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DESCRIBIR LA EXPOSICION POR AGUA CONTAMINADA CON
ARSENICO EN GUANAME SLP EN MUJERES EMBARAZADAS
POR MEDIO DE UNA ENTREVISTA SEMI-ESTRUCTURADA Y UNA
FRECUENCIA DE ALIMENTOS

Valeria Abigail Vazquez Obregon y Alicia Villagomez Carvajal

RESUMEN

El arsénico es un metaloide que lo podemos encontrar en el aire, agua y suelo, de acuerdo a la Agencia para
sustancias toxicas y el registro de enfermedades el ingerir una dosis mayor de 180mg puede ser mortal. El
objetivo de esta investigacion es presentar la exposiciéon de mujeres embarazadas por agua contaminada con
arsénico en Guanamé, SLP. La metodologia empleada fue una entrevista semi-estructurada y una frecuencia
de alimentos aplicada a dos habitantes de este lugar lo cual dio como resultado que ninguna de ellas presento
estar expuestas a arsénico debido a que su consumo diario de agua es potable utilizandola también para la
preparacion de alimentos que consumen, sin embargo presentan cierto rechazo a el agua proveniente de
pozos por el conocimiento de que esta contaminada con deshechos fecales, como les hicieron saber las auto-
ridades que fueron a hacer las tomas de muestra.

ABSTRACT

Arsenic i1s a metalloid that we can find it in the air, water and soil, according toAgency for Toxic Substances
and Disease Registry the eat a higher dose of 180mg can be fatal. The objective of this research is to present
exposure of pregnant women by water contaminated with arsenic in Guaname, SLP. The methodology used
was a semi-structured interview and a food frequency applied to two habitants of this place which resulted
was that none of them presented be exposed to arsenic because their daily consumption of water is potable
use it also for the preparation of foods they eat. However show a certain rejection to the water from wells in
the belief that it is contaminated with fecal waste.

As they were informed by the authorities that they were going to make the sample shots

Palabras clave: arsénico, metilacion, eritrocitos, queratina, teratbgenos, mutagénicos

INTRODUCCION

El arsénico es un metaloide que se encuentra de manera natural, distribuido en el ambiente y suelos. La
dispersion de este en el ambiente sucede a causa de procesos comerciales o la mineria. Se clasifica en: inor-
géanicos, organicos y gas arsina. Segun la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades
(ATSDR) el arsénico inorganico y el gas arsina son mas peligrosos que el arsénico organico. Los compuestos
inorganicos pueden ser trivalentes o prevalentes, los compuestos inorganicos trivalentes mas comunes son el
trioxido de arsénico, el tricloruro de arsénico y el arsenito sédico. Los compuestos inorganicos prevalentes
son el acido arsénico, los arsenatos, el pentéxido de arsénico, el arsentato de calcio y de plomo.

El agua potable puede contener hasta ciertos microgramos por litro, los compuestos que tienen mayor toxici-
dad son los trivalentes y en cambio los prevalentes logran causar muy poco efecto sobre la actividad enzima-
tica. Elingerir una dosis mayor de 180mg de arsénico puede llegar a ser mortal. (atsdr, 2013).

El objetivo de este ejercicio de investigacion exploratorio es identificar los usos del agua y la posible exposicion
de mujeres embarazadas a agua contaminada con arsénico en Guanamé, SLP., luego de que la COEPRIS
reporto6 el estado de presencia de arsénico en dicha localidad.

La contaminacién del agua enfocada a la salud es la adicion de sustancias o residuos al agua que pueden re-
presentar un riesgo para el estado de salud de un individuo y puede ser por diferentes factores o mecanismos,
siendo considerado un gran problema de salud pablica. (UNICAN, 2011), Sin embargo el arsénico se puede
encontrar de manera natural en el agua por lo que no se podria considerar propiamente contaminaciéon por
el hecho de estar presente. Facsa (2014) Menciona que en este caso se considera contaminacion hasta que el
contenido de este metal pesado rebase los limites permisibles.

La ATSDR (2011) explica que la ingesta y la inhalacién son las principales vias por las cuales el arsénico
puede entrar en nuestro organismo. Lo primero que pasa con el arsénico en el organismo es que se distribuye
principalmente al torrente sanguineo para unirse a los glébulos blancos y rojos. Después se somete a una me-
tilacion en el higado y menciona que la metilacion de los compuestos inorganicos de arsénico puede ser una
ruta de intoxicacién. CGuando hay una acumulacion de arsénico para metilacion en el higado se reserva en
los tejidos blandos. Herrera (2013) sefiala que el arsénico tiene una afinidad por el bazo. El bazo es un érgano
que tiene como funcion reciclar los eritrocitos que ya estan dafiados o envejecidos, Cuando el arsénico se une
a las membranas de los eritrocitos va a oxidar los lipidos que forman parte de ellos y estos van a perder la



capacidad para realizar sus funciones, al ocurrir esto los eritrocitos van a ser desechados al bazo favoreciendo
que el arsénico que se encontraba en los eritrocitos se acumule en este érgano.

El arsénico puede llegar a la placenta y leche materna por medio de la unién a las membranas de los eritro-
citos. Posterior a esto se absorbe por las células de algunos tejidos mediante un sistema activo de transporte.
Independientemente de que se excrete el arsénico no significa que se excrete completamente todo, lo demas
se acumulara en tejidos ricos en queratina (Herrera, 2013).

El arsénico no solo nos provoca riesgos cancerigenos, también hay presencia de efectos mutagénicos y terato-
génicos que inducen a la embarazada a abortos prematuros, muerte fetal, y malformaciones al nacer (Cérdo-
ba, 2006). Entre otras cosas también estimula la vejez prematura y la esterilidad.

Bueno (2012) expone que en el mundo mas de 100 millones de personas estan expuestos a arsénico por el
consumo de agua que proviene de pozos muy profundos.

METODOLOGIA

El diseno de la investigacion se realizé por medio de un método cualitativo con trabajo de campo para re-
gistrar las caracteristicas del lugar en donde viven y hébitos de mujeres embarazadas que las pueden hacer
vulnerables a la exposicién de arsénico en agua de pozos. Se tomaron en cuenta aspectos como la edad, el
peso y el estado socioeconémico. La poblacion son las mujeres de San Luis Potosi y la muestra son las mujeres
embarazadas de Guanamé, San Luis Potosi y se utiliza un tipo de muestra aleatorio simple.

Las técnicas para la recoleccion de la informacion fue una entrevista semi-estructurada basada en factores a
los que se puede someter una persona respecto al arsénico.

Se realiz6 una recoleccion de frecuencia de alimentos de los cuales se rescaté la informacion de frutas y ver-
duras entre otros alimentos mas consumidos.

Area de estudio
Guanamé es ubicado en el municipio de venado del estado de San Luis Potosi, que consta de 409 habitantes
y de acuerdo a América (s.f.) hay 162 viviendas de las cuales el 73.3% tienen agua entubada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fue posible aplicarles la técnica de recoleccion de informaciéon a dos mujeres de las cuales obtuvimos las
siguientes respuestas.

Estado de su frecuencia de consumo de agua

Esta categoria es referente a la frecuencia que tienen las personas de consumo de agua ya sea diariamente,
semanalmente o mensualmente, para tener una perspectiva acerca de cuanta agua es la que ellos estan ingi-
riendo.

E1.-“...Hijole, Pues una botella de estas de 600 ml y a lo mejor me tomaré que serd... Una botellita diaria
pero también tomo mucho jugo de arandano y de naranja que compro de tienda marca Sams y seria todo lo
liquido que consumo al dia...”

E2.-*...Consumo de agua diaria de amenos un litro y medio ya que s6lo tengo un rifién entonces me es impo-
sible tomar mas cantidad de agua, pues me lo prohibi6 el doctor, no mucha agua...”

Lugar en donde toman el agua que consumen.- Con esta categoria se pretende saber de donde consiguen el
agua para consumirla, ya que puede ser por medio de pozos, del garrafén, embotellada, de algin garratéon re-
llenable y depende del lugar de donde la toman pueden desarrollarse ciertos factores de riesgo al consumirla.

El.- “...Normalmente son aguas de éstas, embotellada y cuando se termina la vuelvo a rellenar con agua del
g > y g
garrafon. Ya que la de aqui no esta buena, es muy sucia...”

E2.- “...Del garratén, ya que viene un camioén cada 8 dias a surtir el agua potable, el agua de los pozos esta
muy sucia y contaminada porque todos deshechos de los inodoros se van ahi...”

ATSDR (2013) nos dice que el agua que se consume contaminada con arsénico dependera de la exposicion
que se haya tenido con el aire. El agua puede ser contaminada de forma que este en contacto con residuos

agricolas, una mala manipulacién al eliminar los residuos de arsénico y la mineria.

Estado de habitos de tabaquismo. Este factor es otro medio de exposicion a arsénico.
El.- “...No, ni antes de embarazarme y tampoco me encuentro alrededor de las personas que fumo...”

E2.- “...No, nunca he fumado y pues tampoco mi esposo, nunca nunca...”

La OMS (2016) menciona la exposicién a arsénico inorganico por medio del consumo de tabaco ya que este
obtiene el arsénico de forma natural por las plantas de tabaco.



Descripcion de los dolores estomacales. Este factor nos permite reconocer dolores estomacales en caso de
haberlos presentado, que pudieran denunciar algtn tipo de intoxicacién por arsénico.

El.- “...Aun principio del embarazo si, se sentia como gastritis o colitis y se me inflamaba el estobmago y pues
me dolia...”
E2.- “...Un dolor en la boca del estbmago que me ardia y sentia mucho dolor de estomago...”

Bueno (2012) menciona que parte de los sintomas de haber estado expuesto al arsénico es un cuadro gastroin-
testinal caracterizado por dolor abdominal acompanado de vomitos, presencia de diarrea y deshidratacion

Cambios en la piel o salpullidos presentados en los ultimos meses.- Esta categoria nos permite saber si existe
0 existi6 contacto con arsénico

El.- “...Hubo aparicion de lunares como si fueran pequitas, gomas o piquetes pero yo creo es que se debian
por lo mismo del embarazo...”

E2.- “...No, no he presentado ninguno de estos cambios...”

Campos (2010) Nos menciona que la exposicién a arsénico tiene signos como el presentar un oscurecimiento
de la piel en manos, pecho, miembros, encias y espalda. La queratosis es otro signo en donde se presentan
nodulos en las plantas de los pies y manos.

Frecuencia de consumo de frutas y verduras.- Esta categoria nos habla de hébitos alimenticios (preparacion y
consumo) y dietas equilibradas, ademas de cierto poder adquisitivo, asi como de otras sustancias a las que es-
tan expuestas como el cloro. De igual manera se deben revisar las concentraciones de arsénico que pudieran
tener si es que son cultivadas localmente.

El.- “...La fruta picada con yogurt ya sea en el desayuno o en la noche la consumo diario y las lavo con agua
de garrafon y la verdura igual el consumo diario cocido a vapor con agua del garrafon...”

E2.-%.. . Las verduras y las frutas las consumo diariamente, las lavo con cloro y agua del garraféon y lo que son
las verduras las cocino a vapor igual con agua de garrafon...”

De acuerdo a la OMS, 2016, la exposicién al arsénico también puede ser a causa del consumo de alimentos
regados con agua contaminada como lo son las frutas y las verduras.

Frecuencia de alimentos diarios.- Esto ayuda a comprender si aparte del agua pueda existir otro medio de
exposicion al arsénico en la dieta habitual.

El.- “...Pues aqui frijoles refritos, huevo, consumo arroz 4 dias a la semana, carne roja, pollo pero el pescado
no, ese si que es muy dificil de conseguir aqui...”

E2.-*...Normalmente lo basico como lo es el huevo, los frijoles, licuados de papaya con avena y con manzana,
papa cruda, arroz, queso, pollo y lo que son las carnitas...”

De acuerdo a Médica B. (2016) la FDA confirmé que se encontraba arsénico inorganico acumulado en el
higado del pollo. Se han encontrado estudios en los cuales el consumo de arsénico presenta el desarrollo de la
enfermedad de bowen. El pollo es otro de los alimentos que pueden estar contaminados con arsénico debido
a que el pienso que ellos consumen es mezclado con el arsénico para que crezcan mas rapido, con un mejor
aspecto como su olor y sabor, con menos alimento.

Uno de los alimentos que consumimos en nuestra dieta habitual es el arroz, alimento que necesita cultivarse
en campos inundados de agua segiin Mosley (2017) este alimento puede contener arsénico inorganico.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos de las entrevistas y las frecuencias realizadas no son suficientes para establecer con-
clusiones de carécter cientifico, sin embargo la exploracion permite identificar el uso de agua embotellada
vendida en tiendas de abarrotes, garrafones de purificadoras de la region, que valdria la pena conocer sus
procesos, su calidad, ademas les llevan agua con una pipa semanalmente por lo que no consumen agua de
sus pozos

La poblacion desconoce sobre la presencia de sustancias nocivas en los pozos, sin embargo tiene de cierto que
estan contaminados con materia fecal de las fosas sépticas, por lo que no toman agua de pozo, ni cocinan con
ella por recomendacion de autoridades de salud que mantienen a la poblacion tranquila y a salvo pero sin
conocimiento real de su condiciéon ambiental.

La repugnancia que sienten del agua de los pozos contaminada con desechos fecales provoca que la pobla-



ci6n no la consuma, sin embargo, la condicién de contaminacién en los pozos por coliformes fecales es una
constante en gran parte de los territorio rural del pais, por lo que es notable la atencién que el municipio pone
para abastecer Guanamé de otras fuentes de agua potable, por lo que se puede inferir que la causa de tanto
trabajo de las autoridades es mantenerlos a salvo del arsénico.

Queda pendiente hacer una revision de las concentraciones de arsénico en productos vegetales y animales
que se producen en la localidad, al igual que caracterizar la composicién de las aguas superficiales, asi como
identificar la fuente de contaminacion de las aguas de los pozos. La finalidad es proponer estrategias alimen-
ticias para compensar los efectos de la exposicién para la poblacion.
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IDENTIFICACION DE CITOSINAS Y ADIPOCITOQUINAS POR
ESPECTROSCOPIA RAMAN

Nancy Jazmin Pérez Rodriguez y Lizeth Garcia Torres

RESUMEN

En México la obesidad es una pandemia que esta actualmente frecuente en la poblacién y presenta en mul-
tiples parametros fisiolégicos como la presion arterial, sensibilidad a la insulina y la concentracion sérica de
lipidos. Se ha descrito una correlaciéon positiva entre el grado de obesidad y ciertos desérdenes asociados a la
obesidad como la hipertension arterial, dislipidemia y resistencia a la insulina. Las causas de la obesidad y sus
consecuencias a nivel fisiolégico son objeto de estudio actualmente. Es importante destacar que la obesidad es
una causa principal de resistencia a la insulina y diabetes tipo 2. La obesidad se considera un estado de infla-
macién croénica, es un importante 6rgano endocrino secretor de muchos factores uno de ellos es el TNF-alfa
que se expresa en y se secreta por el tejido adiposo, sus niveles se correlacionan con el grado de adiposidad
y la resistencia a la insulina asociada. Orientacién de TNF-alfay / o sus receptores se ha sugerido como un
tratamiento para resistencia a la insulina y diabetes tipo 2.

Palabras clave: TINF-a, obesidad, resistencia a la insulina

ABSTRACT

In Mexico the obesity is a pandemic that is that is currently prevalent in the population and presented in
multiple physiological parameters such as blood pressure, insulin sensitivity and serum lipid concentration.
Actually discover a positive correlation has been found between the degree of obesity and certain disorders
associated with obesity such as hypertension, dyslipidemia and insulin resistance. The causes of obesity and
its physiological consequences are currently under study. It is important to note that obesity is a major cause
of insulin resistance and type 2 diabetes. Obesity is considered a chronic inflammatory state, an important
endocrine secreting organ of many factors, one of which is TNF-alpha is expressed in secret by adipose tissue,
its levels correlate with the degree of adiposity and associated insulin resistance. Orientation of TNF-alpha
and its receptors has been suggested as a treatment for insulin resistance and type 2 diabetes.

INTRODUCCION

EI'TNF-a es una citoquina proinflamatoria secretada en el sistema inmunitario por monocitos y macréfagos,
por linfocitos T y B, células NK y por leucocitos polimorfonucleares. E1 TNF-a también puede ser secretado
por otros tipos celulares como los adipocitos. Este gen codifica una citosina pro inflamatoria multifuncional
que pertenece a la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF).

Esta citoquina estd implicada en la regulacion de un amplio espectro de procesos bioldgicos incluyendo la
proliferacion celular, la diferenciacion, la apoptosis, el metabolismo de lipidos, y la coagulacién. Esta citoqui-
na ha sido implicada en una variedad de enfermedades, incluyendo enfermedades autoinmunes, resistencia
ala insulina, y el cancer.

Fue uno de los primeros productos del tejido adiposo que se encontré a nivel molecular incrementando en la
obesidad y contribuye a la resistencia de la insulina.

Sus concentraciones estan relacionados con la adiposidad y se ven disminuidas en individuo con obesidad
después de una pérdida de peso mejorando la sensibilidad a la insulina. (Sanchez-Mufioz 2005).

La obesidad, una epidemia con aumento de las tasas a niveles alarmantes, se asocia con comorbilidades
incluyendo enfermedades cardiovasculares, artritis, ciertos tipos de cancer, y enfermedades degenerativas
del cerebro y otros 6rganos. Es importante destacar que la obesidad es una causa principal de resistencia a la
insulina y diabetes tipo 2. Como evidencia emergente ha demostrado en la tltima década, la inflamacién es
uno de los procesos criticos asociados con el desarrollo de resistencia a la insulina, la diabetes y las enferme-
dades relacionadas, y la obesidad se considera ahora como un estado de inflamacién crénica de bajo grado.
El tejido adiposo, ademas de su papel clasico como un deposito de almacenamiento de energia, también es un
importante 6rgano endocrino secretor de muchos factores, cuyos local y niveles circulantes se ven afectados
por el grado de adiposidad. La obesidad conduce a la infiltracién del tejido adiposo expandido en macréofagos
y aumento de los niveles en citoquinas proinflamatorias. La primera indicaciéon de aumento de la liberacion
de citoquinas en la obesidad fue proporcionada por la identificaciéon de aumento de la expresion de TNF-al-
fa, una citoquina proinflamatoria, en el tejido adiposo de ratones obesos en la década de 1990 (Tzanavari T

2010)

METODOLOGIA

Se estandariz6 la metodologia de medicién, utilizando una molécula de referencia como la adiponectina
(Acrp30), la cual se someti6 a una medicioén en el Micro-Raman Xplora PLUS (Figura 1) a una longitud de
onda de 785nm en un rango de 200-1800 cm-1 de corrimiento Raman.



Figura 1. Micro-Raman Xplora PLUS
RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo el espectro Raman de adiponectina liofilizada para tener una referencia de los picos caracteristicos
(huella molecular) (Figura 2). La adiponectina se utilizé6 como molécula de referencia que esta relacionada
con la secrecion del TNF-alfa, ya que existe una correlacién con esta, en donde al aumentar el tejido adiposo
se expresa una mayor cantidad de TNTF-alfa y hay una disminucién de Acrp30 (Kershaw E.E., 2004).
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Figura 2. Huella Molecular de adiponectina liofilizada.

CONCLUSION

La espectroscopia Raman es una herramienta que permite obtener la huella molecular de proteinas que
pueden ser utilizados como biomarcadores de deteccion y evaluaciéon de enfermedades créonicodegenerativas,
como la obesidad.

La obtencién de la huella molecular de adiponectina permite estandarizar la metodologia de obtencién de
huellas moleculares de otras adipocitocinas y citosinas secretadas por el tejido adiposo o en relacién a éste.
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ANTECEDENTES HEREDO FAMILIARES DE DIABETES MELLITUS,
CONOCIMIENTOS Y ESTILOS DE VIDA EN DOS GRUPOS
UNIVERSITARIOS DE IRAPUATO: ESTUDIO COMPARATIVO

Aldaco Ramirez Sandra Patricial y Barreto Arias Ma. Eugenia?2

RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad compleja, con prevalencia y morbilidad altas, que cada vez
mas se presenta a edad temprana, por lo que realizar intervenciones preventivas es importante para disminuir
factores de riesgo. Objetivo: Comparar las practicas en la alimentacion, actividad fisica, medidas antropomé-
tricas, percepcion corporal y el conocimiento acerca de la Diabetes Mellitus tipo 2 en jovenes universitarios
con y sin AHF para la misma. Metodologia: Estudio comparativo, transversal, a dos grupos de estudiantes
de licenciatura (enfermeria e ingenieria). En 72 participantes se midié antropometria (peso, talla, IMC, peri-
metro abdominal, circunferencia de cuello), nivel de glucosa en ayuno y conocimientos. Resultados: Ambos
grupos presentan condiciones similares de riesgos a excepcion en consumo de lipidos (alto en ingenieria).

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a complex disease, with high prevalence and morbidity, which is increasingly
present at an early age, so that preventive interventions are important to reduce risk factors. Objective: to
compare practices in diet, physical activity, anthropometric measures, body perception and knowledge about
type 2 Diabetes mellitus in university students with and without Hereditary Family History (HFH) for de
same. Methodology: a cross-sectional comparative study of two groups of undergraduate students (nursing
and engineering), 72 participants measured anthropometry (weight. height, body mass index, abdominal
circumference, neck circumference), level of glucose during fasting. Results: both groups present the same risk
conditions except for lipid consumption (high in engineering).

Palabras Clave: Diabetes Mellitus, factores de riesgo, intervenciones preventivas, consumo de lipidos, inge-
nieria.

