARNm MPG 

determinada por RT-qPCR en muestras 
de tumores hipofisarios humanos 

funcionantes (n=15) y no funcionantes 
(n=9). 

Finalmente, al evaluar el miR-RTMZ en 
la misma cohorte de 24 tumores, 
encontramos que se correlacionaba 
positivamente tanto con el ARNm de MPG 
(p=0,001) (Figura 11), como con un 
componente clave de la vía Wnt/B-
catenina, la Ciclina D1 (p=0,04) (Figura 
12).  

 
Figura 1 1 | Correlación entre el miRNA 

miR-RTMZ y el ARNm MPG (n=24). 

 
Figura 12  | Correlación entre el miRNA 
miR-RTMZ y el ARNm CCND1 (n=24). 

 

Discusión:  

Desde su desarrollo, la temozolomida 
(TMZ), ha demostrado una eficacia notable 
en el tratamiento de diversos tumores 
sólidos y se ha convertido en un 
componente esencial de la terapia 
adyuvante para glioblastoma multiforme 
(GBM). Su estructura química y 
propiedades farmacocinéticas únicas le 
confieren ventajas distintivas sobre otros 
agentes alquilantes. En 2006, la TMZ 
comenzó a utilizarse para el tratamiento de 
tumores hipofisarios agresivos y 
metastásicos, entidades clínicamente 
desafiantes debido a su resistencia a 
cirugía, radioterapia y farmacoterapia 
convencionales. En estos tumores, la TMZ 
se emplea como opción de rescate cuando 
se han agotado múltiples alternativas 
terapéuticas, por lo que su indicación 
requiere una cuidadosa evaluación de 
factores clínicos y tumorales, como edad, 
tratamientos previos, radioterapia, número 
de cirugías previas, invasión local, 
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marcadores de proliferación y subtipo 
histológico. En este contexto, los beneficios 
potenciales deben ser siempre ponderados 
frente a los riesgos asociados (Syro, 2018).  

La identificación temprana de tumores 
con comportamiento agresivo tendría un 
impacto clínico significativo, ya que 
permitiría estratificar mejor el pronóstico y 
orientar decisiones terapéuticas 
personalizadas. Sin embargo, hasta el 
momento no se dispone de biomarcadores 
morfológicos, bioquímicos o moleculares 
validados que puedan predecir de manera 
confiable la agresividad tumoral ni la 
respuesta a TMZ (Syro, 2018).  

En este trabajo observamos que el gen 
MGMT podría tener valor como marcador 
molecular, ya que mostró una menor 
expresión en tumores con invasión de 
estructuras adyacentes y una mayor 
expresión en PitNETs funcionantes 
respecto de los no funcionantes. Estos 
hallazgos sugieren un posible rol de MGMT 
en la biología diferencial de los tumores 
hipofisarios y abren la puerta a estudios 
futuros que profundicen en su potencial 
como biomarcador pronóstico y 
terapéutico. Asimismo, y de acuerdo a la 
literatura, la expresión de este gen podría 
predecir la respuesta a TMZ dentro de los 
tumores agresivos que podrían 
potencialmente tratarse con el agente 
alquilante TMZ (Nakano-Tateno, 2021). 

 En cuanto al gen MPG, observamos 
que su expresión resultó altamente variable 
entre los distintos tumores; sin embargo, 
mostró una correlación significativa con 
nuestro miRNA de interés, miR-RTMZ. 
Este miRNA también presentó una 
correlación positiva y estadísticamente 
significativa con la Ciclina D1, un 
�F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �F�O�D�Y�H�� �G�H�� �O�D�� �Y�t�D�� �:�Q�W����-
catenina. En conjunto, estos hallazgos 
sugieren un posible papel de miR-RTMZ en 
la resistencia terapéutica de los PitNETs, 
potencialmente mediado por alteraciones 
en la señalización Wnt. 