INTRODUCCION

Las enfermedades crénico-degenerativas, particularmente la diabetes mellitus, son las principales causas
de mortalidad en México. De acuerdo con la American Diabetes Association (ADA),(“Guias ADA 2016,”
2016) la diabetes mellitus (DM) es un grupo de trastornos metabolicos caracterizados por la hiperglucemia
resultante de los defectos de la secrecion o la accién de la insulina, o ambas. Existen muchos procesos fisiopa-
togénicos involucrados en su aparicion, que varian desde la destruccién autoinmunitaria de las células beta
del pancreas hasta alteraciones que conducen a la resistencia a la acciéon de la insulina. La base de todas las
alteraciones metabolicas es la accién deficiente de la insulina sobre los tejidos blanco. Esto tltimo se debe a la
secrecién inadecuada de insulina o a la disminucion de la respuesta tisular en alguno de los distintos puntos
de la compleja via de la hormona.

Este padecimiento esta ampliamente relacionado con la obesidad y el sindrome metabdlico. Se estima que
en México cerca de 60% de los jovenes entre 18 y 49 afios presenta sobrepeso u obesidad y se identifica que
la edad en la que inicia es cada vez mas temprana, reportando un creciendo exponencial en torno a un 2.3%
cada ano. Esta tendencia hara que en 20 anos se cuadruplique la prevalencia de la DM (American Diabetes
Association, 2014). Ante esta situaciéon es importante evaluar anticipadamente las poblaciones para tomar
medidas preventivas, y de esta manera comprender los factores que perjudican el futuro de nuestra sociedad
juvenil. En el grupo de edad citado, la enfermedad progresa y produce complicaciones de manera mas ace-
lerada que en adultos.

La DM se suele asociar a malos estilos de vida y un bajo nivel de actividad fisica, relacién desproporcional de
peso-talla (Indice de Masa Corporal en obesidad y sobrepeso), historia familiar de diabetes y nivel deficiente
de conocimientos para la misma. Al existir un desequilibrio entre las calorias ingeridas y gastadas se genera
un incremento del consumo de alimentos elevados en calorias; asi como una disminucién de la actividad fi-
sica a consecuencia de estilos de vida sedentarios cada vez mas notorios en la poblacién juvenil, por causa de
formas de trabajo-estudio, modos de desplazamientos y una creciente urbanizacion.

Esto conlleva a un exceso de lipidos postprandiales y glucosa circulante en el flujo sanguineo que son tomados
por el pancreas, higado y tejido adiposo. Los adipocitos almacenan triglicéridos en gotas de grasa y produ-
cen hipertrofia de esta célula. Estas exposiciones en exceso provocan disfuncién celular manifestada como
anormalidades en adipocinas, aumento en la circulacién de acidos grasos libres y un estado proinflamatorio.
También afectan el masculo esquelético (acumulaciéon de lipidos, resistencia periférica a la insulina), masculo
cardiaco (deposicion de lipidos) y disfuncion endotelial. La exposicion de las células 3 al exceso de nutrientes
promueve la resistencia a la insulina y la exposicion de los hepatocitos al exceso de grasas e hidratos de car-
bono provoca esteatohepatitis y resistencia a la insulina. (De Ferranti, Mozaffarian, & Sanchez Rodriguez,
2009)

Una vez evaluada esta situacion se identifica la importancia de realizar un estudio para revisar las condi-



ciones en dos poblaciones universitarias, en enfermeria vs ingenieria en gestiéon empresarial. Se presenta asi
como objetivo general: Comparar las practicas en la alimentacion, actividad fisica, medidas antropométri-
cas, percepcion corporal y el conocimiento acerca de la Diabetes Mellitus tipo 2 en jévenes universitarios de
Irapuato, Gto. Para ello, se contestara la pregunta de investigacion ;Cual es la carrera con las mejores prac-
ticas en la alimentacion, actividad fisica, medidas antropométricas, percepcion corporal y el conocimiento
acerca de la Diabetes Mellitus tipo 2 en jévenes universitarios de Irapuato, Guanajuato?

METODOLOGIA

Fue una investigacion cuantitativa, comparativa, transversal y observacional. Los participantes fueron 72
estudiantes universitarios de dos instituciones ptblicas de educacién superior del municipio de Irapuato de la
Licenciatura en Enfermeria y Obstetricia (LEO) del Departamento de Enfermeria y Obstetricia de la Uni-
versidad de Guanajuato (DEOI) y los de Ingenieria en Gestion Empresarial (IGE) del Instituto Tecnologico
Superior de Irapuato (ITESI). El muestreo fue no probabilistico por conveniencia.

Las actividades que guiaron esta investigacion fueron: 1) Se aplico el test de conocimientos de DM, alimen-
tacion y actividad fisica, al igual que el Standard Figural Stimuli (SF'S) y la medicién antropométrica en los
jovenes seleccionados, 2) se interpreté cada test aplicado de acuerdo a los valores establecidos previamente en
otros ejercicios de similitud, 3) se realizo el vaciado de los resultados en software IBM-SPSS =STATISTICS
version 22, 4) se realiz6 analisis estadistico con el software calculando frecuencias y porcentajes; asi como las
pruebas Chi2 para las variables cintura, cuello y actividad fisica; y t-Student para muestras independientes
al comparar las variables ingesta calérica y macronutrientes y 5) se compararon y analizaron los resultados
obtenidos de los grupos estudiados para determinar qué grupo presentaba mayores factores de riesgo a desa-
rrollar la enfermedad. En la tabla 1 se describen los datos evaluados en cada participante:

Tabla. 1. Datos evaluados en los participantes

Material de Tipo de Operacionalizacion de las Referencias
medicion material variables
AHF Pregunta directa Con y sin AHF -
Peso Bascula mecanica de pesaje Valores obtenidos | (Especiales, 2011)
humano (kg) directamente
Talla Estadiometro (cm)
IMC Formula: kg/m? | Calculadora | 1-Desnutricion (16-18.49) Apéndice normativo
cientifica 2-Normal (18.5-24.99) C (Secretaria de
3-Sobrepeso (25-27) Salud, 2013)
4-Obesidad (27.1-mayor a 40)
Glucosa Medicion de | Glucometro | 1=Normal (Espinoza, n.d.)
Capilar en glucosa capilar | Accu-Chek 2=Alto
ayunas (GCA) | con glucometro | Performa
Circunferencia Cinta métrica 1=Sin riesgo Apéndice normativo
de Cintura 2=Con riesgo Cl (Secretaria de
(CC1) Salud, 2013)
Circunferencia Cinta métrica 1=Sin riesgo a Sindrome | (Pereira et al., 2014)
de Cuello Metabdlico
(CC2) 2=Con riesgo a Sindrome
Metabdlico
Tension Baumanoémetro 1-Hipotenso (Gémez et al. 2016)
Arterial (TA) Brazalete 2-Normotenso
Estetoscopio 3-Hipertenso
Nivel de Pregunta directa (qué actividad | 1-Sedentario (Giannini & Vega,
Actividad realiza y durante cuéanto tiempo) | 2-Leve 2011)
Fisica (NAF) 3-Moderado
4-Intensa
Conocimientos | Cuestionario Calificacion | 1-Deficiente (menor a 6.9) -
sobre DM con 20 | maxima de | 2-Satisfactorio (7.0-8.9)
(CDM) preguntas 100 puntos | 3-Muy bueno (9.0-10)
(base 10)
Ingesta Descripcion de | Conteo  de | Suma de calorias totales (Perez, Palacios, &
Calérica (IC) alimentos calorias Castro, 2000)
consumidos en
un dia
Percepcion Siluetas Psicologico 1=Subestimacion (Hernandez-Prado,
SFS 2=Normal Campuzano,
3=Sobreestimaciéon Salmerén Pintos, &
Osuna Ramirez,
2006)




RESULTADOS Y DISCUSION

Para este estudio se tuvo la participaciéon de 38 universitarios de LEO repartidos por género en 18.4% (n=7)
para hombres y 81.6% (n=31) mujeres. Por IGE se cont6 con 34 alumnos, 70.6% (n=24) mujeres y 29.4%
(n=10) hombres. La edad promedio de los estudiantes fue de 20.82 (+ 2.2) afios.

Se identificé que en Antecedentes Heredo Familiares (AHF) de DM se presenta un 76.3% (n=29) en estu-
diantes de LEO vs 29.4% (n=10) para IGE. En la tabla 2 se presentan los comparativos LEO vs IGE de las
variables revisadas. Se identifica que los valores no presentan diferencia estadisticamente significativa en los
grupos, a excepcion del consumo de lipidos donde LEO presenta mayor porcentaje en deficiente e IGE mayor
en consumo aumentado.

Es de senalarse que en IMC arriba de la tercera parte presenta alguna categoria superior a la normal y arri-
ba de la mitad tiene una subestimaciéon de su imagen corporal. En cuanto a medidas de cuello, arriba de la
tercera parte presenta riesgo. Para cintura es mayor a los parametros normales (Secretaria de Salud, 2013).
LLa mayoria es sedentario. Finalmente, se presenta un consumo de hidratos de carbono en mas de la mitad
con valores no normales.

Respecto a la subestimacion sobre su percepcion corporal (test Standard Figural Stimuli), que como se men-
ciono es alto para ambos grupos, se podria explicar ya que los jévenes tienden a adquirir ciertos habitos die-
téticos y descuido en el peso; mismo que expone a la poblacién a adquirir mayores riesgos para desarrollar la
enfermedad. Lo anterior, manifiesta diversos factores de riesgo que deberan ser atendidos.

Finalmente se evalu6é consumo de macronutrientes realizando el calculo acorde a los requerimientos diarios
segtn la edad por la FAO/OMS/ONU. Se seleccioné a aquellos alumnos en los que habia un equilibrio en el
consumo de proteinas, lipidos ¢ HC; demostrando que el 26.3% (n=10) de los jévenes de Enfermeria presen-
tan un mejor equilibrio en el consumo de éstos en comparacion con el 11.7% (n=4) universitarios del I'TESI.
Se considera falsa la hipétesis planteada ya que se obtuvo que sélo consumo de lipidos presenta diferencia
estadistica y en el resto el comportamiento se considera igual.

Tabla. 2. Comparacion carreras con los factores de riesgo de DM

LEO IGE
f % f % c?

mMC Desnutriciéon 1 2.6 0 0 1.14
Normal 22 57.9 19 559
Sobrepeso 6 15.8 5 14.7
Obesidad 9 23.7 10 204

Cintura Sin riesgo SM 30 78.9 29 85.3 0.48
Con riesgo SM 8 21.1 5 14.7

Cuello Sin riesgo 24 63.2 24 70.6 0.44
Con riesgo 14 36.8 10 29.4

TA Hipotenso 13 342 13 38.2 0.12
Normotenso 25 65.8 21 61.8

Glucosa Normal 36 94.7 30 88.2 0.99
Alto 2 5.3 4 11.8

Percepcion SFS Subestimacion 22 57.9 21 61.8 0.62
Normal 9 23.7 9 26.5
Sobreestimacion 7 18.4 4 11.8

Act. Fisica Sedentario 21 553 25 73.5
Leve 5 13.2 4 11.8
Moderado 10 26.3 5 14.7
Intenso 2 5.3 0 0

Proteina Deficiente 0 0 1 2.9 3.49
Normal 4 10.5 8 22.5
Aumentado 34 89.5 25 733

Lipidos Deficiente 22 57.9 11 32.4 14.77
Normal 15 39.5 10 29.4
Aumentado 1 2.6 13 38.2

Hidratos de | Deficiente 8 21.1 13 38.2 3.15

carbono Normal 11 28.9 10 29.4
Aumentado 19 50 11 324

Conocimientos Deficiente 1 2.6 7 29.6 7.2
Satisfactorio 37 97.4 26 76.
sobresaliente 0 0 1

Fuente. Directa.



Los resultados descritos presentan importancia significativa ya que exponen variables similares como facto-
res de riesgo para diabetes mellitus que fueron encontradas en otros estudios (Soares et al, 2014).

CONCLUSIONES

Se encuentra que la poblacién del IGE cuenta con mayores factores de riesgo para DM sin manifestar una
diferencia estadisticamente significativa; por lo que se consideran tendencias iguales para los grupos. Se
identifica que los estudiantes cuentan con un nivel aceptable de conocimientos sobre la enfermedad, malas
practicas nutricionales, vida sedentaria, indices en CCI altos y GCA altos.

En un futuro aumentaran los indices de sobrepeso y obesidad en esta poblacién. Es un dato alarmante, ya que
se le suman los demas factores de riesgo. Por lo anterior, se deben tomar medidas e implementar estrategias
que permitan proteger al estudiante. Como recomendacién, impera la realizacién de intervenciones educa-
tivas en la formacién académica de asesoramiento nutricional, Diabetes mellitus y actividades deportivas.
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CORRELACION DE LA INGESTA DE VITAMINA D Y CALCIO
CON INDICE DE MASA CORPORAL EN PERSONAS CON Y SIN
ANTECEDENTES DE DIABETES TIPO 2.
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RESUMEN

Ingesta de vitamina D y calcio, mantiene indice de masa corporal bajo. El objetivo fue relacionar la ingesta
de vitamina D y calcio con Indice de Masa Corporal en personas con familiares con diabetes mellitus tipo 2.
Estudio transversal, observacional, analitico. La ingesta de vitamina D y calcio se obtuvo por el analisis de la
encuesta SNUT y el Indice de Masas Corporal con antropometria. La correlacion de la ingesta de vitamina
Dy calcio con el Indice de Masa Corporal fue leve (r<0.14) y no hubo relacion lineal significativa (p> .05).
Se concluye: en la muestra, no existe correlacién entre consumo de vitamina D y calcio con Indice de Masa
Corporal, debido a tamafio de muestra insuficiente.

ABSTRACT

Intake of vitamin D and calcium, keeps body mass index low. The objective was related to the intake of
vitamin D and calcium with the Body Mass Index in people with relatives with type 2 diabetes mellitus.
Transversal, observational, analytical study. Intake of vitamin D and calcium was obtained by the analysis of
the SNU'T survey and the Body Mass Index with anthropometry. The correlation between intake of vitamin
D and calcium with the body mass index was slight (r <0.14) and there was no significant linear relationship
(p>.05). There is no correlation between consumption of vitamin D and calcium with Body Mass Index, due
to an insufficient sample size.

Palabras Clave: Indice de masa corporal; Obesidad; Sobrepeso; Vitamina D; Calcio; Diabetes
Mellitus tipo 2.

INTRODUCCION

La investigacion en nutriciéon ha promovido un abordaje basado en el analisis de nutrimentos; sin embargo,
mas recientemente el analisis de patrones dietarios ha sido ampliamente utilizado para evaluar el apego de la
poblacion a las recomendaciones dietéticas. (Autier, Boniol, Pizot, Mullie, 2014)

Una mayor atencién a la definicién de los patrones dietéticos de diferentes poblaciones es critica para propor-
cionar resultados significativos. Sin embargo, la investigacién de patrones dietéticos tiene un gran potencial
para su uso en la politica de nutricion, en particular, ya que demuestra la importancia de la dieta total en la
promocioén de la salud. (Ross, Taylor, Yaktine, 2010)

La prevalencia de obesidad en la adolescencia esta experimentando un gran aumento en los ultimos tiempos,
llegdndose a considerar segtin la OMS como la epidemia del siglo XXI. Las consecuencias mas graves de
la obesidad en el adolescente aparecen en la edad adulta debido a la grave comorbilidad asociada (diabetes,
enfermedad cardiovascular, cancer, etc.)(2009)

El'sobrepeso y la obesidad se asocian con un aumento de la morbimortalidad. Este incremento esta claramen-
te relacionado con el grado de obesidad. En estos sujetos se detecta un aumento del riesgo de sufrir distintas
enfermedades, tales como alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, hipertensién arterial,
enfermedad coronaria, insuficiencia venosa, sindrome de ovario poliquistico, artrosis, sindrome de apnea
del sueno, litiasis biliar, esteatosis hepatica, hipertension endocraneal benigna, aumento de la prevalencia
de diferentes tipos de canceres, etc . Por otro lado, en los tltimos afios se ha incrementado el interés por la
vitamina D debido a que multiples estudios muestran déficit de vitamina D en la poblacién general y también
en los personas con obesidad morbida (OM).(2009)

La vitamina D vy el calcio son dos nutrientes importantes relacionados principalmente a la salud 6sea, y
también con una variedad de otras enfermedades y condiciones de salud; la obesidad y sobrepeso son un
problema de salud, teniendo en cuenta que son los principales factores de riesgo para desarrollar diferentes
enfermedades cronicas degenerativas, entre ellas la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), la cual es la principal
causa de morbimortalidad en el pais durante los Gltimos 17 afios. (Jan, 2014)

Las bajas concentraciones séricas de vitamina D, se han asociado con muchos trastornos no esqueléticos. Sin
embargo, se desconoce si es baja la Vitamina D la causa o el resultado de la mala salud. (Jan, 2014)

El calcio como nutriente se asocia mas comunmente con la formaciéon y el metabolismo del hueso. Més del
99 por ciento del calcio total del cuerpo se encuentra en los huesos y los dientes, donde proporciona el tejido



duro con su fuerza. El calcio en el sistema circulatorio, el liquido extracelular, el muasculo y otros tejidos es
critico para mediar la contraccion vascular y la vasodilatacion, la funcién muscular, la transmisién nerviosa,
la sefializacion intracelular y la secreciéon hormonal. El tejido éseo sirve como reservorio y fuente de calcio
para estas necesidades metabolicas criticas a través del proceso de remodelacion ésea. (Washington, 2011)

Durante los estados de deficiencia de vitamina D, el metabolismo 6seo se ve afectado significativamente como
resultado de la reduccion de la absorcion de calcio activo. Esto conduce a una secrecion aumentada de PTH,
ya que el receptor de deteccion de calcio en la glandula paratiroidea detecta cambios en el calcio i6nico cir-
culante. A su vez, el calcitriol estimula la absorciéon de calcio mejorada desde el intestino. No es sorprendente
que la interaccién entre la dinamica del calcio y la vitamina D a menudo complique la interpretacion de los
datos relativos a los requerimientos de calcio, los estados de deficiencia y el consumo excesivo. (2010)

La evidencia cientifica indica que el calcio y la vitamina D tienen funciones clave en la salud 6sea. La eviden-
cia actual, sin embargo, no apoya otros beneficios del consumo de vitamina D o de calcio. No se ha demos-
trado que las concentraciones mayores confieran mayores beneficios; de hecho, éstas se han relacionado con
otros problemas de salud, como sobrepeso u obesidad, que es lo que ha incrementado por consumo excesivo
de calcio y gran almacenamiento de calculos biliares; lo que desafia el concepto de que “més es mejor”. (Re-
vista del climaterio, 2011)

Relacionar el indice de masa corporal, con el consumo de vitamina D y calcio en pacientes con antecedentes
heredofamiliares de diabetes mellitus tipo 2.

INTRODUCCION

DISENO DE ESTUDIO: transversal y analitico.

Sitio del estudio: estudiantes de universidad ptablica de Celaya.

Universo: habia 1910 estudiantes registrados en la Universidad Publica de Celaya, Gto.

Criterios de inclusién: hombres y mujeres de 18 o mas afios, registrados como estudiantes en una Universidad
Publica de Celaya, Gto; que acepten participar por escrito, firmando el consentimiento informado.

Criterios de exclusién: hombres y mujeres que no aceptaron participar.

Muestreo: se invitara a participar a todos los estudiantes de una Universidad Publica de Celaya.
Procedimiento al ingreso del estudio: a los sujetos participantes se les explicara los objetivos del estudio, asi
como las ventajas y desventajas por participar. Se le solicitara firmar el consentimiento informado. Después
de hacerlo, se procedera a aplicar la encuesta de identificacién determinado si tiene familiares de primer
grado (padres o hermanos con diabetes), la encuesta SNU'T y se realizara antropometria con peso y estatura.
Variables. Sociodemograficas. Edad, género, estado civil, familiares con diabetes tipo 2, peso, estatura, IMC.
Independientes. Promedio de ingesta diaria de calcio: para las personas que tienen entre 19 y 50 fios de edad,
la dosis recomendad es de 1000 mg al dia, el consumo de alimentos con calcio, sin embargo, es importante
en todas las edades, porque el mineral entra y sale del hueso en diferente proporcion segtin la edad y peso.
Promedio de ingesta diaria de vitamina D: las cantidades promedio diarias de vitamina D, expresadas en
unidades internacionales (IU), que recomienda el Comité de Nutricion y de Alimentos que necesita una
persona es de 600 UL

Dependiente. Indice de Masa Corporal. Es un sencillo indice sobre la relacion entre el peso y la altura, gene-
ralmente utilizado para clasificar el peso insuficiente, el peso excesivo y la obesidad en los adultos. Se calcula
dividiendo el peso en kilogramos por el cuadrado de la altura en metros (kg/m?2).

Tamano de muestra.

Asumiendo una r de Pearson de 0.7 entre la ingesta de calcio e IMC, el tamafio minimo de muestra fue de 12
con 95% de precision y 90% de poder (Epidat 4.1, 2014, Xunta de Galicia, OPS, Universidad CES).
Analisis estadistico.

Se utiliz6 estadistica descriptiva para las variables sociodemograficas. Para demostrar correlacion y regresion
lineal, se calcul6 el indice de correlacion, r de Pearson y ecuacion de regresion lineal; para demostrar relacién
lineal, se calculé t de Student y valor de p. Para demostrar significancia estadistica de los resultados el valor
de p, se f1j6 en .05

El analisis estadistico se realizé en STATA 13.0 ® (STATA Corp., College Station, TX, EUA)




En ambos grupos predominaron las mujeres de zona urbana y siendo solteras.

RESULTADOS

Tabla 1 Distribucién de variables sociodemogrédficas categéricas por grupo de antecedentes familiares y sin

60

ellos de diabetes tipo 2.

Antecedentes familiares de I gl | Valor
diabetes tipo 2 deP
Si No
(n= 104 (n=163)
f % f %
Genero 0.02 1 .89
Hombre 26 25.00 42 25.77
Mujer 78  75.00 121 74.23
Residencia 2.08 2 35
Urbana 75 72.12 130 79.75
Suburbana 21 20.19 24 1472
Rural 8 7.69 9 0.552
Edo. Civil.
Soltero 98 94.23 154 94.48 0.09* 9
Casado 4 385 6 3.68 -0.07* 9
Separado 0 00 1 061 0.8* 4
Viudo 2 1.92 2 123 -0.45% v

*Z para dos proporciones independientes.

El promedio de edad fue de 21 afios para ambos grupos.

Tabla 2 Distribucion de edad por grupo de antecedentes familiares o sin ellos de diabetes tipo 2

Antecedentes Sin antecedentes
heredofamiliares | heredofamiliares
n=104 n=163
Edad (afios)
Rango 17a49 17240
Media 21.14 21.35
Desviacién estindar | 2.47 342
=-0.55 gl 265 p=0.58

Grdfico 1 Correlacién y regresién lineal entre ingesta de calcio y vitamina D con Indice de Masa Corporal/

$Sln antecdentes de diabetes tipo 2 Con antecedentes de diabetes tipo 2
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Sin antecedentes de diabetes tipo 2

Con antecdentes de diabetes tipo 2

n=163
r=-0.08

n=104
r=-0.11

n=163
r=-0.13

IMC (Kg/m2)= 24.95 + (-
0.0008) calcio (mg)

t=-0.95 p= 0.34

IC 95%=-0.0025 a 0.00088

IMC (Kg/m2)= 26.00 + (-
0.001) calcio {mg)

t=-1.14 p=0.25

IC 95%=-0.0036 a 0.00097

IMC (Kg/m2)= 25.86 + (-
0.005) Vitamina D (mg)
t=25.86 p=0.21

IC 85%=-0.011 a 0.002

n= 104

r=-0.07

IMC (Kg/m2)= 24.078 + (-
0.03) Vitamina D (mg)
t=-0.91 p=0.4

IC 85%=-0.008 a 0.003
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De acuerdo a los resultados no existe correlacion ni secuencia lineal en el grafico posiblemente por el tamano

de muestra no adecuado.

Ya que de acuerdo a la ingesta de vitamina D y calcio se representa mas en mujeres jovenes porque son las que
mas patrones de salud siguen y toman en cuenta para tener un indice de masa corporal bajo.
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RESUMEN

Este trabajo habla un poco de la influencia que pueden tener las moléculas quimicas de interés (ftalatos) con
relacion a diferentes sindromes metabolicos que tengan que ver con el funcionamiento de controladores del
organismo conocidos como sirtuinas. Se desarroll6 mediante protocolos ya establecidos, se busca conocer
si estos afectan o no a la produccién que se consideraria normal de estas sirtuinas, lo cual indicaria o no la
posible apariciéon de enfermedades, tales como diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares, etc. Es
importante tener en cuenta, que ya se tienen indicios y resultados aprobatorios de que los ftalatos estan re-
lacionados con afecciones a nivel gonadal, como, infertilidad y disminucién de apetito sexual, en los cuales,
se ven relacionadas las sirtuinas y esto nos da un indicativo de que pueden afectar también a la presencia de

enfermedades metabélicas.

ABSTRACT

This paper talks a little about the influence that chemical molecules of interest (phthalates) can have on the
relation of the different syndromes that have to do with the functioning of the controllers of the organism
known as Sirtuins. It was developed through protocols and establishments, it is sought to know if these affect
or not the production that are considered normal of these sirtuins, which is not indicated in the possible oc-
currence of diseases, such as diabetes, obesity, CVD, etc. Take into account that you already have indications
and approval results that children are related to gonadal conditions, such as infertility and decreased sexual
appetite, in which the sirtuins are related and there is no indication that they also affect to the presence of
metabolic diseases.

PALABRAS CLAVE: célula, disruptor, metabolismo, enfermedad, ftalatos y endocrino.

INTRODUCCION

En las tltimas décadas, ha habido un cambio dramatico y rapido deterioro de debido principalmente al sur-
gimiento de una epidemia de obesidad y diabetes. Con un alarmante costo anual de salud relacionado con
la obesidad.

Las causas principales son mas frecuentes factores genéticos y de comportamiento, como la dieta y la inactivi-
dad. Algunos quimicos ambientales, tales como ftalatos plastificantes, son factores de riesgo poco estudiados
en comparacion con la dieta y el estilo de vida en el desarrollo de la diabetes y obesidad. Ademas, los meca-
nismos epigenéticos estan poco asociados con el ambiente y estan poco estudiados. La interaccion entre los
genes y el medio ambiente ha surgido como una nueva frontera para el descubrimiento de procesos como la
modificacién de genes que pueden producir patologias. 1

Un grupo emergente de reguladores epigenéticos son las sirtuinas, que actian como sensores celulares para
detectar la disponibilidad de energia y modular algunos procesos metaboélicos. Hay siete tipos de sirtuinas,
Sirtl y Sirt3 que han sido los mas ampliamente investigados. Sirt4, 5 y 7 también han demostrado tener im-
portancia funcional en la regulacion fisiologica. Estudios previos han demostraron que el raton alimentado
con una dieta alta en grasas mostré una disminucién de la expresion y actividad de Sirt3 y desarrollaron
rasgos clinicos que imitan de cerca al ser humano cémo el sindrome metabdlico, incluyendo obesidad, DT?2,

resistencia a la insulina, anomalias lipidicas y esteatohepatitis.

En los humanos, la Sirt3 esta asociada con la esperanza de vida y con toda la energia metabdlica.

Los ftalatos son un grupo de disruptores endocrinos que han tenido una especial atencién por la posibilidad
de desarrollar efectos adversos en los humanos. En la actualidad, se relacionan con la hipétesis del obesogen,
el cual propone que algunos compuestos quimicos pueden desarrollar desbalances metabolicos, y provocar
incremento para desarrollar obesidad, DM2, enfermedades cardiovasculares.

En especial, se ha demostrado que hay presencia de ftalatos en orina de personas con estas enfermedades,
por lo cual, se ha propuesto estudiar los efectos especificos de los diversos ftalatos para el desarrollo de dichas
enfermedades.

Uno de los plastificantes conocidos, el Butilbencilftalato (BBP), se utiliza principalmente para mejorar la
Industrial y se encuentra principalmente en papeles utilizados como materiales de embalaje para productos
acuosos, grasos y alimentos secos. El uso omnipresente de los plastificantes en multiples productos y habra



una exposicion extensa a los seres humanos, se ha convertido en p arte inevitable de la vida moderna. La
mayoria de los estudios se han centrado en células o animales de laboratorio, tales como muerte celular, dife-
renciacion sexual, defectos reproductivos y estrés. 2

En el trabajo de investigacion se trabaja con células obtenidas de raton (RAW) las cuales provienen de linfo-
mas. No se trabajé en este caso con células humanas. 2

METODOLOGIA.

1.- Cultivo celular y tratamiento con ftalatos.

Las células RAW fueron obtenidas del tratamiento de ratones “knock out” tratadas con una especie de lin-
foma para producir un gran numero de estas células. Las células fueron cultivadas en medio DMEM con
suero bovino al 10%, 100U/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina. FFueron conservadas en una
atmosfera de 5% CO2. En el cultivo con los diferentes ftalatos, fueron distintas concentraciones (0.1 micro-
gramo a 100 microgramos/mL). 2

2.- Ensayo MTT

Las células RAW (1*¥104 células por pocillo) se depositaron en 96 pocillos de las placas de cultivo y se incuba-
ron con diferentes concentraciones de DINP Y DEPH durante 48 h. Las células se incubaron en oscuridad
con MTT (10 ml por pocillo, soluciéon madre 5 mg / ml de PBS) durante 4 h a 37 C. El medio se retir6 y los
cristales de formazano se disolvieron en 100 ml de DMSO con agitacién durante 30 s. Las densidades opticas
de las soluciones resultantes se determinaron

Colorimétricamente a 540 nm utilizando un lector de microplacas. Se compararon las densidades 6pticas de
las células Incubado con las concentraciones variables de ftalatos y DMSO. 2

3.- Extraccion de RNA de las células

A la muestra se le agrega 1 mL de Trizol por cada 100 mg de tejido y se deja incubar 5 minutos. Se transfiere
a un tubo nuevo. Se separa agregando 0.2 ml de cloroformo por cada ml de Trizol. Se pasa al Vortex 15
segundos y se incuba 3 minutos. Se centrifuga a 12 000 g por 15 minutos de 2-8°C. El RNA se encuentra en
la fase acuosa (superior) y se transfiere esta fase. Se precipita el RNA agregando 0.5 ml de isopropanol por
cada ml de Triazol. Se incuban 10 minutos de 15-30 grados y se centrigufa 12 000 g por 10 minutos de 2-4°C.
Para lavar el RNA se quita el sobrenadante, se agrega etanol al 75 (1 ml por cada ml de Triazol utilizado).
Se mezcla en el vortex por 15 segundos. Se centrifuga a 7500 g por 5 minutos, de 2-8°C y se repite este paso
una vez mas. Se deja reposar unos minutos para que se evapore el alcohol. Para analisis siguientes se debe re
suspender el RNA con agua miliq. 3

4. Medicion RNA en el NanoDrop.

En este aparato se mide la cantidad de material genético, asi, como su nivel de pureza. El equipo es un espec-
trofotémetro capaz de determinar concentraciones de 4cidos nucleicos, DNA y RNA. Estos resultados nos
ayudan para conocer que tan bien fue hecha la extraccién del material genético y si hay una contaminacién
de alguno de los reactivos. La pureza se obtiene con una relacién de absorbancias a 260 y 280nm. La cual en
el caso del RNA debe ser cercano a 2 para que se considere como apto este RNA. 4

5.- Preparacion del cDNA

El ¢cDNA es una hebra de DNA de doble cadena, una de las cuales se constituye de una secuencia comple-
mentaria a un mRNA a partir del cual es sintetizado. Por medio del RNA obtenido en las mediciones del
NanoDrop y una ecuaciéon predeterminada, se prepara una solucion para obtener el cDNA (se divide el RNA
obtenido entre 600 pL, el cual da un volumen determinado y este volumen se le resta 13.2, que es una medida
estandarizada para conocer los volimenes de RNA re suspendido y de agua que se tienen que agregar para
que la solucién quede a la concentracién deseada). Después de ya tener esta solucién con el RNA deseado,
se pasa la muestra al termociclador, donde se pone a una temperatura inicial de 105°C. Se pasa a 25°C por
10 minutos, luego a 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos y a 4°C por siempre. Este proceso para una
muestra de 20 pL..5

6. -Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Se agregan 1.5 pL. de DNA,0.2 pL de Taq Polimerasa, 5 pL de Buffer de la polimeresa, 0.4 pL. de DNTP, 2
pL de Primer Forward y 2 pL. de Primer Reverse, el resto es con agua miliq, para dar un volumen aproximado
de 48,5 pL. por muestra. Se colocan las diferentes muestras a diferentes rangos de temperaturas (60°-70°C).
Se corre el PCR (2 horas aproximadamente). 3

7.- Electroforesis.

Se monta el equipo como se ha indicado y se prepara el gel de 10-15%. A cada posillo se le agregan 6 pL de
la muestra 'y 1 pL de buffer de montaje. Se agrega un marcador 1 Kb CON 1 pL de buffer de carga. Se llena
la camara hasta la marca con el buffer 1x indicado y se corre la electroforesis a 90V por 1 hora, aproxima-
damente. Se debe observar la separacion de las muestras, manchas verdes y azules, las cuales dan a notar la
separacion de las bases por las propiedades de tincién de las bases y la separacion de las mismas. Se compara
el tamano del material de muestra segtin la referencia del marcador utilizado. 6

8.- Resultados.
8.1.- Preparacion de la muestra para PCR
Con la cantidad de RNA obtenido de cada muestra se debe preparar (como se indica en la metodologia).



Tabla. 1. Preparacion de las muestras para correr e

PCR
Sample (ngalV Water(ul)

0.1 vg DEHP EtOH 2 7711 7.78 542
10 ug DINP DMSO 1 6174) 810 5.10
100 vz DINP DMSO 1 30415 164 11.56
0.1 vg DINP DMSO 1 7246| 690 6.30
0.1 vz DINP DMSO 2 1113] 4498 871
0.1 vz DINP EtOH 3 7197| 695 6.25
10 uvg DINP EtOH 2 11247| 445 8.75
0.1uz DEHP EtOH 1 47.06)| 10.62 2.58
10 ug DINP EtOH 3 101.96] 4.50 8.30
100 vz DEHP DMSO 2 28605 175 1145
100 vz DEHP EtOH 1 6796 736 5.84
100 vz DINP EtOH 3 43.61) 1147 173
0.1 vz DINP EtOH 1 11819 423 8.87
10 vz DINP EtOH 1 15694 319 10.01
0.1ug DINP EtOH 2 44.56) 1122 198
100 vz DEHP DMSO 1 40.16) 1245 0.75
DMsSO 1 58.73] 851 469
EtOH 1 13793 3.63 9.57
100ug DINP EtOH 2 1716) 291 10.29

8.2.- Electroforesis

Figura 1. Electroforesis de las muestras. S6lo en cuatro muestras se encontré resultado comparativo con el
marcador de referencia.

8.3.-. Ensayo M'T'T.
Las diferentes celulas se cultivaron a diferentes concentraciones, se especifica en cada grafico el tipo de ftalato
al que fueron expuestas las celulas, condiciones de quimicos, como DMSO, etanol, DINP, DEPH y medio

de cultivo.
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Figura 2. Gréfico de celulas cultivadas con DEHP y Etanol. Ambas concentraciones tuvieron resultados
similares, aunque hay una diferencia importante entre las mismas concentraciones.
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Figura 2. Grafico de celulas cultivadas con DINP y Etanol. En este comparativo si hay diferencias imporante,
a menor concentracion de los disruptores, mayor viabilidad de la celula.
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Figura 3. Grafico de celulas cultivadas con DEHP y DMSO. En este cultivo, la viabilidad es mayor a mayor
concetracion de DMSO.
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Figura 4. Gréfico de celulas cultivas con DINP y Etanol.
En estos resultados, a mayor concentracion del ftalato y del alcohol, la viabilidad disminuye importantemen-
te.

9.- Discusion.

Con base a los resultados obtenidos en este proceso, podemos decir que en realidad si hay una variacion im-
portancia en la produccion de RNA de las diferentes celulas cultivadas a diferentes condiciones, lo que da un
indicio de que en realidad la interaccién con quimicos como en este caso los ftalatos, pueden perjudicar a la
fisiologia normal del ser humano. Primeramente, al extraer las diferentes muestras de celulas, se observo que
algunas no cumplian con lo estipulado en la teoria de la realacién de las absorbancias a 260/280, superaban
el valor cercano a 2 que es lo recomendable y el valor obtenido de RNA era poco y estaba contaminado, ya sea
por la naturaleza de la muestra o los reactivos utilizados en su obtenciéon. Por lo que sélo se realizé el proceso
de cDNA al RNA que nosotros consideramos mejor y que cumplia con los estatutos de calidad.

Tambien, al realizar la electroforesis de las distintas muestras, pudimos notar que en realidad sélo cuatro
muestras fueron observadas en el gel, sélo esas muestras pudieron ser comparativas con el marcador de 1Kb
que se utilizé en la tecnica. Esto nos indica que en realidad el RNA obtenido no es de tan buena calidad,
debido ya sea al mismo proceso de extraccion, al proceso de cultivo o a errores técnicos del analista. Se reco-
mienda, en este caso, realizar todos los procesos de nuevo, buscar cual pudo haber sido el error y corregirlo.
Al final, se hizo el ensayo de viabilidad y se obtuvo que si hay una variaciéon importante de las distintas con-
centraciones, ftalatos utilizados, alcohol, DMSO y medio. Se demostré que los dos ftalatos afectan a las celu-
las, aunque en diferente medida. Se demuestra que a estas condiciones, el DINP tiende a disminuir a mayor
concentracion del ftalato la viabilidad de las celulas y aunque en ambos ftalatos se observa esta propiedad, en
el DINP es mas notorio. Es importante recalcar, que en la literatura revisada y analizada, se hacen procesos
mas completos y complejos para comprobar, tanto la presencia del ftalato, como las propiedades de viabilidad
de las diferentes muestras obtenidas. Para hacer un estudio mas completo y que tenga una mayor relevancia,
se deben revisar aspectos como, la energia de Gibbs, hacer un modelo in silice de los resultados, un estudio es-
tadistico comparativo y hacer muchas pruebas, para demostrar que en realidad si hay un indicio importante
para considerar que en realidad los ftalatos funcionan como disruptores de las sirtuinas, lo cual demostraria
que estas moleculas son de importancia clinica y social y con ello, tratar de hacer una consientizacién en la
gente y en la industria para la disminucion de la utilizacién de etos quimicos en la produccién en general.

10.- Conclusiones.

Es necesario conocer y entender los diferentes mecanismos para el desarrollo de enfermedades metabdlicas
cémo la diabetes, obesidad, afecciones cardiacas, etc. Ya que la evidencia de que quimicos como los ftaltos
tienen importancia en el desarrollo de estas enfermedades, es preocupante. Las pruebas de influencia ambien-
tal han aumentado, aun no se conoce a ciencia cierta todos estos mecanismos, saber en realidad cuales son
los factores de mayor importancia para que se den estas enfermedades. Se busca con este estudio aportar un
conocimiento importante sobre estos estresores ambientales, ya que se demuestra (aunque falta desarrollarse
aun mas) que los ftalatos pueden interrumpir selectivamente diferentes sirtuinas de interes, lo cual, como la
literatura lo dice, puede afectar en gran medida para provocar enfermedades metabolicas. Falta hacerse mas
estudios y comprobar estas teorias, pero se va por muy buen camino.
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RESUMEN

La enfermedad de Huntington es un padecimiento neurolégico del cual hasta la fecha se desconoce su cura.
Actualmente el tratamiento de esta enfermedad va encaminado solamente a aminorar los principales sinto-
mas que son las alteraciones psicomotoras y a ayudar al paciente a tener una mejor calidad de vida. En el
presente trabajo se realizo un co-tratamiento utilizando acido linoleico conjugado (CLA) en células neurales
que habian sido inducidas con 4cido 3 nitropropiénico (3-NP), el cual se ha demostrado tiene efectos simi-
lares al de la neurotixicidad presente en la enfermedad de Huntington, esto con la finalidad de generar un
conocimiento mas amplio de los efectos del CLA y su posible uso como tratamiento en esta enfermedad. Los
resultados reflejaron que los tratamientos de CLA solo mostraron un efecto positivo utilizando 3NP al 2.5,
lo que sugiere que para posibles investigaciones a futuro se debe de hacer un mayor énfasis utilizando esta
concentracion.

ABSTRACT

Huntington's disease is a neurological condition which cure is unknown. Currently the treatment of this
disease is aimed only at reducing the main symptoms of psychomotor disorders and helping the patient to
have a better quality of life. In the present work a co-treatment was performed using conjugated linoleic acid
(CLA) in neural cells that had been induced with 3-nitropropionic acid (3-NP), which has been shown to have
effects similar to that of the neurotixicity present in the disease of Huntington, in order to generate a broader
understanding of the effects of CLA and its possible use as a treatment in this disease. The results showed that
CLA treatments only showed a positive effect using 3NP at 2.5, suggesting that for future research, greater
emphasis should be placed on this concentration.

Palabras clave: Enfermedad de Huntington, acido linoleico conjugado, células neurales

INTRODUCCION

La corea hereditaria o enfermedad de Huntington (EH) es un proceso neurodegenerativo autosémico domi-
nante que afecta al nicleo estriado (ntcleos caudado y putamen) dando lugar a discinecias, corea, alteracio-
nes psicomotoras, demencia, entre otros. La hipotesis de que las disfunciones mitocondriales contribuyen a la
patogénesis de EH se prob6 por primera vez farmacologicamente mediante el uso de acido 3-nitropropiénico
(3-NP), un inhibidor irreversible de la succinato deshidrogenasa que ha logrado mimetizar la neurotoxicidad
exhibida en la EH en modelos celulares y animales con la finalidad de estudiar mecanismos moleculares
patogénicos de la enfermedad, asi como nuevas dianas terapéuticas.

Los mecanismos que siguen a la administraciéon de 3-NP es el desarrollo de disfunciones mitocondriales
implican el deterioro bioenergético, estrés oxidativo-nitrativo, agotamiento de los sistemas antioxidantes,
excitotoxicidad y muerte neuronal. Los aumentos citosolicos de calcio (Ca2+), inducidos por el 3-NP, y la
consiguiente activacion de 6xido nitricosintasa (NOS) con la produccién de 6xido nitrico(NO) desempena el
papel principal de EN.Asi mismo, la entrada del calcio extracelular por apertura de los canales de membrana
dependiente de voltaje y receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) promueve muerte neuronal porexcito-
toxicidadglutamatérgica. No obstante, recientementese ha evidenciado que la presencia de astrocitos reduce
significativamente la vulnerabilidad neuronal al 3-NP.

En la actualidad, no hay tratamientos eficaces contra la EH. Las terapias se centran en los sintomas neuro-
légicos y psiquiatricos que apuntan a mejorar la calidad de vida. El acido linoleico conjugado (CLA), una
mezcla isomérica de acidos grasos poliinsaturados de 18 atomos de carbono con enlaces dobles conjugados
derivados del acido linoleico, ha demostrado proteger a cultivos neuronales embrionarios de ratén de la
excitotoxicidada glutamato, mediante el incremento de Bcl-2 neuronal y la disipacién del potencial de la
membrana mitocondrial inducida por glutamato, sugiriendo una influencia estabilizadora en la funcion mi-
tocondrial.No obstante, el papel del CLA no ha sido estudiado en modelos de enfermedad de Huntington.



El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto del CLA sobre la toxicidad inducida por 3-NP en células
neurales troncales humanas diferenciadas durante siete dias (cultivos mixtos de neuronas y astrocitos) con la
finalidad de propiciar un conocimiento mas amplio de su posible efecto protector.