Conclusión:  
Nuestros resultados sugieren un 

posible rol del miR-RTMZ en la resistencia 
terapéutica de los tumores hipofisarios, 
potencialmente asociado a alteraciones en 
�O�D�� �Y�t�D�� �:�Q�W����-Catenina. Este hallazgo 
refuerza la relevancia de los microRNAs 
como moduladores claves en la biología 
tumoral y como candidatos prometedores 
para el desarrollo de biomarcadores 
pronósticos y terapéuticos. En paralelo, la 
menor expresión de MGMT en tumores 
invasivos y la variabilidad en la expresión 
de MPG aportan evidencia adicional sobre 
la complejidad molecular de los PitNETs y 
destacan la necesidad de estudios futuros 
que validen estas asociaciones. En 
conjunto, estos resultados abren la 
posibilidad de avanzar hacia estrategias de 
diagnóstico y tratamiento más 
personalizadas en tumores hipofisarios 
agresivos. 
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�G�H���H�V�D���H�G�D�G���O�R�V���S�D�W�U�R�Q�H�V���G�H���P�D�G�X�U�D�F�L�y�Q��

�V�R�Q���L�Q�H�[�L�V�W�H�Q�W�H�V���\���Q�R���L�Q�I�R�U�P�D�Q���H�G�D�G�����P�i �V��

�E�L�H�Q���U�D�Q�J�R�V���H�W�D�U�L�R�V�����O�R���T�X�H���O�R���K�D�F�H���P�i �V��

�L�Q�H�V�S�H�F�t�I�L�F�R���� �&�D�G�D�� �D�x�R�� �F�U�R�Q�R�O�y�J�L�F�R�� �V�H��

�D�V�L�J�Q�y�� �F�R�P�R�� �X�Q�� �J�U�X�S�R�� �L�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O���� �( �O��

�W�D�P�D�x�R���G�H���O�D���P�X�H�V�W�U�D���H�Q���F�D�G�D���J�U�X�S�R���V�H�U�i��

�G�H���������2�3�* �V����

��

�&�U�L�W�H�U�L�R�V�� �G�H�� �L�Q�F�O�X�V�L�y�Q�����2�3�* �V���F�R�Q���E�X�H�Q�D��

�F�D�O�L�G�D�G���G�H���H�[�S�R�V�L�F�L�y�Q�����P�i �[�L�P�R���F�R�Q�W�U�D�V�W�H����

�G�H�Q�V�L�G�D�G�� �y�S�W�L�P�D���� �U�H�S�U�H�V�H�Q�W�D�F�L�y�Q��

�D�G�H�F�X�D�G�D���G�H���O�D�V���G�H�Q�W�L�F�L�R�Q�H�V���\���H�V�W�U�X�F�W�X�U�D�V��

�y�V�H�D�V�����H�G�D�G�H�V���F�R�P�S�U�H�Q�G�L�G�D�V���H�Q�W�U�H�������\��������

�D�x�R�V����

�' �H�E�H�Q���H�V�W�D�U���S�U�H�V�H�Q�W�H�V���W�R�G�R�V���O�R�V���G�L�H�Q�W�H�V����

�&�U�L�W�H�U�L�R�V�� �G�H�� �H�[�F�O�X�V�L�y�Q���� �G�L�H�Q�W�H�V���S�U�L�P�D�U�L�R�V��

�U�H�W�H�Q�L�G�R�V���� �G�L�H�Q�W�H�V�� �L�P�S�D�F�W�D�G�R�V����

�U�H�D�E�V�R�U�F�L�y�Q�� �U�D�G�L�F�X�O�D�U�� �G�H�� �G�L�H�Q�W�H�V��

�W�H�P�S�R�U�D�U�L�R�V���F�D�X�V�D�G�D���S�R�U���G�L�H�Q�W�H���G�L�I�H�U�H�Q�W�H��

�D�O�� �V�X�F�H�V�R�U�����G�L�H�Q�W�H�V���D�X�V�H�Q�W�H�V�����S�U�R�E�O�H�P�D�V��

�G�H�� �G�H�V�D�U�U�R�O�O�R�� �G�H�Q�W�D�O���� �F�R�Q�G�L�F�L�R�Q�H�V��

�S�D�W�R�O�y�J�L�F�D�V�� �S�H�U�L�D�S�L�F�D�O�H�V�� �\�� �S�H�U�L�R�G�R�Q�W�D�O�H�V����

�D�P�S�O�L�D�V���U�H�V�W�D�X�U�D�F�L�R�Q�H�V���R���U�H�K�D�E�L�O�L�W�D�F�L�R�Q�H�V��

�S�U�R�W�p�V�L�F�D�V���I�L�M�D�V�����S�D�F�L�H�Q�W�H�V���F�R�Q���W�U�D�W�D�P�L�H�Q�W�R��

�G�H���R�U�W�R�G�R�Q�F�L�D����

��

�/�D�V���L�P�i �J�H�Q�H�V���G�H���O�R�V���G�L�H�Q�W�H�V���W�H�P�S�R�U�D�U�L�R�V��

�V�H���F�O�D�V�L�I�L�F�D�U�R�Q���G�H���D�F�X�H�U�G�R���F�R�Q���V�X���J�U�D�G�R��

�G�H���U�H�D�E�V�R�U�F�L�y�Q���U�D�G�L�F�X�O�D�U���I�L�V�L�R�O�y�J�L�F�D�����)�L�J�X�U�D��

������ �\�� �O�R�V�� �G�L�H�Q�W�H�V�� �S�H�U�P�D�Q�H�Q�W�H�V���� �V�H�J�~�Q��

�G�H�V�D�U�U�R�O�O�R���G�H�Q�W�D�U�L�R�����)�L�J�X�U�D�����D���\���)�L�J�X�U�D�����E������

�$�G�H�P�i �V���� �V�H�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�y�� �H�O�� �J�U�D�G�R�� �G�H��

�H�U�X�S�F�L�y�Q���G�H�Q�W�D�U�L�D���G�H���F�D�G�D���X�Q�R�����)�L�J�X�U�D��������

�\���� �I�L�Q�D�O�P�H�Q�W�H���� �V�H�� �D�Q�D�O�L�]�y�� �O�D��

�R�U�W�R�S�D�Q�W�R�P�R�J�U�D�I�t�D�� �K�D�F�L�H�Q�G�R�� �O�D��

�F�R�P�S�D�U�D�F�L�y�Q�� �F�R�Q�� �H�O�� �$�W�O�D�V�� �G�H���' �H�V�D�U�U�R�O�O�R��

�' �H�Q�W�D�U�L�R�� �\�� �( �U�X�S�F�L�y�Q���� �/�R�V�� �U�H�V�X�O�W�D�G�R�V��

�R�E�W�H�Q�L�G�R�V�� �V�H�� �S�O�D�V�P�D�U�R�Q�� �H�Q�� �X�Q�D�� �W�D�E�O�D��

�F�R�Q�I�H�F�F�L�R�Q�D�G�D���S�D�U�D���F�D�G�D���U�D�G�L�R�J�U�D�I�t�D����

�Æ��
��
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��

�3�D�U�D���H�O���D�Q�i�O�L�V�L�V���G�H���O�D�V���L�P�i �J�H�Q�H�V�����V�H���X�W�L�O�L�]�y��

�H�O�� �V�R�I�W�Z�D�U�H���,�P�D�J�H�-�Š���Y�H�U�V�L�y�Q�����������D�����/�D�V��

�L�P�i �J�H�Q�H�V���K�D�Q���V�L�G�R���D�M�X�V�W�D�G�D�V���H�Q���E�U�L�O�O�R���\��

�F�R�Q�W�U�D�V�W�H�� �R�� �D�P�S�O�L�D�G�D�V���� �H�Q�� �F�D�V�R�� �G�H�� �V�H�U��

�Q�H�F�H�V�D�U�L�R�����( �O���S�U�R�W�R�F�R�O�R���G�H���R�E�V�H�U�Y�D�F�L�y�Q���V�H��

�U�H�D�O�L�]�y���H�Q���X�Q�D���K�D�E�L�W�D�F�L�y�Q���F�R�Q���O�X�]���Q�D�W�X�U�D�O���\��

�Ç��
��
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��

�G�X�U�D�Q�W�H�� �H�O�� �G�t�D���� �1�R�� �H�[�F�H�G�L�H�Q�G�R�� �O�D�V�� ������

�U�D�G�L�R�J�U�D�I�t�D�V�� �G�L�D�U�L�D�V�� �\�� �G�H�V�F�D�Q�V�D�Q�G�R�� �O�D��

�Y�L�V�L�y�Q���F�D�G�D��������

�6�H���F�U�H�y���X�Q�D���E�D�V�H���G�H���G�D�W�R�V���T�X�H���S�O�D�V�P�D���O�D��

�L�Q�I�R�U�P�D�F�L�y�Q�� �E�i �V�L�F�D�� �G�H�� �O�R�V�� �L�Q�G�L�Y�L�G�X�R�V�����H�O��

�Q�~�P�H�U�R���G�H���L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�F�L�y�Q�����H�O���V�H�[�R�����I�H�F�K�D���G�H��

�Q�D�F�L�P�L�H�Q�W�R�� �\�� �O�D�� �I�H�F�K�D�� �G�H�� �W�R�P�D�� �G�H�� �O�D��

�U�D�G�L�R�J�U�D�I�t�D����

�6�H�� �U�H�J�L�V�W�U�D�� �O�D�� �H�G�D�G�� �H�V�W�L�P�D�G�D�����V�H�J�~�Q���O�D��

�L�P�D�J�H�Q�� �R�E�V�H�U�Y�D�G�D�� �H�Q�� �O�D�� �U�D�G�L�R�J�U�D�I�t�D��

�F�R�P�S�D�U�D�G�D���F�R�Q���O�D���L�P�D�J�H�Q���G�H�O���D�W�O�D�V�����3�D�U�D��

�F�R�P�S�D�U�D�U���O�D���H�G�D�G���H�V�W�L�P�D�G�D���F�R�Q���O�D���H�G�D�G��

�U�H�D�O�� �\�� �W�D�P�E�L�p�Q�� �S�D�U�D�� �F�R�P�S�D�U�D�U�� �H�O��

�U�H�Q�G�L�P�L�H�Q�W�R���G�H�O���P�p�W�R�G�R���H�Q�W�U�H���K�R�P�E�U�H�V���\��

�P�X�M�H�U�H�V���V�H���U�H�D�O�L�]�D�U�i���S�U�X�H�E�D���7���G�H���6�W�X�G�H�Q�W����

�3�D�U�D���O�D���F�D�O�L�E�U�D�F�L�y�Q���V�H���X�W�L�O�L�]�D�U�R�Q���������2�3�* �V��

�V�H�O�H�F�F�L�R�Q�D�G�D�V�� �D�O�H�D�W�R�U�L�D�P�H�Q�W�H���� �Q�R��

�L�Q�F�O�X�L�G�D�V���H�Q���O�D���P�X�H�V�W�U�D���\���D�Q�D�O�L�]�D�G�D�V���H�Q��

�G�R�V���P�R�P�H�Q�W�R�V���G�L�I�H�U�H�Q�W�H�V���F�R�Q���X�Q���L�Q�W�H�U�Y�D�O�R��

�G�H���X�Q���P�H�V�����3�D�U�D���F�X�D�Q�W�L�I�L�F�D�U���O�D���I�L�D�E�L�O�L�G�D�G���G�H��

�O�D�V���R�E�V�H�U�Y�D�F�L�R�Q�H�V�����V�H���D�S�O�L�F�y���O�D���S�U�X�H�E�D���G�H��

�N�D�S�S�D�� �G�H�� �&�R�K�H�Q�� �S�R�Q�G�H�U�D�G�R���� �T�X�H��

�G�H�W�H�U�P�L�Q�D���H�O���J�U�D�G�R���G�H���F�R�Q�F�R�U�G�D�Q�F�L�D���H�Q�W�U�H��

�G�R�V�� �V�H�U�L�H�V�� �G�H�� �P�H�G�L�F�L�R�Q�H�V�� �G�H�� �H�V�F�D�O�D��

�R�U�G�L�Q�D�O�� �F�R�Q�� �F�D�W�H�J�R�U�t�D�V�� �L�G�p�Q�W�L�F�D�V���� �F�X�\�R��

�F�R�H�I�L�F�L�H�Q�W�H�� �G�H�� �&�R�Q�F�R�U�G�D�Q�F�L�D�� �I�X�H�� �G�H��

�. �Z� ������������ �T�X�H�� �L�Q�G�L�F�D�� �X�Q�� �J�U�D�G�R�� �G�H��

�F�R�Q�F�R�U�G�D�Q�F�L�D���F�D�V�L���S�H�U�I�H�F�W�R���H�Q�W�U�H���O�R�V���G�R�V��

�R�E�V�H�U�Y�D�G�R�U�H�V����

��

�5�H�V�X�O�W�D�G�R�V���\���' �L�V�F�X�V�L�y�Q��

��

�6�H�� �S�X�H�G�H�� �D�S�U�H�F�L�D�U�� �X�Q�D�� �F�R�U�U�H�O�D�F�L�y�Q��

�H�[�L�V�W�H�Q�W�H�� �H�Q�W�U�H�� �O�D���H�G�D�G���H�V�W�L�P�D�G�D���S�R�U���H�O��

�P�p�W�R�G�R���S�U�R�S�X�H�V�W�R���\���O�D���H�G�D�G���F�U�R�Q�R�O�y�J�L�F�D��

�G�H�� �O�R�V�� �L�Q�G�L�Y�L�G�X�R�V�� ���&�R�U�U���� �G�H�� �3�H�D�U�V�R�Q����

�S� �� �( �������������6�H���R�E�V�H�U�Y�D���X�Q���E�X�H�Q���D�M�X�V�W�H���G�H��

�O�R�V���G�D�W�R�V���G�H���O�D���P�X�H�V�W�U�D�����U��� ����������������

��

�4�X�H�G�D���F�O�D�U�D���O�D���V�R�E�U�H�V�W�L�P�D�F�L�y�Q���G�H���O�D���H�G�D�G��

���D�X�Q�T�X�H���P�R�G�H�U�D�G�D�������G�H�Q�W�U�R���G�H�O���U�D�Q�J�R���G�H��

�H�G�D�G�H�V�� �H�Q�W�U�H�� ���� �\�� ������ �D�x�R�V���� �\�� �O�D��

�V�X�E�H�V�W�L�P�D�F�L�y�Q���G�H���O�D���H�G�D�G���H�Q���P�D�\�R�U�H�V���G�H��

�������D�x�R�V�����$���S�D�U�W�L�U���G�H���O�R�V�������������D�x�R�V�����T�X�H���H�V��

�H�O�� �O�t�P�L�W�H�� �G�H�� �H�V�W�L�P�D�F�L�y�Q�� �G�H�O�� �P�p�W�R�G�R����

�L�Q�H�Y�L�W�D�E�O�H�P�H�Q�W�H�� �H�O�� �P�p�W�R�G�R�� �V�X�E�H�V�W�L�P�D�U�i��

�P�i �V���F�X�D�Q�W�D���P�i �V���H�G�D�G���W�H�Q�J�D���H�O���V�X�M�H�W�R�����' �H��

�D�F�X�H�U�G�R�� �D�� �H�V�W�R�V�� �U�H�V�X�O�W�D�G�R�V���� �H�O�� �P�p�W�R�G�R��

�S�X�H�G�H�� �F�R�Q�V�L�G�H�U�D�U�V�H�� �F�R�Q�I�L�D�E�O�H�� �\��

�D�F�H�S�W�D�E�O�H�P�H�Q�W�H�� �H�[�D�F�W�R�� �G�H�Q�W�U�R�� �G�H�� �X�Q��

�L�Q�W�H�U�Y�D�O�R���G�H���D�S�O�L�F�D�E�L�O�L�G�D�G���G�H�������D���������D�x�R�V����

��

�( �Q���H�O���U�D�Q�J�R���G�H���H�G�D�G�H�V���������������D�x�R�V�������V�H��

�R�E�V�H�U�Y�D�� �P�D�\�R�U�� �V�R�E�U�H�H�V�W�L�P�D�F�L�y�Q�� �H�Q��

�P�X�M�H�U�H�V�����O�X�H�J�R���O�D�V���W�H�Q�G�H�Q�F�L�D�V���V�H���F�U�X�]�D�Q��

�D�S�U�R�[�L�P�D�G�D�P�H�Q�W�H���D���O�R�V���������D�x�R�V�����\���H�Q���H�O��

�U�D�Q�J�R���G�H���H�G�D�G���������������D�x�R�V�����H�V���H�Q���H�O���J�U�X�S�R��

�È��
��



��
��
��

�G�H�� �Y�D�U�R�Q�H�V�� �G�R�Q�G�H�� �R�F�X�U�U�H�� �O�D�� �P�D�\�R�U��

�V�R�E�U�H�V�W�L�P�D�F�L�y�Q���G�H���O�D���H�G�D�G�����S�D�V�D�G�R�V���O�R�V��������

�D�x�R�V�����V�H���H�O���P�p�W�R�G�R���V�X�E�H�V�W�L�P�y���O�D���H�G�D�G���H�Q��

�O�R�V�� �G�R�V�� �V�H�[�R�V���� �7�D�O�� �H�V�T�X�H�P�D���� �S�R�G�U�t�D��

�D�W�U�L�E�X�L�U�V�H���D���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�D�V���H�Q���O�R�V���W�L�H�P�S�R�V���G�H��

�G�H�V�D�U�U�R�O�O�R���G�H�Q�W�D�U�L�R���\���Y�H�O�R�F�L�G�D�G�H�V���H�U�X�S�W�L�Y�D�V��

�H�Q�W�U�H���V�H�[�R�V�����W�y�P�H�V�H���F�R�P�R���H�M�H�P�S�O�R�����X�Q�D��

�P�X�M�H�U�� �\�� �X�Q�� �Y�D�U�y�Q�� �F�R�Q�� �H�[�D�F�W�D�P�H�Q�W�H�� �H�O��

�P�L�V�P�R�� �F�X�D�G�U�R�� �G�H�� �G�H�V�D�U�U�R�O�O�R�� �\�� �H�U�X�S�F�L�y�Q��

�G�H�Q�W�D�U�L�R�����G�H���D�F�X�H�U�G�R���D�O���P�p�W�R�G�R���H�Y�D�O�X�D�G�R����

�O�D�� �H�G�D�G�� �H�V�W�L�P�D�G�D�� �V�H�U�i�� �O�D�� �P�L�V�P�D�� �S�D�U�D��

�D�P�E�R�V���� �S�H�U�R�� �H�O�� �H�U�U�R�U�� �V�H�U�i�� �G�L�I�H�U�H�Q�W�H����

�S�R�U�T�X�H�� �O�D�V�� �H�G�D�G�H�V�� �F�U�R�Q�R�O�y�J�L�F�D�V�� �V�H�U�i�Q��

�G�L�I�H�U�H�Q�W�H�V�����6�L���E�L�H�Q���O�D���Y�D�U�L�D�E�L�O�L�G�D�G���G�H�O���H�U�U�R�U��

�G�H���H�V�W�L�P�D�F�L�y�Q���V�H���S�X�H�G�H���H�[�S�O�L�F�D�U���H�Q���S�D�U�W�H��
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	Evaluación del péptido antimicrobiano P8.1 frente a bacterias multirresistentes: inhibición y ruptura de biofilm, y sinergia con meropenem