MARCO TEORICO

El 4cido linoleico, es un acido graso esencial omega-6 muy abundante en el reino vegetal y también animal.
La gran mayoria de los aceites vegetales (con algunas excepciones como el aceite de oliva, el de palma, o el
aceite de coco) aportan cantidades significativas de acido linoleico. En la grasa animal también se le encuen-
tra, junto con los acidos grasos saturados y monoinsaturados. Con la incorporaciéon de una mejor tecnologia
para el analisis y la identificacion de los acidos grasos componentes de grasas, aceites o de muestras de tejidos
(aplicacion de cromatografia gasesosa capilar, HPLC de alta resolucién, y espectrometria de masas), fue posi-
ble identificar que en toda muestra de aceite o de grasa, particularmente en aquellas de origen animal, siem-
pre esta presente una pequena cantidad de ALC. Este acido graso se presenta con diferente isomeria (7c-9t,
9c-11t, 11c-13t, principalmente), aunque siempre predomina la estructura 9c-11t. Si bien el ALC se encuentra
en pequefias proporciones en los aceites vegetales, su concentracion es particularmente alta en la carne y en
la leche de los rumiantes, donde puede alcanzar hasta un 0,65% de los lipidos totales.

Efectos nutricionales y en la salud derivados de CLA.

Efectos hipocolesterolémicos.

En modelos experimentales de hipercolesterolemia, el CLA ha demostrado producir disminucion de los nive-
les plasmaticos de colesterol, con respuestas muy similares a las que se obtienen con los acidos grasos omega-3,
aunque el ALC no pertenece a esta serie de acidos grasos. Estudios realizados en conejos, han demostrado
que la adicién de tan solo 0,5 g/dia de ALC a una dieta semisintética que aporta 14% de grasa, produce una
disminucién significativa del colesterol-LDL y de los triglicéridos plasmaticos, produciendo al mismo tiempo
una disminucién de la relaciéon colesterol-LDL/colesterol-HDL, y una disminucién de la acumulaciéon de
placas ateroscleroticas en los grandes vasos.

Efectos en el sistema inmune.

Los efectos del ALC sobre el sistema inmune constituyen conocimientos mas recientes y se refieren, prin-
cipalmente en el estimulo que ejerce en la sintesis de IgA, IgG, IgM y a la disminucién significativa de los
niveles de IgE, por lo cual se presume que el dcido graso podria tener efectos favorables en la prevencion
y/o tratamiento de ciertas alergias alimentarias. Estudios similares han demostrado, en una relaciéon dosis
dependiente, que el ALC aumenta el nivel de linfocitos en el bazo de ratones y la secrecion de IgG e IgM por
parte de estas células.

Efectos anticarcinogénicos

Dentro de los diferentes tipos de cancer en los que se ha estudiado el efecto de ALC, su accién sobre el cancer
mamario parece ser la mas significativa. E1 ALC es mas eficiente en su efecto de prevencion de este tipo de
cancer que el acido oleico, linoleico y que los acidos grasos omega-3 eicosapentaenoico y docosahexaenoico.
El mecanismo de los efectos inhibitorios que ejerce el ALC sobre la diferenciacion celular anormal, que
finalmente conduce al desarrollo de un cancer, no es conocido en la actualidad, y la investigacién apunta
a caracterizar su accion a nivel de la expresion de ciertos tipos de mRINA que codifican para receptores de
membrana involucrados en la transduccion de senales, o en la traduccion de receptores activados por proli-
feradores peroxisomales (PPARs)

Efectos sobre el peso corporal

La accion reductora del peso corporal atribuida al ALC, ha derivado en una creciente explotacién comercial
del 4cido graso sin tener, por el momento, un sustento cientifico solido. LLa administracién de una dieta que
contiene 5% de aceite de maiz suplementada con un 0,5 % de ALC a ratas desde las seis semanas de edad,
produce a las cuatro semanas de administracién de la dieta, una reduccién del 60% del contenido de grasa
del tejido adiposo.

METODOLOGIA

El presente trabajo se realizo en las instalaciones del CIACY'T de la UASLP. Consistio de tres fases princi-
pales.

1. Tripsinizacion y cultivo celular. Después de descongelar las células se procede a realizar el procedimiento
de tripsinizacion, para esto primero se utiliza PBS con la finalidad de quitar posibles inhibidores de la tripsi-
na, en el caso de las placas de P35 se utiliza I1ml de PBS y en el de las de P100 2ml. Se retira el PBS para luego
desecharlo. Se agrega Iml y 2ml de tripsina para P35 y P100 respectivamente y se deja incubar durante 5
minutos. Se agrega Iml de medio de lavado con la finalidad de desprender las células de la placa, se extrae el
liquido y se agrega a un tubo falcon para luego centrifugar a 1500 RPM, durante 5 minutos a 4°C.. Se desecha
el sobrenadante, se agrega 1 ml de medio especifico y se resuspende el botén celular. Por tltimo la placa se
agita para homogenizar su contenido y se introduce a la incubadora a 37°C de CO2 y a 10% de humedad. Se
sembraron 10,000 células por pozo en un total de 3 placas con 96 pozos cada una. A cada pozo se le agrego
100pM de medio de proliferacion (20:20). Después de 24 horas se cambia el medio de proliferacién por medio
de diferenciacion. 72 horas después se reemplaza el medio por mas medio nuevo.
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Figura 1. Acomodo de tratamientos en placa de 96 pozos
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2. Tratamiento con CLA. Se dividieron las placas en 6 secciones diferentes. En la primer y segunda fila
(AL:A12 y BL:B12) se coloc6 solamente medio de diferenciaciéon para asi tomar esta como el controles posi-
tivos. En el primer cuadrante se coloco medio y 3NP a diferentes concentraciones por filas, las caules eran
0.1 mM, 0.25 Mm, 5 mM, 1 mM y 2.5 mM. En el segundo cuadrante se puso DMSO 0.1% junto con las
mismas cantidades de 3NP para comprobar que tanto influia el vehiculo en la viabilidad de las células. En
el tercer y cuarto cuadrante se coloco CLA a 10pM y 25pM junto con las cantidades antes mencionadas de
3NP. Por ultimo, en la fila H se coloco medio mas H202 100pM considerante este como el control negativo
de viabilidad celular.

3. Ensayo de M'T'T. En el tltimo dia se retiro el medio de cultivo de las células y se reemplazo por 100pM de
MTT en cada pozo. Se dejo incubar durante 2 horas hasta que se pudo apreciar el color violeta. Por atlimo se
procedi6 a realizar la lectura de las placas en el espectrometro 595 nm de absorbancia con un batido previo
de 1 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los experimentos mostraron resultados favorables tinicamente utilizando 3NP a una concentraciéon de 2.5
pM. Bajo esta concentracion podemos notar que el comportamiento de las células resulta ser mas congruente
en comparacion de los tratamientos con las otras concentraciones, ya que ante la influencia del 3NP 2.5 com-
binado con el medio de cultivo y con el vehiculo (DMSO) la viabilidad de las células disminuye , mientras
que combinando el 3NP con CLA a concentracion 10 y 25 la viabilidad celular aumenta; mientras que en las
diferentes concentraciones sucede todo lo contrario, la viabilidad aumenta en aquellas células donde no se
esta utilizando un tratamiento.
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Figura 2. Resultados de viabilidad celular

CONCLUSIONES

Debido a que los resultados solo fueron relevantes bajo la concentracién de 2.5 se sugiere este trabajo sirva
como antecedente para investigaciones posteriores, de manera que se haga un mayor énfasis sobre esta con-
centracion y que los resultados lleguen a ser mas favorables.
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RIESGOS QUE CORREN LOS ESTUDIANTES DE LA LICENCIATURA DE
NUTRICION DE DESARROLLAR ALGUN TRASTORNO DE LA CONDUCTA

ALIMENTARIA EN UNA UNIVERSIDAD DE SAN LUIS POTOSI

Sofia Gonzalez Garcial y Lizeth Garcia Torres2

RESUMEN

El objetivo del estudio fue el de realizar una exhaustiva busqueda tanto internacional como nacionalmente,
que permitiera conocer si existe el riesgo de desarrollar algtin Trastorno de la Conducta Alimentaria (TCA)
como consecuencia de ser estudiante de la licenciatura en Nutriciéon. Mediante los resultados de las diferentes
nvestigaciones, se eligieron dos instrumentos que lograran relacionar los principales aspectos psicologicos
(deseo de delgadez, desconfianza, etc.) con las creencias acerca de los alimentos, esto con la finalidad de rea-
lizar una correlaciéon entre los factores psicologicos y nutricionales; dichos instrumentos seran validados por
un comité de bioética, los cuales si se llegaran a aprobar se aplicarian en una poblacién de la Universidad del
Centro de México en el estado de San Luis Potosi.

ABSTRACT

The objective of this study was to carry out an exhaustive search both internationally and nationally, to
determine if there is a risk of developing an eating disorder as a result of being a student of the degree in
Nutrition. Through the results of the different investigations found, two instruments were chosen to relate
the main psychological aspects (desire for thinness, body dissatisfaction, distrust, etc.) to beliefs about food,
in order to correlate Psychological and nutritional factors; these instruments will be validated by a bioethics
committee, which if approved would be applied in a population of the University of Central Mexico in the
state of San Luis Potosi.

Palabras Clave: Nutricién, trastornos alimenticios, creencias, presion social.

INTRODUCCION

La licenciatura de Nutricion, es una disciplina que se encarga de promover y mejorar la alimentacion y la
nutricién de la poblacion, mediante el diagnostico del estado nutricio en condiciones normales o patologicas
alolargo del ciclo de la vida en lo individual y colectivo que le permita realizar una intervencion nutricional;
por lo cual los estudiantes de dicha licenciatura “deben” de mostrar una imagen hacia la sociedad que con-
cuerde con lo que ejercen, sin embargo se ha dejado de lado los riesgos que corren los estudiantes al tratar de
llevar y mantener dicha imagen.

Aunado a esta presion que se ejerce sobre los estudiantes, también es importante destacar que en la sociedad
actual existe una cultura de delgadez extrema, en donde los jovenes muestran una preocupacion excesiva por
mantener una estética corporal; como consecuencia de todas estas presiones se tiene como resultado el desa-
rrollo de trastornos de la conducta alimentaria (TCA), los cuales son un grupo de patologias que se caracteri-
zan por serios disturbios en la ingesta, como restricciéon de alimentos, episodios de apetito voraz (atracones),
exceslva preocupacion por la figura corporal y/o por el peso (Becker A, 1999).

En las diversas investigaciones internacionales, se ha descubierto que existe un foco de alerta en los estudian-
tes de Nutricion, siendo una poblacién en riesgo de desarrollar trastornos alimentarios, esto como conse-
cuencia de las presiones sociales anteriormente mencionadas, lo cual ha desencadenado que los porcentajes
encontrados acerca de este fendmeno hayan aumentado en las tltimas décadas. A pesar de esta situaciéon
sumamente preocupante, en la poblacién mexicana, existen pocas investigaciones que ahonden acerca de
la relacion entre la poblacion de estudiantes de Nutricién y la probabilidad que éstos tienen de desarrollar
algtn trastorno alimenticio a lo largo de la carrera, es por esta razoén que con esta investigacion se pretende
incrementar la conciencia acerca de este factor de alerta, asi como también conocer acerca del sistema de
apoyo con el que cuentan dichos estudiantes, de igual manera y, mediante la aplicacion de los cuestionarios
de Escala de Creencias Irracionales de los Alimentos y el Eating Disorder Inventory-2 de Garner (EDI-2),
se indagara acerca de los aspectos psicologicos y conductuales acerca de los TCA, lo cual se relacionara con
su creencia acerca de los alimentos y, por lo tanto con la carrera de Nutricién; la obtencién de dichos datos
se llevara a cabo en una muestra de la Universidad del Centro de México en el estado de San Luis Potosi.

MARCO TEORICO

En la actualidad existe una reciente cultura en donde se exige una imagen cada vez mas esbelta, de igual
manera, se puede observar que el ambiente universitario propicia situaciones estresantes que alteran el fun-
clonamiento psicologico y somatico de los estudiantes (Guglielmone, 2012), reflejandose en crisis depresivas,
estrés, ansiedad, etc., siendo éstos, factores de riesgo que pueden desencadenar un trastorno alimentario.

Diversos estudios han demostrado que existe una prevalencia de sintomas compatibles con TCA en los estu-
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diantes de las carreras de ciencias de la salud, especificamente de Nutricién. Drake, M. (1989) informa que el
24% de las estudiantes de nutriciéon presentaban caracteristicas compatibles con anorexia nerviosa e indican
que algunas de ellas especificamente elegian su carrera debido a sus experiencias personales y obsesién con
la comida. En la Universidad de Buenos Aires, Torresani (2003), hizo un estudio con 158 estudiantes de la
Escuela de Nutricion, encontrando que 64% de las estudiantes consumia productos dietéticos, 22% llevaba a
cabo un régimen hipocalérico y 24% ingeria alimentos en exceso en un corto tiempo. Con relacion a la figura
corporal, 30% sentia inconformidad con su cuerpo y 35% se preocupaba por su peso; dentro de las conductas
compensatorias, 6% utilizaba diuréticos o laxantes y 2% se provocaba el vomito. De igual manera, en la
Universidad FASTA (Argentina) se evalud la relacion entre el afio alcanzado de la Licenciatura en Nutricion
con el riesgo de desarrollar Trastornos de la Alimentacion, el Estado Nutricional y el Grado de Ansiedad,
en este estudio se encontr6 que en el 35% total de estudiantes existe una prevalencia de riesgo de desarrollar
Trastornos de la Alimentacién (Guglielmone, 2012).

Enla poblacién mexicana, existen pocas investigaciones que ahonden acerca de la relacién entre la poblacion
de estudiantes de Nutricién y la probabilidad que éstos tienen de desarrollar algun trastorno alimenticio a lo
largo de la carrera, sin embargo cabe destacar que en el estado de Yucatan, especificamente en una universi-
dad de Mérida, se realiz6 un estudio en donde el objetivo principal era identificar la relacién entre la restric-
ci6n alimentaria y otras conductas de riesgo de trastornos alimentarios en estudiantes de nutricion; se utilizo
una muestra de 111 estudiantes , de los cuales 88 fueron mujeres y 23 varones, con promedio de edad de 20
anos. Los resultados indican que los varones manifiestan una mayor sintomatologia de trastornos alimenta-
rios, insatisfaccién corporal y conductas de riesgo que las mujeres, comprobando que efectivamente existe
un porcentaje de la poblacion en donde la carrera influye para que los jévenes tiendan a desarrollar algtn
TCA; otro aspecto que cabe destacar es que el porcentaje de la poblacion varonil en las diferentes categorias
(sintomas relacionados con bulimia e insatisfaccién con la imagen corporal) es mayor, descartando que estos
trastornos se presentan frecuentemente en mujeres ( (Borjorquez, Avila, Sobrino, & Diaz, 2008).

Por otro lado, en el estado de Veracruz en la universidad de Xalapa, se realizé un estudio donde se deter-
minaron los factores asociados a la presencia de trastornos de la conducta alimentaria, en estudiantes de
la Facultad de Nutricién donde a través de un test validado de actitudes alimentarias (Eating Attitude Test
EAT-26), se encontré que existia prevalencia de 9.6/100 en esta poblacion. Se concluyé que de las variables
estudiadas las que influyen mas para que las personas tengan o desarrollen algtn trastorno en la conducta
alimentaria son el desear pesar menos que su peso actual, aun cuando se encuentren en su peso normal,
situacion que tiene que ver con la satisfaccién personal en relacion a su composicién corporal, el sobrepeso
u obesidad en la infancia y adolescencia, ademas de la presion ejercida por los padres para dejar de comer
(Ramirez, 2009); de igual manera existe una presion sociocultural que la profesion ejerce sobre la motivacion
para tener un cuerpo delgado, ya que es de suponerse que los licenciados en Nutricion deben representar lo
que predican.

METODOS Y MATERIALES

Al observar que efectivamente existe una presion sociocultural en donde los estudiantes de la licenciatura en
Nutricién deben mantener una imagen, se realizé una basqueda y recoleccién de investigaciones, las cuales
pudieran respaldar este trabajo. Estas investigaciones ayudaron a profundizar mas en diferentes dmbitos
de este fenémeno, por ejemplo las creencias erréneas o adecuadas que se tienen acerca de los alimentos vy,
mediante los resultados obtenidos se relacionard con el estado psicolégico que los estudiantes de Nutricién
muestran, para que a su vez, se puedan detectar a tiempo los factores de riesgo para desarrollar algtin TCA y
por lo tanto, llevar a cabo medidas preventivas que incidan en la vida de los estudiantes.

Para obtener aspectos psicolégicos y las creencias que se tienen acerca de los alimentos, se utilizaran los
siguientes cuestionarios:

-IRRATIONAL FOOD BELIEFS SCALE (Spanish version) (Osberg, Poland, Aguayo, and MacDougall,
2008. Adaptation and validation by Jauregui and Bolanos, 2010) analiza los conocimientos acerca de la ali-
mentacién. Consta de 57 items, mostrando algunos de ellos pensamientos irracionales y otros pensamientos
racionales, que los sujetos tendran que contestar en una escala de 1-4, siendo 1 muy en desacuerdo, 2 en
desacuerdo, 3 de acuerdo y 4 completamente de acuerdo.

-Eating Disorder Inventory-2 (EDI-2) se trata de una prueba que proporciona datos sobre los aspectos psi-
colégicos y conductuales de estos trastornos. Consta de diferentes subescalas: deseo de delgadez, sintomas
bulimicos, insatisfacciéon corporal, ineficacia, perfeccionismo, desconfianza interpersonal, conciencia inte-
roceptiva, miedo a madurar, ascetismo, impulsividad e inseguridad social. En esta prueba la puntuacién de
cada subescala tiene mas valor que la puntuacion total, no hay puntos de corte.

RESULTADOS

Mediante la exhaustiva busqueda de diversas investigaciones tanto internacionales como nacionales, se tuvo
como resultado la obtencién del marco teérico, en donde se logré encontrar que efectivamente existen di-
versos riesgos en donde la poblacion de la licenciatura de Nutricién puede llegar a desarrollar algin TCA



como principal consecuencia de las presiones sociales en donde se les exige tener una imagen esbelta como
concordancia con su carrera. De igual manera, se descubrié que en México existen pocas investigaciones
acerca de este fendmeno creciente, en donde es de suma importancia comenzar a crear diversas herramientas
que fortalezcan a los alumnos, para que de esta manera los posibles riesgos de desarrollar algin TCA, vayan
disminuyendo y como consecuencia se tenga una poblaciéon con mayor salud mental.

Con base a las diferentes investigaciones encontradas, se escogieron los dos instrumentos que se aplicaran
para la obtencién de los aspectos psicolégicos y conductuales y las creencias que se tienen acerca de los ali-
mentos. Esto se decidié gracias a que son pruebas validadas y estandarizadas en una poblacién latinoame-
ricana y, que los estudios encontrados se realizaron precisamente en estas poblaciones, asi como también en
algunos estados de la republica mexicana. En Chile mediante la aplicacion del EDI-2, se encontré que las
conductas y sintomatologias mas prevalentes en el grupo de riesgo fueron insatisfaccién corporal (p=0,01),
motivacién por la delgadez (p=0,01) y perfeccionismo (p=0,05). Se detecté una mayor tendencia hacia la
presencia de conductas anoréxicas con relaciéon a la bulimica. Asi mismo, en Colombia en la Universidad
de Manizales, se realiz6 una investigacién en 165 estudiantes, en donde los resultados reflejaron que en un
12.7% de la poblacion se presentaron conductas alimentarias de riesgo. En México, se encontré que en la
Universidad de Guadalajara, se realiz6 una investigacion ligada al tema de las conductas alimentarias de
riesgo y los resultados obtenidos mostraron que el 50.5% de las mujeres tendia a presentar pensamientos o a
darse atracones de comida incontrolables, caracteristica distintiva de la bulimia. El 36.8% presentaban pobre
autoestima, autoevaluacién negativa, incluidos sentimientos de vacio y soledad.

En cuanto a Irrational Food Beliefs Scale (IFBS), no se encontraron investigaciones que hayan utilizado este
instrumento, sin embargo es una prucba estandarizada en poblacién espafola y por lo tanto validada, que
puede aportar a esta investigacion los requisitos psicométricos para medir las creencias racionales-irracio-
nales acerca de los alimentos, lo cual se relaciona directamente con la licenciatura en Nutricién y al mismo
tiempo, aporta aspectos psicologicos que se podran relacionar con los resultados obtenidos del EDI-2.

CONCLUSIONES

Al analizar la cultura actual, en donde se exige una figura esbelta y se deja de lado los aspectos importantes de
la persona, como su salud fisica y mental, y al observar que en México existen muy pocas investigaciones en
donde se le dé la relevancia necesaria a este fendmeno creciente, en donde los jévenes estan permanentemente
preocupados por mantener una imagen cada vez mas distorsionada, se realizé esta investigacion, la cual
podemos aterrizar al anadirle una variable poco estudiada en estos trastornos: ¢existe un riesgo de que los
estudiantes de Nutricién desarrollen algtin TCA? Esto como consecuencia de los conocimientos adquiridos a
lo largo de la carrera aunado a la presion social ya mencionada. Por lo tanto, se realiz6 una exhaustiva bus-
queda de diversas investigaciones tanto internacionales como nacionales, las cuales nos permitieran ahondar
acerca de estudios que también muestran interés en este problema y, que buscan una explicacion psicolégica
y nutricional ante esta situacién, ya que el ser humano al ser un ser biopsicosocial, es necesario analizar los
diversos factores que involucran el ambiente de los estudiantes.

Como forma de complementar esta investigacion, se eligieron dos instrumentos (Irrational Food Beliefs Scale
y el Eating Disorder Inventory-2) que ayudaran a proporcionar los aspectos psicolégicos y las creencias que
se tienen acerca de los alimentos, para que de esta manera se pueda conocer si realmente existe una relaciéon
entre los trastornos alimenticios con la licenciatura en Nutricién; sin embargo al ser una investigacion deriva-
da de un estudio mas grande, dichos instrumentos deberan pasar por un comité de bioética, el cual decidira
si son aptos para obtener informacién acerca de los objetivos planteados.
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RESUMEN

Se ha observado un aumento en la frecuencia de neuropatia en individuos con Diabetes Mellitus 2 (DM2),
secundario a la hiperglucemia asociada; sin embargo, se desconoce la frecuencia de esta patologia en nuestro
medio, y en especial en individuos sanos con carga genética para DM2. El objetivo fue comparar la frecuen-
cia de neuropatia periférica en individuos sanos con y sin carga genética para DM2, y pacientes con DM2,
evaluados por termografia plantar. Se obtuvo informacién de tres grupos de estudio integrados por pacientes
de la consulta externa del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. El primero consistié en 34 pacien-
tes con DM2, el segundo en 34 pacientes sanos con carga genética para DM2 y el tercer grupo de 32 controles
sanos sin carga para DM2. Para su estudio, se utiliz6 una camara termografica marca Flir, y se realiz6 la
prueba de termografia plantar. Las imagenes fueron analizadas con el programa Flir Tools. Los datos fue-
ron analizados con STATISTICA 12. En los diabéticos la frecuencia de neuropatia fue de 76.47% (26/34),
a diferencia de los sanos que fue de 46.87% (15/32), OR=0.27 (IC 95%=0.09-0.77) p=0.01. En el grupo de
sanos con carga genética, al comparar el promedio de familiares con DM2 de sujetos con neuropatia contra
normales, se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa (2.7 vs 0.9 familiares, p=0.004). Se obser-
v6 un riesgo aumentado de presentar neuropatia al padecer DM2. Se encontré asociacién entre el nmero de
familiares de primer grado con DM2 y neuropatia en el grupo sano con carga genética.

ABSTRACT

Introduction: An increased frequency of neuropathy has been observed in individuals with Diabetes Mellitus
2 (DM2), secondary to associated hyperglycemia; However, the frequency of this pathology in our environ-
ment is unknown, and especially in healthy individuals with genetic load for DM2.

Objective: To compare the frequency of peripheral neuropathy in healthy individuals with and without ge-
netic load for DM2,
and patients with DM2, evaluated by plantar thermography.

Material and methods: Three study groups were integrated by patients from the external consultation of the
Central Hospital "Dr. Ignacio Morones Prieto ". The first consisted of 34 patients with DM2, the second in 34
healthy patients with a genetic load for DM2 and the third group of 32 healthy controls with no DM2 load.
A Flir thermographic camera was used for the study, and the plantar thermography test was performed. The
images were analyzed with the program Flir Tools. The data was analyzed with STATISTICA 12. Results:
In diabetics, the frequency of neuropathy was 76.47% (26/34), unlike the healthy ones that was 46.87%
(15732), OR = 0.27 (95% CI, = 0.09-0.77) p = 0.01. In the group of healthy subjects with a genetic load, a sta-
tistically significant difference was found (2.7 vs 0.9 relatives, p=0.004) when comparing the average family
members with DM2 of subjects with neuropathy versus normal.

Conclusions: An increased risk of developing neuropathy due to DM2 was observed. We found an association
between the number of first-degree relatives with DM2 and neuropathy in the healthy group with genetic
load.

Palabras Clave: neuropatia periférica, diabetes mellitus tipo 2, termografia plantar

INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad crénico degenerativa cuyo impacto en la morbimortalidad
de los adultos mayores la han convertido en uno de los principales problemas de salud ptblica. El nimero
de personas con diabetes se incrementa debido al crecimiento poblacional, envejecimiento, urbanizacién e
incremento en la prevalencia de

obesidad e inactividad fisica. La prevalencia de diabetes mellitus en México fue de 9.17% en adultos en 2012.
Del total de diabéticos, 46.95% report6 también diagnoéstico de hipertension y en el 54.46% se encontr6 an-



tecedentes familiares de diabetes. Debido a la morbimortalidad asociada con esta patologia, se ha resaltado
la importancia de identificar nuevas estrategias para retrasar o prevenir el desarrollo de esta enfermedad.
Los factores de riesgo para diabetes tipo 2 han sido bien establecidos e incluyen la susceptibilidad genética
subyacente. Se ha demostrado que la evaluaciéon cuidadosa de los antecedentes familiares en el interrogatorio
de una persona con factores de riesgo para padecer la enfermedad puede ser una valiosa herramienta en el
campo de la salud publica. Por ejemplo, un estudio de seguimiento a largo plazo conducido entre la pobla-
ci6on Pima demostro que la historia familiar de diabetes increment6 hasta dos veces el riesgo de desarrollarla
comparados con los hombres sin este antecedente (riesgo relativo ajustado de 2.01, IC 95% 1.54-2.64). Es por
esto que se ha incluido en una variedad de herramientas diagnosticas designadas para la poblacién en riesgo
de desarrollar diabetes, sobre todo dado el hecho de que esta patologia tiene una fase asintomatica prolonga-
da, desde la cual se inicia el desarrollo de las complicaciones como retinopatia, nefropatia y polineuropatia,
incluso atin antes de demostrarse las alteraciones bioquimicas caracteristicas de la diabetes.

La polineuropatia diabética afecta 100,000 personas al afio en la comunidad y representa el tercer trastorno
neurolégico mas frecuente, superado tnicamente por el accidente cerebrovascular y la infeccién por herpes
zoster (14). Estudios poblacionales previos han reportado tasas de prevalencia de polineuropatia que van
desde 8 a 54% en pacientes diabéticos tipo 1, y de 13 a 46% en pacientes diabéticos tipo 2. Los factores de
riesgo mas consistentemente asociados con polineuropatia en pacientes con diabetes tipo 2 a nivel poblacional
fueron edad avanzada, duracién de la diabetes, altura, y pobre control glucémico evidenciado en hemoglo-
bina glucosilada (A1C), asi como la presencia de retinopatia y nefropatia El método de evaluacion habitual
para el diagnéstico de la neuropatia es el MNSI (Michigan Neuropathy Screening Instrument), que incluye la
inspeccion de los pies (evaluando deformidades, piel seca, callos e infeccién, la presencia de tlceras y reflejos
osteotendinosos) ya que la electromiografia, la cual es considerada el estandar de oro, resulta invasiva y de
dificil acceso; sin embargo, la variabilidad intra e interobservador ha obligado a buscar nuevas alternativas
diagnésticas, emergiendo la termografia plantar, la cual ha sido validada versus el estandar de oro con una
sensibilidad del 81.3%, y con un indice de correlaciéon intraclase del 95 al 100%.

MATERIAL Y METODOS

Lugar de realizacién: Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto de San Luis Potosi, México. Universo del
estudio, grupos de estudio:

a) Individuos sin diabetes mellitus, sin carga genética para DM2 demostrado al interrogatorio y con evidencia
bioquimica de glucemia en ayuno menor a 100 mg/dl. b) Individuos sin diabetes mellitus, con carga genética
para DM2 demostrado al interrogatorio y con evidencia bioquimica de glucemia en ayuno menor a 100 mg/

dl.

c) Pacientes con diagnostico de DM2 demostrado con evidencia bioquimica de glucemia en ayuno mayor a
125 mg/dl, hemoglobina glucosilada mayor a 6.5%, glucemia mayor a 200 mg/dl en una toma aleatoria o
dos horas posteriores a una carga de 75 g de glucosa via oral, o bien antecedente de tratamiento para dicha
enfermedad con hipoglucemiantes o insulina.

Criterios de selecciéon:

1.- Inclusion: « Consentimiento informado para participar en el estudio * Cualquier sexo * Edad mayor a 18
anos * Residentes de la ciudad de SLP

2.- Exclusion: « Enfermedades autoinmunes por interrogatorio * Insuficiencia vascular periférica por explora-
cion fisica dermatolégica ¢ Traumatismos en miembros inferiores en los tltimos tres meses * Hernia de disco
por interrogatorio y exploracion fisica. * Infeccion de piel o tejidos blandos de miembros inferiores por eva-
luacién dermatoldgica. » Vasculitis por antecedente y tratamiento especifico ® Edema de miembros inferiores
al EF ¢ Uso alguna vez de anticomiciales por interrogatorio ¢ Diabetes mellitus tipo 1 por interrogatorio.
Antecedente de fenomeno de Raynaud

3.- Eliminacién: * No aplica.
Variables en el estudio:

a)Individuos sin diabetes mellitus 2: glucemia en ayuno menor a 100 mg/dl ni antecedentes personales de la
enfermedad.

b)Carga genética para DM2: Al menos un familiar en primer grado diagnosticado y en tratamiento de DM2
al interrogatorio.

c)Diabetes Mellitus tipo 2: Antecedente de glucemia en ayuno mayor a 125 mg/dl, glucosa en sangre de 200
mg/dl de dos horas posteriores a la ingesta de 75 g de glucosa, hemoglobina glucosilada mayor a 6.5%, gluco-
sa mayor a 200 mg/dl en cualquier momento o en tratamiento actual con hipoglucemiantes orales o insulina
por diagnostico de DM2.



d) Neuropatia periférica diagnosticada por termogratia: Indice de recuperacion termal (IR'T) alterado, cal-
culado como la razoén entre la temperatura plantar promedio de 10 sitios de interés (ambos talones, ortejos
mayores y cabezas metatarso-faldngicas 1, 3 y 5) en reposo y tras la exposicion a agua a 15 grados centigrados
por un minuto. Una relacion < a 90% o > a 100% posterior a dicha prueba se considera alterada.

Variables de confusién:

Sexo: Interrogatorio (masculino o femenino) Escala de medicion nominal Edad: Interrogatorio (en afios cum-
plidos) Escala de mediciéon continua

Tiempo de Evolucion de DM2 (en afios cumplidos) Escala de medicién: continua. Tipo de muestreo: No
probabilistico por conveniencia

Célculo del tamano de la muestra:

Dado que el analisis estadistico incluye la comparacion de proporciones multiples se considera la minima
distancia entre dos grupos 10% vs 30 % con una confianza del 95% y poder del 80 % a dos colas, obtenién-
dose n= 100 para el total de los tres grupos. Los confusores fueron manejados mediante regresion logistica.

(Feinstein AR, Multivariable analysis, an Introduction. New Haven, Yale University Press, 1996.) Analisis
estadistico: Comparacion por chi 2 de Mantell y Haenzel. significancia si p <=0.05

Aspectos éticos: Investigacion sin riesgo. Los pacientes que resultaron positivos para neuropatia o para diabe-
tes mellitus tipo 2 fueron canalizados a las consultas de endocrinologia y neurologia.

Plan de trabajo:

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 fueron seleccionados de la consulta externa de endocrinologia.
Los individuos sin diabetes mellitus fueron elegidos si cualquier glucemia en ayuno fuera inferior a 100 mg/
dl, aceptaran participar en el estudio, cumplieran con los criterios de seleccién expuestos anteriormente y
firmaran consentimiento informado. Se les interrogé sobre los antecedentes de diabetes mellitus y se realizo
termografia con cdmara termografica marca FLIR. Se realiz6 la medicion termografica de acuerdo a los
lineamientos de la Asociaciéon Americana de Termografia (41). La prueba consisti6 en la toma de una foto-
grafia térmica basal de las plantas de los pies de los individuos posterior a una aclimatacién de 15 minutos de
duraciéon a temperatura ambiente. Posterior a ello se cubrieron los pies de los sujetos con una bolsa plastica
para evitar el contacto con el agua, y se sumergieron en agua a 15 grados centigrados durante 60 segundos.
Se tomo una nueva fotografia termografica a los 10 minutos de haber retirado los pies del agua. Estas ima-
genes fueron evaluadas por medio de un software especializado, y se promediaron las temperaturas de 10
areas de interés en los pies de los individuos. Se calcul6 el indice de recuperaciéon termal (IRT) por medio de
una division de la temperatura basal entre la temperatura posterior a la prueba de estrés al frio, quedando
como valor positivo para neuropatia un indice < a 90% o > a 100%. Los pacientes que resulten positivos para
neuropatia o para diabetes mellitus tipo 2 fueron canalizados a las consultas de endocrinologia y neurologia.

El analisis estadistico se realizé con el programa STATISTICA 12.

RESULTADOS

El presente estudio se realizé en la Ciudad de San Luis Potosi, entre octubre del 2016 y julio del 2017. Se
incluyeron un total de 100 pacientes: 34 pertenecientes al grupo con diabetes mellitus, 34 pertenecientes
al grupo sano con carga genética para DM2 y 32 del grupo de sanos sin dicha carga genética. Las edades
oscilaron entre 23 y 85 anos (media 55 anos, DE= 11.3 afos), con predominio del sexo femenino en un 77%.
El tiempo de evolucién promedio fue de 14.14 afios (DE=10.31 afios). La frecuencia de hipertension arterial
sistémica (HAS) fue de 43%.

En la tabla 1 se muestra el comparativo de las variables confusién por grupo de estudio. Como se puede
observar existi6 diferencia estadisticamente significativa en la edad entre los grupos, con una p=.001 entre
el grupo 1y 2,yde

0.026 entre el 2y 3. Ver figura 1. De igual manera se observé diferencia en la frecuencia de HAS y sintomas
de neuropatia, ver figura 2.

La distribucion de la edad se consideré normal mediante Shapiro Wilk, p=0.09. Indice de recuperacion ter-
mal: Se encontraron 64 pacientes con IR'T alterado, de los cuales 26 pertenecieron al grupo de diabéticos, 23
al grupo de no diabéticos con carga genética para DM2 y 15 al grupo de sanos sin carga genética (p=0.003).

La edad promedio encontrada para el grupo con IRT alterado fue de 56.6 anos (DE= 11.19 afos) en compa-
racion con el grupo con IRT normal, que fue de 52.08 (DE=11.9 afios), P=NS. En cuanto al sexo se encontré
que el 76.6 % de los pacientes con IRT alterado fueron mujeres, de forma similar al grupo sin alteracién con
77.7, P=NS.

Por otro lado, la frecuencia de HAS fue de 53% en el grupo de IRT alterado practicamente el doble de los
pacientes con IRT normal (25%). Cuando se comparo la frecuencia de neuropatia diagnosticada por termo-



grafia plantar (IRT alterado) se encontr6 que en el grupo de diabéticos la frecuencia fue de 76.47% (26/34),
a diferencia de los sanos sin carga genética para diabetes de 46.87% (15/32), OR=0.27 (IC 95%=0.09-0.77)
p=0.01. De igual manera se observé una tendencia al comparar el grupo de sanos con carga genética 67.64%

(23/34) p=0.09.

Se encontré que los pacientes con IR'T positivo presentaron sintomas de neuropatia en el 87.5% de los casos.
Por dltimo, al comparar el promedio de familiares de primer grado con DM2 en el grupo de sanos (grupo
2) con IRT alterado contra IRT normal, se encontré una diferencia estadisticamente significativa (2.7 vs 0.9
familiares, U de Mann Whitney, p=0.004)

El anélisis multivariado por regresion logistica multiple se realizé, por lo tanto, incluyendo tinicamente grupo
de estudio e hipertensién como variables predictoras del IRT alterado.

La significancia del modelo se prob6é mediante chi2, con una P = 0.0035 (ver tabla 2).

DISCUSION

La neuropatia diabética es de suma importancia como complicacién temprana de la diabetes, que ademas
se puede manifestar antes de que se exista la presentacion clinica de la enfermedad. Nuestros resultados, en
lo que respecta a variables sociodemograficas, demostraron una muestra representativa de la poblacion de
estudio. Aunque los grupos no fueron comparables en cuanto HAS, se manejaron en el analisis. En cuando
a los hallazgos encontrados en el IRT de los tres grupos, se observé disminuciéon de riesgo de padecer poli-
neuropatia al comparar el grupo de sujetos sanos contra los diabéticos. Ademas, el tener familiares de primer
grado con DM2 mostré una tendencia a manifestar mas frecuentemente la neuropatia. Probablemente uno
de los resultados mas importantes fue que se demostré una fuerte asociaciéon entre el nimero de familiares
en primer grado con DM2 y la padecer neuropatia diagnosticada por termogratia, lo cual nos refleja la im-
portancia de la carga genética de DM2 en el riesgo de presentar complicaciones incluso antes de manifestar
la enfermedad. Este estudio tiene implicaciones en el diagnostico, el screening y el tratamiento prematuro
de los pacientes con DM2, pero especialmente, en los que no la padecen pero que tienen factores de riesgo.
Idealmente, esta prueba se podra usar en un futuro para detectar complicaciones tempranas de la DM2,
asi como para la deteccién de sujetos en riesgo, en los que se podra tener una intervencién preventiva. La
principal limitacion del estudio radicé en la prueba misma, que tendié a sobreestimar la polineuropatia de
manera proporcional

en todos los grupos. Otra de ellas fue que los grupos no fueron comparables de entrada, por lo que recomen-
damos que estudios futuros usen una mayor n, preferentemente con sujetos proporcionales en edad y sexo
para cada grupo.

CONCLUSIONES

Se observo un riesgo aumentado de presentar neuropatia diagnosticada por termografia al padecer DM2. La
presencia de neuropatia en los pacientes es independiente de edad, sexo y HAS. Se observé una tendencia a
presentar neuropatia diagnosticada por termografia al tener por lo menos un familiar en primer grado con
DM2. Se encontré asociacion entre el nimero de familiares de primer grado con DM2 y neuropatia en el
grupo sano con carga genética. No existieron complicaciones durante el estudio. Es necesario ampliar este
estudio, buscando una correlaciéon mas estrecha con las manifestaciones tempranas de la diabetes para poder
definir los usos y aplicabilidad de esta valiosa prueba en la prevencion de las complicaciones de la diabetes,
tales como la polineuropatia.
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RESUMEN

El receptor P2X7 es activado por altas concentraciones de ATP, activa el inflamasoma que conduce a la libe-
raciéon de IL-1f3. Su estimulaciéon prolongada da lugar a muerte celular, por lo que se analizaron condiciones
experimentales para medir IL-1b liberada por mecanismos inflamatorios. Los tratamientos consistieron en 4
horas de LPS produciendo la forma inmadura de IL-1b para luego estimular con ATP para su maduracién.
La estimulacion con 3 mM de ATP durante 0.5 o 1 hora es adecuado para medir la liberacién de IL-1b por
células J774. Para bloquear a los canales de potasio se recomienda hacer una mezcla de sodio/ TEA. Queda
por establecer mejores condiciones experimentales para medir IL-1b por WB, siendo lo més recomendable
empezar con dot blot.

PALABRAS CLAVE

P2X7, IL-1f3, Inflamacién, muerte celular.

ABSTRACT

P2X7 receptor is activated by high concentrations of ATP, induce the assembly of the inflammasome and
the maturation of IL-13. P2X7 prolonged stimulation results in cell death. In this work, we carry on experi-
mental conditions to measure IL-1b maturation by inflammatory mechanisms. The treatments consisted of
4 hours of LPS producing the immature form of IL-1b and then stimulated with ATP for IL-1b maturation.
Stimulation with 3 mM ATP for 0.5 or 1 hour is adequate to measure the release of IL-1b by J774 cells. To
block the potassium channels it is recommended to make a sodium /TEA mixture. It remains to establish the
best experimental conditions for measuring IL-1b by WB, and we suggested it is best to start with dot blot.

KEY WORDS: P2X7, IL-1f3, Inflammation, death cell.

INTRODUCCION

Los receptores purinérgicos participan en las diversas funciones fisiolégicas. Un miembro de la familia, el re-
ceptor P2X7, regula la expresion y secrecion de varias citocinas proinflamatorias como la IL-1b, por lo que se
asocla a procesos inflamatorios agudo. La inflamacién es una parte de la respuesta biologica compleja de los
tejidos vasculares a los estimulos nocivos, tales como agentes patégenos, células dafiadas o irritantes (Mehta
et al. 2014). Sin embargo, si la respuesta inflamatoria aguda no logra eliminar al patégeno, la enfermedad de
la infeccién puede progresar y complicarse. La inflamacién crénica en si mismo puede causar muchas enfer-
medades como alergias, autoinmunidad, y muchos otros (Garib et al. 2016).

En el proceso inflamatorio, las células del sistema inmune innato, tales como macréfagos, neutroéfilos y cé-
lulas dendriticas, expresan receptores de reconocimiento de patrones codificados en linea germinal (PRRs),
por ejemplo los Toll-like receptors (TLR). Estos PRRs detectan patégenos extracelulares e intracelulares
a través de receptores que detectan una variedad de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs)
conservados evolutivamente incluyendo proteinas, acidos nucleicos, lipidos e hidratos de carbono. El re-
conocimiento de PAMP por PRRs especificos impulsa las respuestas pro-inflamatorias que luego de otros
estimulos resultan en la activacion de un complejo molecular denominado inflamasoma ( Bierschenk et al.
2017). Uno de los estimulos conocidos para activar el inflamasoma es la adenosina 5 'trifosfato extracelular
(ATP). La sefializacién por inflamasoma desencadena respuestas pro-inflamatorias, dando como resultado la
produccién de una variedad de citocinas y quimiocinas, y la regulacion positiva de las moléculas de adhesién
celular y los inmunorreceptores (Kojima et al. 2014). A la fecha no es completamente claro cudles son todos
los actores de los fenémenos celulares que se presentan tras la activaciéon de P2X7 por ATP, que resulta en
la activacion de inflamasoma y posterior maduracion de citocinas proinflamatorias. Muchos trabajos en la
literatura muestran la medicién de IL-1beta luego de estimulos largos con altas concentraciones de ATP,
pero es dificil discernir la liberacion por mecanismos fisiologicos versus mecanismos asociados a la muerte
celular. Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue desarrollar las condiciones experimentales para evaluar la
liberacion de IL-1beta como un reflejo de la activacion del inflamasoma sin contribucion de la liberacion de
la citocina por la muerte celular.



MARCO TEORICO

EI ATP se libera en el espacio extracelular en respuesta a diversos estimulos, tales como, inflamacién, la
lesion o la muerte de las células (Nakanishi et al. 2016). El ATP activa a una familia de receptores cono-
cidos como P2X que funcionan principalmente como receptores tipo canales cationicos no selectivos. Los
receptores purinérgicos participan en las diversas funciones celulares tales como la reactividad vascular, la
apoptosis y la secrecion de citocinas. El receptor P2X7 se expresa en las células inmunes, como macroéfagos y
es activado por alta concentracion de ATP extracelular (rango milimolar), esta implicado en varios procesos
relacionados con la inmunomodulacién y la inflamacién (Colomar et al. 2003). P2X7 regula la expresion y
secrecion de varias citocinas incluyendo IL-1b (Mehta et al 2014).

En los altimos anos, la terapéutica de la inflamacién a fijado su atencion en el receptor P2X7, este receptor se
caracteriza por una baja afinidad por ATP y que expresa ampliamente en varias células inmunes (macréfa-
gos, linfocitos, y microglia). En la Gltima década, la IL-1beta también ha surgido como un objetivo terapéu-
tico para un nimero creciente de condiciones inflamatorias sistémicas y locales denominadas "enfermedades
autoinflamatorias".

Adn se desconocen muchos elementos de la via de senalizacion activada por P2X7, por lo cual es importante
el estudio de la participacién de receptores membranales y citosolicos que se activan por P2X7 y que par-
ticipan en la formacién del inflamasoma. Sin embargo, uno de los efectos de una estimulacién prolongada
de P2X7 induce la muerte celular. Muchos trabajos en la literatura muestran la medicién de IL-1beta luego
de estimulos largos con altas concentraciones de ATP, pero es dificil discernir la liberacién por mecanismos
fisiol6gicos versus mecanismos asociados a la muerte celular. Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue desa-
rrollar las condiciones experimentales para evaluar la liberacién de IL-1beta como un reflejo de la activacion
del inflamasoma sin contribucién de la liberaciéon de la citocina por la muerte celular.

MARCO TEORICO

Condiciones de Cultivo

La linea celular de macroéfagos J774 provenientes de ratén se cultivaron en medio DMEM-Advanced suple-
mentado con 5% Suero Bovino Fetal (SBF; HyClone, Logan, Utah, USA) 10% FBS, 1% L-Glutamina y 1%
Penicilina-Estreptomicina (Gipco, Grand Island, NY, USA). Esta linea celular se mantuvo bajo una atmosfe-
ra himeda con 5% CO2 a 37° C'y en una confluencia de entre 0.5 -1x106 cel/ml (60-70%) durante 24 horas
en cajas de Petri posteriormente se agreg6 1 ml de medio Hanks a la caja de Petri durante 5 minutos. Se retird
el medio Hanks para posteriormente agregar medio DMEM suplementado y resuspender las células en un
volumen final de 2 ml en una caja de 100 mm para la técnica de Western blot.

Preparacién de los tratamientos.

Después de que las células ] 774 alcanzaran una confluencia de 85-90%, se procedi6 a retirar el medio DMEM
y se reaizaron 4 tratamientos por duplicado, al tratamiento controlse adicionaron 5 ml de solucion fisiologica
(NaCl 120 mM, CaCl2 2 mM, KCL 5 mM, glucosa 10 mM, Hepes 238 mM, Ph 7.4 osmolaridad 316 mmol/
kg). En los tratamientos 2, 3 y 4 se colocaron 5 ml de LPS 1pg/ ml durante 4 horas a 37° C.Después de reti-
rar la solucion fisiologica y LPS, en el tratamiento 3 se agregaron 4 ml de ATP 3 mM adicionando 5 ml de
solucion fisiologica a los demas tratamientos durante 1 hora, respecto a el tratamiento 4, se agregaron 4 ml de
ATP 3 mM+ TEA durante 1 hora. Los sobrenadantes fueron recogidos en tubos para los ensayos de lactato
deshidrogenasa. En las cajas que contenian las células, se anadié el buffer de lisis diluido (50 mM Tris base,
0.25 M NaCl, 10 mM EDTA, de 0,5% NP40, 1% TritonX - 100, Nal' de 4 mM, pH 7.5) con 1 x inhibidor de
proteasas durante 30 minutos. Finalmente se recuperaron los lisados y fueron colocados en tubos eppendorfy
congelados a -20 grados centigrados hasta su cuantificacién y valoracién por western blot.

Ensayo lactato deshidrogenasa (LDH)

La cuantificacién de la liberaciéon de LDH en las células se realiz6 mediante un kit de deteccién de cito-
toxicidad (Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH)-Roche), de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
Después de los tratamientos con LPS, ATP 1 hora, ATP 30 minutos y ATP+ TEA, se recogieron los sobrena-
dantes y se midi6 el contenido de LDH. La liberaciéon de LDH se expresa como un porcentaje del contenido
total determinado lisando una cantidad igual de células con Triton X-100 al 2%.

Western blot

Después de lisado se centrifugd a 15.000 g a 4 ° C por 15 minutos para realizar la cuantificacién de proteinas
por él método de BSA. Las muestras fueron reducidas por calentamiento a 95°C en buffer lammeli por 5 min.
Alfinalizar el calentamiento, 50 pg de proteinas fueron cargadas y separadas en geles de poliacrilamida 10%.
Al terminar la electroforesis DSD-PAGE se realiz6 la transferencia a membranas de PVDEF. Las membranas
se bloquearon con solucién de leche descremada al 5% en TBS-Tween durante 1 h a temperatura ambiente.
Luego se incubaron toda la noche a 4 °C con anticuerpos primarios contra IL-1f3 (1:1000 ratén monoclonal
C4, Santa Cruz, Sc-47778). Al dia siguiente se realizaron 4 lavados de 5 minutos con buffer de TBST de la
membrana y se incub6 con el anticuerpo secundario durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de
3 lavados de 5 minutos los inmunoblots fueron visualizados por quimioluminiscencia con SuperSignal West
Pico Chemiluminescent substrate (Pierce, Rockford, IL).




RESULTADOS Y DISCUSION

El primer ensayo consisti6 en revisar si los tratamientos de interés no inducen por si mismos la muerte celular
de la linea celular J774. Se ha reportado que la estimulacién prolongada con altas concentraciones de ATP
en células inmunes y otros tipos celulares induce la muerte celular por mecanismos que incluyen apoptosis
y necrosis (North 2002). La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) participa en el proceso de glucolisis que
se lleva a cabo en en el citosol celular. En condiciones control esta enzima no se libera por arriba del 10 %
en comparacion a un lisado total. En figura 1 mostramos los resultados de ensayo de liberacion de lactato
deshidrogenasa. Todos los datos se normalizaron al control de lisis total que consistiéon en un tratamiento de
las células con el detergente Triton x100 durante 1 hora. El tratamiento control y el tratamiento con LPS dio
un porcentaje de liberacién a al final del tratamiento de 5.4 = 0.56 % y 6.7 = 0.78 % respectivamente , que
esta de acuerdo a reportes previos (Pérez-Flores et al. 2015). El tratamiento con ATP que probamos consis-
ti6 en una concentraciéon de 3 mM, que algunas publicaciones han mostrado ser efectivas para favorecer la
liberacién de IL-1b (Colomar et al., 2003). Otros autores han utilizado concentraciones de hasta 5 mM, sin
embargo no han mostrado resultados de muerte celular. También decidimos probar dos tiempos de exposi-
ci6n al ATP, una hora y media hora, ya que la muerte celular es dependiente del tiempo de exposiciéon (North
2002). Los resultados para ATP 1 hora y ATP 0.5 hora fueron de 5.1 £ 0.83 y 6.5 = 0.51 respectivamente,
el analisis estadistico mostro que no hay diferencia significativa entre los dos tratamientos con ATP versus
el tratamiento control. Por lo que podemos utilizar hasta 1 hora de exposicion con 3 mM de ATP. Adicio-
nalmente se agrego un tratamiento que incluye Tetraetilamonio (TEA) en lugar de sodio, por la posterior
intencién de bloquear los canales de potasio. La porcentaje de liberacion en el tratamiento TEA fue de 19.8
+ 3.5 el cual es significativamente diferente al control (p = 0.003).

Si el receptor P2X7 es expuesto al agonista por tiempos prolongados (mas de 20 minutos) se produce muerte
celular (North, 2002). Los primeros eventos observados tras la activacién del receptor P2X7 son una entrada
masiva e iones sodio, calcio y salida de potasio, lo que despolariza la célula. Posteriormente hay un hincha-
miento y cambios en el arreglo del citoesqueleto. Se desconoce de que manera contribuyen estos cambios a la
muerte celular. En las células del sistema inmune, el ATP extracelular puede permeabilizar y causar lisis de
timocitos por apoptosis, como lo reportaron Zheng y cols (1991).

La muerte inducida por ATP en células como microglia, macréfagos y células mesangiales es mediada por
apoptosis y necrosis (Le Feuvre et al., 2002). De manera que parece haber varios mecanismos involucrados en
la muerte inducida por ATP que dependen del tiempo de incubacién, dosis del agonista y del tipo celular. Los
datos encontrados muestran que la condiciéon de exposiciéon a 3 mM de ATP por una hora o treinta minutos
no fueron diferentes del control. Lo que indica que la evaluaciéon de la liberacién de IL-1b bajo estas condi-
ciones estaria mostrando una liberacién independiente de la muerte celular de J774. Uno de los tratamientos
evaluados que consisti6 en sustituir totalmente 140 mM de sodio por el cation TEA mostré una liberacion de
LDH significativamente mas alta en comparacion al control, lo que indica que este tratamiento genera dafio
celular. El tratamiento con TEA es importante para el bloqueo de canales de potasio, un posible elemento de
la via P2X7-Inflamasoma. El dato de muerte celular sugiere que debe modificarse la condicién de sustitucion
total por TEA, posiblemente a través de la una mezcla sodio/ TEA.
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Figura 1. La liberacion de LDH como un reflejo de muerte celular. En la grafica de barras se muestra el
porcentaje de liberacién de lactato deshidrogenasa a los tratamientos control, con LPS, ATP 3 Mm 1 hora,
ATP+TEA 1 hora y ATP 3 Mm 30 minutos, y Triton 100x. Los datos se muestran como el promedio * error
estandar, n = 4.

La IL-1b es una citocina proinflamatoria producida por macréfagos en respuesta a estimulos dafiinos. La
secrecion de IL-1b provoca senales que da por resultado la infiltracién de leucocitos pro-inflamatorios, dando
lugar a una respuesta inflamatoria. La sintesis de pro-IL-1b es iniciado por activacion de Toll-like receptor
(TLR), como LPS. La Pro-IL-1b se escinde por caspasa-1 para generar IL-1 madura que es biolégicamente
activa. (Toki et al. 2015). Es de interes para el laboratorio establecer las condiciones experimentales para
medir la produccion y liberacion de IL-1b por células J774. Se analiz6 la liberacion de IL-1f3 en respuesta a
tratamientos con 3 mM de ATP por 1h, 3 mM de ATP por 0.5 h, ATP+ TEA 1h. Se muestra un imagen de
la membrana tratada con un anticuerpo anti-IL-1b de ratén en la figura 2.
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Figura 2. La produccion citosolica de IL-1f3 en células J774. Se muestra una imagen representativa del
WB bajo las condiciones evaluadas y descritas en materiales y metodos. La lista de nimero de la derecha
corresponde a la escalera de peso molecular en KDa. La lista de la izquierda representa la muestra con el

tratamiento correspondiente que se cargo en los diferentes carriles. Se observan bandas a 75 kDa en los
carriles 8-10, y se insinua en el carril 2.

Los datos mostraron algunos carriles con bandas a un peso molecular aproximado de 75 Kda. Otros autores
han mostrado que el peso molecular de IL-1b madura e inmadura es de 17 y 34 Kda respectivamente (Co-
lomar et al., 2003). El peso de la banda marcada en nuestros experimentos quedo muy alto en comparacién
a reportes previos. Adicionalmente dados los tratamientos utilizados, se esperaba una sefial en todos los
tratamientos utilizados en el experimento. Las razones mas comunes por las que las sefiales de WB no se de-
tectan se deben principalmente a la sensibilidad y especificidad del anticuerpo. En esta ocasion se utilizé una
dilucién de 1:1000 de anticuerpo y un tiempo de incubacién de 10 horas, lo que permite evaluar diferentes
condiciones como disminuir la dilucién o incrementar el tiempo de incubacién para intentar detectar bandas.
Una cosa en contra del anticuerpo es que parece ser inespecifico al detectar una banda en peso molecular
alto, cuando otros reportes no muestran bandas a ese peso molecular. En el experimento cargamos 10 mi-
crogramos de proteina total, una posibilidad que también queda abierta es que a expresién de la proteina sea
baja. Una recomendacién para préoximos experimentos sera cargar una concentracién mas alta de proteina
en el gel de poliacrilamida. La basqueda en la literatura también arrojo como una posible solucién realizar
dot blot para establecer primero las condiciones de dilucién del anticuerpo para eficientizar las condiciones
experimentales.

CONCLUSION

En este trabajo nos interesamos en establecer las condiciones experimentales para medir
IL-1b liberada por mecanismos inflamatorios, pero no por mecanismos asociados a muerte
celular. La estimulacién con 3 mM de ATP durante 0.5 o 1 hora es adecuado para medir la li-
beracion de IL-1b por células J774. Para bloquear a los canales de potasio se recomienda hacer
una mezcla de sodio/TEA. Queda por establecer las mejores condiones experimentales para
medir IL-1b por WB, siendo lo mas recomendable empezar con dot blot.
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RESUMEN

El tratamiento endodéntico pretende eliminar todo el contenido del sistema de conductos, para esto es im-
portante la instrumentacion pero la irrigacién es un factor importante para lograrlo. El hipoclorito de sodio
es el irrigante mas utilizado y a pesar de no cumplir todos los parametros de irrigante ideal, este ha funciona-
do, es por eso que observamos la modificacién que este provoca en la dentina evaluando la limpieza y dafio
provocado. Para el proceso fueron seleccionados raices dentales unirradiculares con ciertas especificaciones
formando 4 grupos, realizamos el tratamiento de conductos aplicando hipoclorito de sodio al 2.25% y a cada
grupo se aplicé un tiempo diferente, la evaluacion fue realizada con imagenes capturadas en el Microscopio
Electrénico de Barrido. Es necesario hacer evaluar el procedimiento de la endodoncia para saber la calidad
del tratamiento.

ABSTRACT

The endodontic treatment aims to eliminate all the contents of the duct system, for this the instrumentation is
important, but irrigation is an important factor to achieve this. Sodium hypochlorite is the most used irrigant
and despite not meeting all parameters of ideal irrigant, this has worked, that is why we observe the modifi-
cation that causes in the dentine evaluating the cleaning and damage caused. For the process, unirradicular
dental roots were selected with certain specifications, forming 4 groups, conducting the treatment of sodium
hypochlorite with 2.25% and each group applied a different time, the evaluation was done with images cap-
tured in the Scanning Electron Microscope. It is necessary to have the endodontic procedure evaluated to
know the quality of the treatment.

Palabras clave: Sodium hypochlorite, Scanning Electron Microscope, endodontic treatment.

INTRODUCCION

El tratamiento de la endodoncia pretende la eliminacién completa y cuidadosa de las bacterias, tejido re-
manente pulpar y barrillo dentinario del sistema de conductos provocado por la instrumentacién. Esta es
considerada la principal maniobra del tratamiento pero la irrigacién es considerada el auxiliar decisivo para
el éxito del tratamiento endodontico (1, 5).

El instrumental para endodoncia con el cual realizamos el desbridamiento del contenido del conducto ra-
dicular no puede hacer contacto con toda la superficie, para esto es imprescindible el uso del irrigante (5).
Para este proceso contamos con el hipoclorito de sodio que es el mas utilizado en endodoncia, a diferentes
concentraciones, pero este no cumple los requisitos (2).

Canalda y Rodriguez-Ponce mencionan que la irrigaciéon durante el tratamiento de conductos tiene los si-
guientes objetivos basicos:

Arrastrar el contenido del conducto.

Disolver restos pulpares vitales o necréticos.

Limpiar las paredes de los conductos para eliminar los residuos que las cubren y que taponean la entrada de
los tubulos dentinarios y conductos accesorios.

Destruir las bacterias y neutralizar sus productos y componentes antigénicos.

Lubricar los instrumentos para facilitar su paso y su capacidad de corte.

Prevenir el oscurecimiento de la corona (5).

Para obtener un tratamiento favorable debemos usar un irrigante con las siguientes propiedades: solvente de
tejidos o residuos organicos, tener baja toxicidad, baja tension superficial, ser lubricante, realizar por lo menos
desinfeccion, ser capaz de eliminar el barrillo dentinario y otros factores que se relacionan con la utilidad del
irrigante e incluyen disponibilidad, costo moderado, conveniencia, tiempo de vida adecuado en almacén y
facil almacenaje. Un requisito adicional es que el quimico no debe neutralizarse con facilidad en el conducto
para conservar su eficacia. Sin embargo, no existe una solucion irrigadora ideal, por lo que se debe combinar
dos o0 mas para conseguir las propiedades y objetivos mencionados (5).

Por eso tenemos como objetivo observar que tiempo de aplicacién del hipoclorito de sodio al 2.25% muestra
mejores resultados en el tratamiento endodéntico.



METODOLOGIA

Se recolectaron dientes unirradiculares (incisivos, caninos y premolares) con un conducto radicular recto,
fueron llevados al Laboratorio de la Maestria de Endodoncia de la Facultad de Estomatologia de la UASLP
para descoronarse (con un disco diamante) obteniendo muestras radiculares de una longitud de 15 centime-
tros teniendo como limite la Unién Amelocementaria.

Las muestras se llevaron a un recipiente (con solucién salina) para lavarse en el ultrasonido (4 minutos por
ciclo) las veces necesarias hasta obtener el agua limpia. Las raices fueron aleatorizadas en una pagina web
(PINETOOLS) obteniendo 4 grupos de 8 dientes: el grupo A; manejé un tiempo de 30 segundos, el grupo B
de 1 minuto, el grupo C de 2 '/2 minutos y el grupo D a 5 minutos, cada irrigacién tubo un volumen de 2 ml
de hipoclorito de sodio al 2.25% .

El proceso fue la toma de la conductometria con lima 15 de 21 mm de las limas K Flexolile, se inici6 la instru-
mentacion con esta lima con 5 movimientos de intrusién y traccion siguiendo las manecillas del reloj, se irriga
(con una aguja Endo-Eze) y continua con la siguiente lima hasta llegar a la lima 30 y termina la conformacion
del tercio apical. Cion lalima 35 se inicia la técnica de retroceso y conformacion del tercio medio y cervical del
conducto radicular, se instrumenta y recapitula con una lima 25 y se irriga hasta llegar a la lima 50, al final
se alisan las paredes con una lima Hedstrom 30 de 21 mm a conductometria.

Las raices se cortaron longitudinalmente y deshidrataron para ser observadas en el Microscopio Electrénico
de Barrido del Instituto de Metalurgia de la UASLP.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron dos evaluaciones, una para la observar cuantos tubulillos dentinarios abiertos se encontraron
con los tiempos de irrigacion y la otra evaluaciéon para comparar las grietas provocadas por los diferentes
tiempos ambos registros se llevaron a cabo con imagenes del Microscopio Electrénico de Barrido a 1000x,
cada una tomadas a 1 y 3 milimetros del foramen apical.

Dentro de la evaluacion de tubulillos dentinarios abiertos encontramos que no hubo diferencia entre los tiem-
pos a evaluar, ademas casi la totalidad marcaron 0% de tabulillos abiertos.

En la valoraciéon de grietas mostraron menor nimero a 1 mm del foramen apical, probablemente el irrigante
no llego a esa area, y las muestras mas dafiadas fueron a las que se les aplico el hipoclorito de sodio por 5
minutos.

Fig. 1 Se¢ muestra una imagen a 1000x a 1 mm del foramen

apical sin tnbuylillos dentinatins visibles y grictas de diferentes

tamafios fue aplicado hipoclorito de sodio por 30 segundos.

Fig. 2 Se muestra una imagen a 1000x a 3 mm del foramen
apical con inbulillos, deptinacios visibles pero con barrillo
dentinario y sin grietas, se le aplico hipoclorito por 2 minutos
y medio.

Fig. 3 Se muestra una imagen a 1000x a 3 mm del foramen
apical sin tubulillos dentinatins, visibles, grietas y fragmentos

de dentina, se le aplico hipoclorito por 5 minutos.

Fig. 4 Sc muestra una imagen a 1000x a 3 mm del foramen
apical sin tubulillos dentinaris visibles, grictas pequefias fuc

aplicado aplico hipoclorito por 5 minutos.




CONCLUSIONES

Se recomienda la aplicacién de varias sustancias para la irrigacién como se describe en la literatura, ademas
de evaluar cada proceso del tratamiento de conductos para observar cual de estos se puede mejorar. No se
encontré como tal un tiempo recomendable para la aplicacién de hipoclorito a pesar de que se menciona que
con mayor tiempo de aplicacion tiene mejores beneficios.

No se observaron diferencias de limpieza entre el uso de hipoclorito de sodio a diferentes tiempos entre cada
grupo, pero se puede mejorar la técnica para tener éxito en el tratamiento.
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RESUMEN

Objetivos: Definir y caracterizar el entorno social de la ERC en la cabecera municipal de Villa de Reyes,
S.L.P. Materiales y métodos: El presente estudio es de corte cualitativo y participativo desde la mirada de
los que padecen ERC y sus cuidadores que por medio de técnicas de investigaciéon como entrevistas, talleres
grupales enfocados en mapeos colectivos y relatos cartograficos permiten conocer el entorno social de la
ERC. Resultados: El grupo de edad encontrado fue entre los 23 a 69 afos, siendo la mayoria jévenes con
diagnostico de ERC. Los participantes perciben su ambiente como riesgoso y existen factores sociales y
ambientales detectados por los participantes que apuntan a desigualdades sociales al momento de recibir
atencion sanitaria.

ABSTRACT

Objective: Define and characterize the social environment regarding the CKD in the municipality of Villa de
Reyes, S.L.P. Materials and methods: The present study is qualitative and participatory, from the perspective
of those with CKD and their caregivers. Through research techniques such as interviews, group workshops
focused on collective mapping and cartographic reports, the social environment of the ERC. Results: The age
group found was between 23 and 69 years old, being the majority young adults with diagnosis of CKD. The
participants perceive their environment as risky and there are social and environmental factors detected by
the participants that point to social inequalities at the moment of receiving health care.

Palabras clave: Enfermedad Renal Cronica; Investigacién-accion participativa; México.

INTRODUCCION

Cerca del 10% de la poblacion mundial es atectada por la Enfermedad Renal Crénica ya que es progresiva y
silenciosa, lo que dificulta un diagnostico precoz que permita en etapas tempranas abordarla, sumado a esto,
los servicios de salud son deficientes y los especialistas no estan disponibles por la gran cantidad de demanda
en la atencion (OPS/OMS, 2015).

En México el problema es cada vez mayor, segun la carga de la enfermedad entre los afios 1990-2010, la
Enfermedad Renal Cronica junto con la diabetes mellitus son causas de discapacidad, muerte prematura y
una de las principales causas de muerte en el pais. Cifras revelan que la Enfermedad Renal Crénica aumento
cerca de un 400% entre los afios 1990-2010, por lo que se considera una emergencia de salud en el pais con
mayor carga, afectando en edades muy tempranas (Lozano, et al., 2013).

Segun datos de INEGI, se registraron en 215 defunciones en el estado de San Luis Potosi por insuficiencia
renal ocupando el lugar nimero 11 en mortalidad a nivel estatal, afectando a casi a todos los grupos de edad
siendo el menor de 5-14 afios. (INEGI, 2015). Existe evidencia en el estado que nifios de Villa de Reyes tienen
probabilidad de lesion renal aumentando potencialmente su susceptibilidad a enfermedades renales, debido
a la presencia arsénico y cromo presentes en el agua del municipio, por lo que es un sitio interesante para
estudiar, debido a la creciente incidencia de casos de Enfermedad Renal Croénica. (Cardenas-Gonzélez, y
otros, 2016).

Teniendo en cuenta la constante creciente de la carga de la Enfermedad Renal Croénica a nivel nacional, asi
como los problemas que aquejan a ninos, jévenes y adultos afectados (Mercado-Martinez & Hernandez-Iba-
rra, 2016), es importante realizar investigaciones que denoten el problema para poder profundizar desde
una mirada vivencial de los quienes la padecen al igual que de las personas que los rodean, para que de esta
manera definir y caracterizar los impactos del el problema en Villa de Reyes y consecutivamente identifi-
car oportunidades, debilidades y fortalezas que permitan el mejoramiento de su entorno. Con ayuda de la
investigacion-accion participativa y un mapeo colectivo como herramienta de representacion del entorno
espacial, facilita al participante identificar su entorno asi como describir sus caracteristicas, que gracias a
estos recursos ayuda a visualizar las problematicas y otros objetivos con el fin de colaborar en la construcciéon
del entorno y reflexion del mismo.

METODOLOGIA

En este estudio se realizé una investigacién-accion participativa que consiste en una serie de narrativas por
parte de los habitantes de la comunidad de Villa de Reyes, las cuales permiten la comprension y elaboracién
de un mapa colectivo que registra sus conocimientos y experiencias cotidianas para visibilizar las problema-



ticas en el municipio y de esta forma ayude a impulsar y facilite el abordaje de esos problemas que pueden ser
determinantes en la Enfermedad Renal Cronica. El elemento principal de participacion es el individuo de
la comunidad, en él se sientan las bases de la investigacién y por medio de sus conocimientos se construye el
escenario donde se desenvuelven las personas con enfermedad renal crénica.

Durante el Verano de la Ciencia, se colaboré en la realizaciéon del Mapeo Colectivo en el municipio de Villa
de Reyes en el estado de San Luis Potosi, que consta de representaciones graficas y visuales del territorio pro-
ducto de diversas opiniones y conocimientos compartidos, en este caso, en base a la Enfermedad Renal Cro-
nica. Se seleccionaron los individuos por conveniencia, se les explicé el objetivo del estudio y se acordd hora
y lugar para llevar a cabo la entrevista, un cuestionario y la realizaciéon del Mapa colectivo de forma indivi-
dual. Para incitar la participacion, se realizaron unas series de preguntas como: “;Considera que hay zonas
de riesgo para su salud en su comunidad?”, “;Considera que hay lugares contaminados en su comunidad?”,
“:De donde obtiene el agua que usa para beber y para uso doméstico?” y posteriormente los participantes
comentaban al respecto; todo esto fue capturado en notas de campo y grabadoras para evitar la pérdida de
informacion. Nos apegamos a las normas para la realizacién de investigacién en seres humanos, se respeto
siempre la confidencialidad, anonimato y autodeterminacion de los participantes.

RESULTADOS Y DISCUSION

El grupo de edad de los encuestados, se encontr6 entre los 23 a 69 afios, en su mayoria de sexo masculino.
El tipo de Seguridad Social a la cual estaban afiliados fue al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).
Su diagnoéstico fue realizado entre 18 y 3 afios atras, y dos personas entrevistadas fueron diagnosticadas con
cancer. De los enfermos renales crénicos, todos llevaban algtn tipo de tratamiento de remplazo renal como
Dialisis, tnicamente dos personas fueron trasplantadas, sin embargo seguian bajo medicacion.

Diferentes aspectos fueron resaltados por los sujetos que participaron en el estudio. Posibles causas como la
contaminacion por la actividad industrial y agropecuaria de la zona, asi como el consumo de aguas termales
con altos indices de minerales. Todo ello desde la percepciéon de quienes radican en dicho municipio. El
costo del tiempo y dinero invertidos para poder recibir atenciéon en salud es uno de los factores que orilla a las
personas a utilizar formas de intercambio y reciprocidad subalternos o informales. Existen factores sociales y
ambientales detectados y consensados por los participantes que apuntan a desigualdades sociales al momento
de recibir atencién sanitaria con equidad. De las personas entrevistadas, reportan sitios industriales como la
Central Termoeléctrica Villa de Reyes y Productora Nacional de Papel Destintado, S.A. de C.V. (PRONA-
PADE), ahora llamada Productora Nacional de Papel, S.A. de C.V. (PRONAL) como zonas de riesgo para su
Salud, debido a las diferentes emisiones por parte de Termoeléctrica y malos olores por parte de PRONAL.

Existe poca evidencia en México de investigacién-accion participativa también conocida como investiga-
cién-acciéon basado en la comunidad, tnicamente (Rios-Cortazar V., Gasca-Garcia, R Ordénez, Eugenia
Vera, Franco-Martinez, & Tolentino-Mayo, 2013), reportan esta metodologia, por lo que es importante am-
pliar el campo en esta area con enfoque cualitativo. Sin embargo, la investigacién accién participativa rea-
lizada en Enfermedades Cronicas en otras partes del mundo, resulté que las estrategias usadas no terminan
por ser consistentes y los resultados carecen de sentido al no entablar comunicaciéon entre los participantes
y el investigador (van Staa, Jedeloo, Latour, & Trappenburg, 2009;) direccionan los objetivo en términos
cuantitativos sin profundizar verdaderamente en las experiencias y conocimientos de sus entrevistados, por
lo que es importante afinar el método donde la comunidad relacionada debe ser parte para poder compren-
der en primera persona lo que estamos buscando. Es necesario realizar mas estudios de corte cualitativo y
participativo para conocer lo que viven, hacen y les interesa a las personas afectadas por una enfermedad que
es considerada hoy en dia una emergencia social. Sélo con la inclusion de los principales actores se podran
proponer alternativas realistas y coherentes con las necesidades de esta poblacion.

Una parte muy importante es que los entrevistados perciben su ambiente como riesgoso, ya que sitios indus-
triales como PRONAPADE y PRONAL, en la mayoria de las entrevistas fueron mencionados como amena-
zas. El factor ambiental juega un papel importante en la Salud, ya que cerca del 24% de la carga mundial de
morbilidad y un 23% de mortalidad se atribuyen a factores ambientales, como también podrian serlo el agua
y productos quimicos que puedan estar presentes y en contacto con los individuos. (OMS, 2017)

De acuerdo a los resultados encontrados en otros articulos se ha reportado que se han generado o mejora-
do estrategias que surgen por parte de los participantes para la resolucion del problema estudiado, (Koch,
Jenkin, & Jenkin, 2004; Pazoki, Nabipour, Seyednezami, & Imami, 2007), por lo que es importante el se-
guimiento de la Comunidad para incitar a los participantes, a partir de la caracterizacion de su entorno, el
mejoramiento de esté.

CONCLUSIONES

La situacién de Enfermedad Renal Cronica en el municipio de Villa de Reyes, es un hecho alarmante, por lo
encontrado hasta el momento, cada vez son mas jévenes quienes son diagnosticados con esta enfermedad, con
miras al futuro es una enfermedad no costeable que devasta no solo al enfermo renal crénico si no a su familia
y entorno. El municipio estudiado es un sitio potencial para poder abrir la investigacion ya que son muchos
los casos que nos encontramos con Enfermedad Renal Crénica y lamentablemente muchos de ellos han ter-
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minado en la muerte. Considerando lo encontrado en tan poco tiempo, seria de gran ayuda dirigir esfuerzos
para ayudar a encontrar causas o factores que puedan estar afectando la salud de la poblacion, donde las
aportaciones benefician no solo a nivel municipal ni estatal si no internacional ya que es un problema global,
que requiere atencién y recursos para su investigacion sin descuidar que tanto el ambiente como la forma de
interactuar con este por parte de los individuos es esencial para comprender el problema.
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HONGOS PATOGENOS OPORTUNISTAS ;COMO IDENTIFICARLOS
RAPIDAMENTE EN INFECCIONES HOSPITALARIAS?

Luna Mena, M , Hernandez Carreoén, J.0.A y Castafnio Navarro, I.B. 2

RESUMEN

Los métodos fenotipicos para identificar diferentes especies de Candida pueden requerir hasta 72 horas, lo
cual retrasa la administraciéon oportuna de un tratamiento efectivo. En este trabajo validamos la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) con el uso de los oligonucleétidos especie-especificos Ca2, Cit3, Cpl, Cgl
como método rapido y certero en la identificacion de las cuatro especies mas prevalentes. Para ello amplifi-
camos DNA extraido de 62 aislados clinicos y encontramos que pudimos identificar correctamente todos los
aislados de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata con los primers Ca2, Cit3, Cgl. Con Cpl no pudimos ampli-
ficar el fragmento de un aislado y es necesario secuenciar su rDNA ya que posiblemente se trate de Candida
orthopsilosis o Candida metapsilosis.

Palabras clave: Candida, identificaciéon, PCR.

ABSTRACT

Morphological tests to identify different Candida species take up to 72 hrs, which delays the timely adminis-
tration of an effective treatment. In this work, we validated the Polymerase Chain Reaction (PCR) method
using a set of species-specific oligonucleotides Ca2, Cit3, Cpl, and Cgl to amplify species-specific DNA frag-
ments to accurately and rapidly identify the four most common species. We amplified DNA extracts from 62
clinical 1solates and found that we could correctly identify all the C. albicans, C. tropicalis and C. glabrata
1solates with Ca2, Ct3 and Cgl. With Cpl we could not amplify the specific fragment from one isolate. We
will sequence the rDNA from this isolate since it is possible that it is Candida orthopsilosis or Candida me-
tapsilosis

Key words: Candida, identification, PCR.

INTRODUCCION

El actual ascenso en el nimero de personas inmunocomprometidas, ha traido consigo un aumento sustancial
en el nimero de personas que contraen infecciones por hongos que generalmente no son patégenos, como
es el caso de varias especies del género Candida (Yapar, N, 2014), un microorganismo que forma parte de la
flora habitual (Sardi, et al, 2013).

La micosis causada por este patogeno, denominada Candidiasis, es caracterizada por presentar un amplio
espectro de variedades clinicas, como lo son la mucocutanea, cutanea, sistémica y alérgica (Bonifaz, 2015); es
decir, es capaz de ser causante desde una infeccion superficial hasta una diseminada, y puede llegar a afectar
cualquier sitio anatémico. Sin embargo, las candidiasis sistémicas, entre ellas la Candidemia resultan ser muy
graves, puesto esta se ha asociado a un alto indice de mortalidad, que va desde el 30 hasta el 80% (Chang et
al, 2008). Ante ello la rapida instauracion del tratamiento se vuelve crucial en la vida del paciente.

Actualmente C. albicans, se ha reportado como la especie mas prevalente en los casos de Candidemia al
tener una incidencia del 46%, sin embargo, las especies no albicans estan aumentando considerablemente.
Por ejemplo en México se ha reportado en segundo lugar a C. tropicalis con un 26%, seguida por C. glabrata
13.5%, C. parapsilosis 5% y C. krusei 5% (Corzo-Leon et al, 2014).

No obstante, el tratamiento a emplear con el fin de erradicar las infecciones causadas por estas especies debe
ser diferente, puesto ya es conocido la existencia de diferentes perfiles de susceptibilidad ante los antifungicos.
Como es el caso de la resistencia intrinseca que presenta C. glabrata y C. krusei al fluconazol, C. parapsilosis
a las equinocandinas y la resistencia secundaria a la anfotericina B en C. tropicalis, y C. parapsilosis (Alas-
truey et al, 2014).

Por lo que, para lograr un tratamiento efectivo se requiere la identificacion de la especie. Desafortunadamen-
te, los métodos que son generalmente empleados en los laboratorios con este proposito se basan en el creci-
miento de estas en medios diferenciales, auxonogramas comerciales y equipo automatizado como el Vitek
2 que pueden requerir desde 18.5 horas para este ultimo o hasta 72 horas para los primeros (Bonifaz, 2015),
lo que conlleva un retraso en la instauracién de un tratamiento efectivo en tiempo oportuno. Ademas, estos
métodos no son 100% precisos en la identificacion de cada especie. Sin embargo, existen también métodos
moleculares que son mas rapidos y precisos que se describen a continuaciéon

Las secuencias altamente conservadas de genes ribosomales (rDINA), que contienen genes de rRNA 5,885, 185
y 288, asi como las regiones I'TS 1, I'TS 2 (internal transcribed spacer), ya han sido documentados para la
amplificacion y la secuenciacion, que permiten discriminar sin ambigiiedad entre las levaduras médicamente
importantes (Chen et al, 2000). Por lo que a partir de estos hechos se han desarrollado oligonucle6tidos como



los I'TS1 e I'T'S4, entre otras técnicas moleculares. Asi mismo, en el Laboratorio de Microbiogia Molecular
del IPICY'T se encontraron secuencias especificas (inicas) de cada una de las cuatro especies mas comunes
(C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis) y se desarrollaron oligonucleétidos especie-especifi-
cos a los cuales design6 como Ca2, Ct3, Cpl, Cgl que identifican a C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis
y C. glabrata respectivamente.

Este trabajo tuvo como objetivo realizar la validacion de la PCR con el uso de los primers Ca2, Ct3, Cpl,
Cgl, como método de identificacién certero y rapido de las cuatro especies mas prevalentes: C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, a partir de aislados clinicos.

METODOS Y MATERIALES

Aislados clinicos.

Se analizaron un total de 62 aislados clinicos, previamente identificados con Vitek 2 por el Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y de la Nutricién Salvador Zubiran (INMNSZ). Se purificaron mediante estriado en
cajas Petri con medio YPD solido a 30°C durante 24 horas, posteriormente se tomo una colonia y se resembro
uniformemente sobre toda la superficie de YPD durante 24 h a 30°, los indculos obtenidos fueron almacena-
dos a -80°C con 10% glicerol para la posterior extraccion de ADN.

Extraccion de ADN.
Para la extraccion de ADN, las muestras almacenadas se inocularon en medio YPD liquido con agitacién
continua a 30°C por aproximadamente 12 hrs, posteriormente se colocé 1 mL de cultivo y se centrifugd en

microtubos eppendorf, para proseguir con la extraccion segun el protocolo descrito por Frederick M Ausubel
et al 2001 modificado.

PCR

De cada extraccion de DNA genémico obtenido se realiz6 PCR con los primers identificados por el labora-
torio como Ca2, Ctl, Cpl, Cg2 en un volumen final de 30 pL utilizando 0.5 pl. de DNA. Las condiciones
utilizadas fueron 30 ciclos con temperaturas y tiempo especificas para cada primer (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones de tiempo y temperatura utilizadas en cada etapa.

Ca2 Ct3 Cpl Cgl
Ciclo inicial 94° C x 1 min. 94° C x 1 min. 94° C x 1 min. 94° C x 1 min.
Desnaturalizacién | 94° Cx15 seg. 94° Cx15 seg. 94° Cx15 seg. 94° C x15 seg.
Alineamiento 67.6°Cx 20sgg. | 60.1°Cx20seg. | 62°C x 20 seg. 59°Cx 20 sgg.
Extension 72°Cx 15 seg 72°Cx 15 seg. 72°Cx 20 seg 72°Cx10seg |

Electroforesis en gel de agarosa

Cada producto de la PCR se visualizé mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%, con una corrida de
50 min a 100 volts. Utilizamos 10 de pL de la reaccion y posteriormente tefiimos el gel con bromuro de etidio
(0,5 pg/ mL) y visualizamos las bandas bajo luz UV en un fotodocumentador. Como controles positivos utili-
zamos cepas ATCC, para Candida albicans ATCC MYA2876, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida
glabra ATCC 2001, Candida tropicalis ATCC 750.

RESULTADOS.

Logramos identificar mediante el método molecular un total de 49 aislados de las 62 muestras, con los si-
guientes resultados: Candida albicans (45.16%, n= 28) Figura 1, Candida glabrata (17.74%, n=11), Candida
parapsilosis (4.83%, n= 3), Candida tropicalis (11.29%, n= 7), las cuales concordaron con el diagnéstico
proporcionado por el hospital utilizando el equipo Vitek. Sin embargo, una muestra no logramos identificarla
con los 4 juegos de primers, pero si por el equipo Vitek 2 como Candida parapsilosis. Los otros aislados no
detectadas molecularmente correspondieron a especies para las cuales no se tienen primers especie-especi-
ficos: Candida guilliermondii (1.61%, n=1), Candida intermedia (1.61%, n=1), Candida kefyr (8.06%, n=5),
Candida krusei (8.06%, n=3). Figura 2.

Aislados clinicos
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Figura 1. Identificacién molecular de C. albicans mediante los oligonucle6tidos Ca2.
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Figura 1. Resultados obtenidos de la PCR como método de identificacion de las especies C. albicans, Ci.
tropicalis, C. glabrata y C. parapsilosis.

La identificacion de las especies se obtuvo en un tiempo aproximado de 2 horas 30 min a partir de los aisla-
dos clinicos, por lo que es un método de diagnostico rapido a diferencia del método API-ID32C, el cual es
generalmente utilizado en los laboratorios de microbiologia para la identificacién de las especies del género
Candida, este método puede requerir de 48 a 72 horas a partir de la inoculacién de cepas aisladas ya que se
basa en pruebas de asimilacién de diferentes carbohidratos.

Al obtener una deteccion certera con la utilizacion de los primers Ca2, Cit] y Cgl, se debe considerar la reali-
zacion de su uso futuro directamente de hemocultivos. Actualmente se utiliza el sistema Vitek 2 en muestras
de hemocultivos para la identificacion. El sistema de identificacion Vitek2 consiste en 47 pruebas bioquimicas
fluorescentes en las tarjetas YST, pero el tiempo promedio de identificacion es de 18.25 h (Ochiuzzi et al,
2014).

Aunado a esto, es importante sefialar, que el equipo Vitek 2 no es capaz de diferenciar entre las especies C.
parapsilosis sensu stricto: Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis. Antiguamente se consideraban a
estas tres especies como parte del complejo Candida parapsilosis, sin embargo, en el 2005 Tavanti y colabora-
dores tras comparar la secuencia del TSI encontraron que la distancia filogenética que separaba a Candida
dubliniensis de Candida albicans es la misma que separaba las tres especies de C. parapsilosis. Es asi que,
existe una alta posibilidad de la muestra no detectada con los primers Cpl, corresponda a Candida orthopsi-
losis 0 a Candida metapsilosis, por ello se propone secuenciar la region I'T'S de esta muestra.

Finalmente, la obtencién de los productos de la PCR con los primers Ca2, Ctl, Cpl, Cgl se observan como
bandas bien definidas de pesos moleculares diferente para cada especie, lo que supone ser una ventaja a di-
ferencia de los cebadores I'T'S3 e I'TS4, ya que la utilizacién de estos solo permite identificar las levaduras a
nivel de género debido a que los fragmentos obtenidos con PCR son similares entre ellos y el rango de varia-
bilidad se cruza entre una lectura y otra. (Ramirez 2008) Por otra parte, Ayatollahi y colaboradores (2007)
con el uso de los primers I'TS3 e I'TS4 y la enzima Mspl como enzima de restriccion para la digestion de esta
region, pudieron identificar las especies C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis y C. guillermondii.
Sin embargo, la PCR con los primer Ca2, Ct3, Cpl, Cgl al ser especificos no requiere el uso posterior de
enzimas de restriccion, lo cual, a su vez permite dar una identificacién en un tiempo menor.

Asi mismo, las otras técnicas documentadas como lo es Taq Man utiliza cebadores de oligonucleétidos y con-
juntos de sondas a partir de la regién I'l'S2, los resultados son favorables al tener una especificidad del 100%
(Guive et al, 2001), en esta metodologia las especies pueden diferenciarse dentro del multiplex mediante el uso
de tres colorantes fluorescentes, lo cual implica un costo mayor que la PCR convencional.

CONCLUSIONES

Los primers del Laboratorio de Microbiologia Molecular del IPICY T son altamente especificos en la identifi-
cacion de las especies C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata. Aunque es necesario secuenciar
la muestra no detectada por el primer Cpl, con el fin de descartar un posible falso negativo (1 de 62 muestras
0 1.6%). Aunado a esto el diagnoéstico molecular con estos primers tiene un bajo costo a diferencia de otros
métodos moleculares ya descritos. Finalmente, al ser un método mas rapido que la identificacion fenotipica
puede permitir la administracién de un tratamiento efectivo en tiempo menor, lo que puede conllevar a una
rapida recuperacién del paciente y a su vez a un ahorro substancial en gastos médicos.
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RESUMEN

Se tiene conocimiento desde hace décadas del impacto negativo que la exposicién al arsénico ejerce sobre
la salud. El descubrimiento de alteraciones en algunas funciones superiores del sistema nervioso central que
presentaban habitantes de zonas contaminadas por arsénico, abrié un debate sobre los posibles mecanismos
del dafo secundario a dicho elemento, siendo el aumento del estrés oxidativo una de las vias propuestas. En
este trabajo, se evalud la conducta de memoria a corto (condicionamiento al miedo) y largo plazo (laberinto
de Morris), cambios genéticos como Nrf2 y OHI utilizando la técnica de PCR por retrotranscripcion e in-
munohistoquimica para la identificacién y conteo de la proteina c-Fos. Todo esto usando el modelo murino
transgénico para la Enfermedad de Alzheimer.

ABSTRACT

The negative impact of exposure to arsenic on health has been known for decades. The discovery of altera-
tions in some higher functions of the central nervous system presented by habitants of areas with unusually
high arsenic contamination, opened a debate about the possible mechanisms of secondary damage to this
element, with increased oxidative stress being one of the proposed routes. In this paper, we analyzed short
(fear conditioning) and long term (Morris maze) memory behavior, genetic changes like Nrf2 and OH1 were
evaluated using the retrotranscription PCR technique and immunohistochemistry for the identification and
counting of the c-Fos protein. All this using the murine model transgenic for Alzheimer's Disease.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, arsénico, modelo transgénico.

INTRODUCCION

La demencia senil es un problema de salud, social y econémico que afecta a millones de personas en el mundo
debido al efecto “envejecimiento global”. En México la prevalencia general de deterioro cognoscitivo es una
condicién importante en la poblacién mayor de 65 aflos, se encuentra alrededor del 8% (ENASEM 2007). La
demencia senil se clasifica en: demencia vascular, demencia con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal,
siendo la Enfermedad de Alzheimer (EA) mas frecuente. La mayoria de los casos de EA se desarrollan a partir
de los 65 afos con una incidencia que se duplica cada década sucesiva de la vida. La Enfermedad de Alzhei-
mer (EA) es un trastorno clinico neurodegenerativo de evolucion croénica, caracterizado por el deterioro de las
funciones cognitivas. El diagnéstico es confirmado post mortem mediante un examen microscopico en cortes
de cerebro del paciente, donde se delatan dos caracteristicas morfologicas principales: los ovillos neurofibrila-
res (hiperfosforilacion de tau) y las placas amiloides ($-amiloide) localizadas predominantemente en corteza,
lébulo temporal, l6bulo frontal e hipocampo (Zhang et al.,2011). En el caso de las enfermedades neurodege-
nerativas, la meta principal es crear lineas murinas transgénicas que desarrollen caracteristicas fenotipicas
semejantes a las lesiones que caracterizan la enfermedad para realizar caracterizaciones mas completas sobre
nuevos tratamientos, biomarcadores biologicos e incluso postular hipétesis que no serian posibles siguiendo
otros modelos (Oddo et al., 2003). Asi, los modelos animales desarrollados para la EA, se centran en procesos
como: muerte celular, neuroinflamacion, estrés oxidativo y disfuncién sinaptica en las regiones de hipocampo
y corteza frontal principalmente, para contribuir en las hipotesis descritas hasta el momento (Schaeffer et
al., 2011). Sin embargo, es importante ampliar la investigacion sobre la identificacion de los factores de riesgo
ambientales que predisponen al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, ya que probablemente, la
exposicién al arsénico se produce afios o décadas antes del desarrollo de la enfermedad y que a largo plazo
pueden acelerar el proceso natural de envejecimiento celular o también llamado senescencia celular. La
senescencia celular surge de la teoria del estrés oxidativo que intenta explicar los cambios degenerativos y la
pérdida neuronal que ocurren durante el envejecimiento. Esta hipétesis considera que el envejecimiento y
el desarrollo no son fases distintas de la vida sino mas bien que el envejecimiento es la etapa final del desa-
rrollo y que aun cuando no es un fenémeno genéticamente programado ocurre por la influencia del estrés
oxidativo (EOx) en el programa genético. Por lo tanto, se necesitan modelos animales que simulen rasgos
especificos de EA tales como las relacionadas a 3A para elucidar la fisiopatogenia de la enfermedad por cau-
sas de exposicion ambiental. En este trabajo emplearemos el modelo de ratén transgénico (3xTg-AD) porque
se considera el modelo ideal para simular adecuadamente la enfermedad y que permita ver exacerbados los
cambios bioquimicos, conductuales y patologicos ocasionados por la exposicién crénica a arsénico, por me-
dio del consumo de agua, y asi, obtener conclusiones acerca del origen de la enfermedad. Finalmente, como



objetivo general, serd evaluar el modelo transgénico para la enfermedad de Alzheimer, asi como la expresion
de marcadores de extras oxidation y el déficit en el aprendizaje.

METODOLOGIA

1. Identificacion genética del modelo 3xTg-AD

Genotipificaciéon de APP

l.1Extraccion DNA

Se colocd en un tubo eppenforft la cola del ratén y se agregd NaOH 0.05M como buffer, durante 15 min
en thermoblock a 95°C, ocasionando lisis celular y liberando el DNA. Se anadi6 la solucion stop (EDTA
10mM y Tris 1M).

1.2 PCR Punto Final

Primero se realiz6 el stock para 6 muestras, en donde se agrego a los tubos eppendortf los oligos (APP, casset
THY, tau), dN'TP’s, MgCl, buffer 10X PCR y agua. Seguido, se agrega a cada tubo el DNA de cada cola
de ratén asi como la Taq Polimerasa. La programacion del Termociclador fue la siguiente: el primer ciclo se
realiz6 a una temperatura 95°C durante 2:30min, 35 ciclos, la alineacién se realiz6 a 94°C (40”), 62° (40”) y
72° (I’), seguido por un ciclo mas de 72° durante 2”’ y finalmente a 4° C hasta su almacenamiento.

1.3 Cuantificacién de Resultados

Se corrieron los productos de PCR en gel de agarosa al 1% y Bromuro de Etidio (BrEt), colocando el mar-
cador de peso molecular y las muestras dentro del gel. Posteriormente, se analizaron las densidades épticas
emitidos por luz UV.

2. Caracterizaciéon conductual del modelo 3xTg-AD en relacion a memoria de corto y largo plazo
2.1 Memoria a corto plazo : Condicionamiento al miedo

Se realiz6 la evaluacién conductual durante 1h-6h-24 h-48 h'y 72 h, los animales se colocan dentro de una
caja, después del periodo de adaptacion (1h), los animales reciben un estimulo sonoro (5 s) y al mismo tiempo
un estimulo doloroso (1 s) que es un choque eléctrico de 0.8 A (periodo de adquisicién de la informacién). En
los tiempos establecidos de analisis se repiti6 el estimulo sonoro pero no el estimulo doloroso, la conducta a
evaluar es el tiempo de freezing o inmovilizacién durante un tiempo total de 5 minutos.

2.2 Memoria a largo plazo: Laberinto de Morris

En esta prueba conductual, se realizé en una alberca llena de agua, la cual se le tifio con leche en polvo escon-
der la plataforma. Se elaboran y se colocan senales (triangulo, circulo, rectangulo), la prueba dur6 una sema-
na, en donde el primer dia se les dej6é nadar para familiarizarse por I minuto. A partir del segundo dia hasta
el sexto dia, se colocaron a los ratones en el agua para nadar y que, con ayuda de las sefiales, llegasen a la pla-
taforma para medir la memoria espacial, en donde los ratones debian nadar hasta llegar a la plataforma. Se
les dejo nadar por 3 minutos, en donde se registraron resultados al primer minuto, segundo y tercer minuto.

3. Conteo Celular de C-FOS en hipocampo (CAI) por técnica de Inmunohistoquimica
Se utiliza la inmunohistoquimica para la detecciéon de la proteina c-Fos, el cual, actia como marcador de la
activacion neuronal.

3.1 Corte de Encéfalo en Criotomo

El criotomo debe estar a una temperatura inicial de 18°C para comenzar con el corte del encéfalo. Mientras
se establece la temperatura, se inicia con el corte de cerebelo y tallo cerebral ,con el tejido fresco, con un bis-
turi. Seguido, se realiza el montaje de lo restante del encéfalo en una base metalica especial para el criotomo
junto con adhesivo tissue tek. Se realizan los cortes a 30 micrometros y se colocan las rebanadas en sacarosa
en pocillos.

3.2 Inmunohistoquimica

Se realizan lavados en orbital shaker (OS) con PBS Ix y se coloca el anticuerpo primario c-Fos 1/250microli-
tros de supermix. Se deja una hora en OS y se refrigera a 4°C por un dia. Después de dos dias, hacer lavados
en OS con PBS 1x y se coloca el anticuerpo secundario AntiRabbit 1/200microlitros de supermix. Se deja
incubar por dos horas. Después, la preparacion del complejo A-B 1/500 microlitros de sipermix cada uno se
coloca y deja incubar por dos horas. Finalmente, para la solucién de revelado se utiliza TBS 1x, DAB (Dia-
minobencidina), NINH4SO4 al 10% (Sulfato de niquel) y H202 al 30% (Peroxido de hidroégeno). Se coloca
la solucién en los pocillos y se observa al microscopio a los 2 min. Se montan las laminillas y se dejan secar
por dos o tres dias. Por altimo, se colocan las laminillas en tren de alcoholes: agua destilada, alcohol 70°, 96°
y absoluto y xilol, 3 min en cada uno de los mencionados, cubriéndolos con entellan y cubreobjetos. Para la
toma de resultados se utiliza un programa especial llamado ZEN. Se toman las fotografias con un aumento
de lente de 5x, 20x y 40x en el area CAl del hipocampo.

3.3Conteo celular

El conteo celular, se realiza con el programa Image J. Dentro de la aplicacién, el uso de treshold es esencial,
ya que nos da la marca del tamano celular en color rojo, al hacer el ajuste de medida en pixeles de 200 a
1,200. Otras consideraciones de ajustes como el color de la imagen (blanco y negro) y la exposicion de la luz
(50 a 200) se tomaron en cuenta.

4.Andlisis de la expresion génica de Nrf2 y HOI
4.1 Homogenizado y Extracciéon de RNA
El primer paso es la extracciéon de RNA (técnica con Trizol) a partir de 50 mg de corteza cerebral. Se coloca



500 uL Trizol en un tubo eppendorft'y se disgrega el tejido. Se centrifuga a 12,000 g por 10 min a 4°C. Se
retira el sobrenadante y se agrega cloroformo por 3min a temperatura ambiente. Se centrifuga nuevamente a
12,000 g por 15 min a 4°C para separar el RNA. E1 RNA para precipitarlo anadimos isopropanol, se incuba
por 10 min a temperatura ambiente. Después, se centrifuga 10 min a 12,000 g a 4°C para decantar y obtener
el RNA puro. Finalmente, se deja secar el RNA para guardarse a -20°C y realizar PCR.

4.2 Espectroscopia

Una vez que se obtuvo el RNA total, se mide la absorbancia para determinar la calidad y cantidad de la
muestra, cuantificando por espectrofotometria a una longitud de onda de 280 y 260 nm y realizar la elec-
troforesis en condiciones desnaturalisantes con bromuro de etidio y asi corroborar que las bandas se habian
mantenido integras.

4.3 PCR por retrotranscripcion (RT)

Con 5ug de RNA se realiz6 la RT (retrotranscripcion) para generar cadenas de DNA complementario
(cDNA). Se us6 el Kit SuperScript® II Reverse Transcriptase de Invitrogen™. El mRNA tienen un extremo
cuyas bases son en su totalidad adeninas (cola poli-A), ésta caracteristica no la comparte con los otros tipos
de RNA, por lo que al usar un cebador con una secuencia exclusivamente de timinas (Oligo d'1') aseguramos
que tnicamente estamos generando cDNA a partir de mRNA. Por altimo las cadenas de cDNA generadas
fueron cuantificadas por espectroscopia.

4.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Con éste método se busca amplificar Gnicamente las cadenas de cDNA que contienen a las secuencias de
NRF2 y HO-I, esto se logra al usar cebadores especificos para dichas secuencias a una temperatura ideal
para la unién del cebador, en éste caso era de 62 °C. De rutina también se amplifica actina como control
positivo y para normalizar los resultados. La PCR fue sometida a 35 ciclos con una denaturalizacién de 95 °C
5 min inicial y 1 min en cada ciclo, alineamiento por 30s y segtn la Tm de los cebadores y una Elongacién a
72°C 1 min en cada ciclo y 7 min final. Se usé el kit Gol'aq® G2 Flexi DNA Polymerase de Promega.

4.5 Electroforesis
Se corrieron los productos de PCR en gel de agarosa al 1% y Bromuro de Etidio (BrEt) y se realiz6 el analisis
densitometrico de las bandas con Image], el andlisis estadistico realizado en el programa GraphPad Prism.

5. Estrés Oxidativo

Medicion de la fluorescencia, DCF dicloroflouroseina y diacetato de DCF se ingresa al interior de las células
y las esterasas bloquena el diacetato y queda un producto que reacciona con las especies reactivas del oxige-
no, como peroxido de hidrogeno y radicales libres, oxidan a la especie y forman la DCF que es el compuesto
fluorescente. Proporcional la fluorescencia con el no de especies reactivas que se tienen y se compara con la
curva del compuesto fluorescente.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Identificacion genética del modelo 3xTg-AD
Se obtuvo la presencia del gen APP en el modelo 3xTg-AD. Confirmando la presencia de esta proteina, se
asegura que se trabaja con animales murinos modificados genéticamente.

1,000 pdb

Control
negativo APP 530 pdb

Figura 1. PCR GEN APP

2.Caracterizacion conductual del modelo 3xTg-AD en relacién a memoria de corto y largo plazo
Se presentan una serie de gréficas, las cuales, muestran los resultados de las pruebas conductuales.
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Como se puede ver en los resultados de memoria de corto plazo (fig. 2 y 2,1), el grupo arsénico después de 72
horas y en general, comparado con el grupo control, se mantuvo un tiempo de freezing constante al inicio y
al final de la mismay; esto sucede, debido a que existe una pérdida de memoria de corto plazo mas avanzada,
producto de la exposicion al arsénico. A continuacién, se muestran las graficas para los resultados de memo-
ria de largo plazo:
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Fig. 2.2 Grafica del fiempo de latencia Fig. 2.3 Grafica de cruces por cuadrante

Los resultados de la latencia del recorrido a la llegada de la plataforma (fig. 2.2), se mantuvo constante para
el grupo expuesto al arsénico, comenzando con una latencia de 60 segundos y progresivamente, se mantiene
en un rango de 50 a 55 segundos durante los siguientes dias. El grupo control, muestra un decremento en la
latencia, resultando en el dia 7 a s6lo 34 segundos a su llegada a la plataforma, es decir, tuvo mejor respuesta
a la memoria espacial recordando llegar a la plataforma. Sin embargo, el no. de cruces (fig. 2.3) en el cua-
drante 1 y 2, indica una mayor actividad de memoria espacial, ya que estos cuadrantes se encuentran cerca
de la plataforma.

3. Conteo Celular para C-FOS en hipocampo (CAl) por técnica de inmunohistoquimica
A continuacién, se muestra la toma de imagenes en diferentes lentes opticos y sus resultados en el conteo del

mismo.
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Fig. 3.3 Grafica conteo C-Fos

Al observar los resultados del conteo celular (fig 3.3), existe un incremento en la proteina c-Fos, del grupo
expuesto a arsénico. Es de esperar estos resultados, porque existe mayor actividad neuronal porque las células
neuronales trabajan més para tratar de recompensar los procesos fisiologicos que estan danados.

4.Analisis de la expresion de Nrf2 y HO1
Se obtuvieron bandar para la expresién de Nrf2 (fig. 4) y HOI (fig. 4.1)
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CONCLUSION

Se lograron los objetivos realizados en este trabajo, que fueron: el analisis genético en donde se encontré el
gen APP, un mayor grado de déficit de aprendizaje de corto y largo plazo en el grupo expuesto a arsénico,
incremento en la actividad neuronal de la proteina c-Fos en el hipocampo, especificamente en el CAl, para
el grupo expuesto a arsénico, analisis de la expresion de Nrf2 y OHI como antioxidantes en el murino y
finalmente, el estrés oxidativo, éstos resultados son preliminares para la hipétesis de senescencia celular por
exposicion a arsénico en el modelo 3xTg-AD.

BIBLIOGRAFIA

1 Marcus, D. L., Strataci, J. A., Miller, D. C., & Masia, S. (1998, July 1). Quantitative Neuronal c-Fos and
c-Jun Expression in Alzheimer’s Disease. Elsevier, 19(5), 393-400. July 4, 2017, http://dx.doi.org.sci-hub.
cc/10.1016/50197-4580(98)00077-3

2 Zarazta S. (2011) Arsenic aflects expression and processing of amyloid precursor protein (APP) in primary
neuronal cells overexpressing the Swedish mutation of human APP. International Journal of Developmental
Neuroscience.

3 World Health Organization (2010) ACTION IS NEEDED ON CHEMICALS OF MAJOR PUBLIC
HEALTH CONCERN http://www.who.int/ipcs/features/10chemicals_en.pdf?ua=1 (Consulta 27 de junio
de 2017)

4 Blennow, K., J de Leon, M., & Zetterberg, H. (2006, July 29). Alzheimer’s disease. Lancet, 368, 387-403.
http://www.alzgene.org

5 Tyler. C. R., & Allan, A. M. (2014, march?21). The Effects of Arsenic Exposure on Neurological and Cog-
nitive Dysfunction in Human and Rodent Studies: A Review. Curr Envir Health Rpt. doi: 10.1007/540572-
014-0012-1




USO DE ROSUVASTATINA EN PACIENTES CON QUEMADURAS EN LA
DISMINUCION DE INTERLEUCINAS INFLAMATORIAS

Montes Rodriguez Maria Fernandal y Sanchez Aguilar Jesas Martin2.

RESUMEN

Objetivo: evaluar el uso de rosuvastatina en pacientes quemados y los niveles de IL- 13, IL-6, IL-8, IL-10,
1L-12 y TNTF-a durante dos semanas.

Meétodos: se reclutaron aquellos pacientes que cumplieran los criterios de inclusion, posteriormente se llevo a
acabo la aleatorizacién y de acuerdo a ésta, se administré de forma cegada 20 mg de rosuvastatina o placebo
diariamente durante 15 dias.

Resultados: En total, doce pacientes fueron incluidos en el protocolo; cinco pacientes recibieron rosuvastatina
y siete recibieron placebo. Al término del estudio, se observa a una disminucién del perfil de citocinas infla-
matorias en ambos grupos, sin embargo es considerablemente mayor en el grupo que recibié rosuvastatina.
No se presentaron efectos adversos derivados de la administracién de rosuvastatina.

ABSTRACT

Objective: to evaluate the use of rosuvastatin in burned patients and the levels of IL-1f3, IL-6, IL-8, IL-10,
IL.-12 and TNT-a for two weeks.

Methods: patients who fulfilled the inclusion criteria were recruited and subsequently randomization was
carried out, according to this, it was given way blinded 20 mg of rosuvastatin or placebo daily for 15 days.
Results: In total, twelve patients were included in the protocol; five patients received rosuvastatin and the
other seven received placebo. At the end of the study, we observed a decrease of the profile of inflammatory
cytokines in both groups, however it was considerably higher in the group that received rosuvastatin. Adverse
effects were not presented.

Palabras clave: rosuvastatina, quemaduras, citocinas, inflamacion.

INTRODUCCION

El dafio secundario por una quemadura produce una serie de respuestas inflamatorias, modificaciones en los
niveles de citocinas y alteraciones metabdlicas.] La quemadura induce en el sistema inmunologico cambios
que resultan en la supresion de la funcién inmunitaria e incremento de la susceptibilidad a infecciones. El
complejo proteico lipidico (LPC) es liberado de la piel danada, el cual es responsable de la supresion inmu-
ne, hay un incremento de mediadores inflamatorios como el TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10,IL-15, entre
otras.1,2

Nijsten et al, respecto a los niveles séricos de mediadores inflamatorios, en un estudio inmediato realizado
un dia posterior a la quemadura encontraron una elevacion pronunciada de IL-6,. Gou et al, reporté que la
concentraciéon maxima de IL-6 acontece durante la primer semana después de la quemadura y Marano et
al, informé que en pacientes sépticos con quemaduras es mas frecuente el incremento de TNF-a. 3
Gauglitz et al, demostraron la asociacién entre expresion de diferentes citocinas y la morbilidad y morta-
bilidad de pacientes quemados. Las IL- 6, ¢ IL-10 tienen un valor predictivo negativo, lo que incrementa
el riesgo de muerte. La IL-7 posee un valor predictivo positivo, por lo que el riesgo de mortalidad aumenta
cuando los niveles de esta interleucina disminuyen.4

En un ECCA realizado por nosotros en pacientes con trauma crancoencefalico, investigamos los efectos de
rosuvastina sobre diversas citocinas inflamatorias, en donde encontramos una reduccion significativa de los
niveles de TNF-a, a una dosis de 20 mg diarios durante 10 dias, no se observaron falla hepatica, lesion renal
aguda, nirabdomiolisis, ni otro efecto adverso, 5

Nuestro objetivo en el presente estudio fue realizar una prueba piloto de ensayo clinico controlado aleatori-
zado doble ciego para valorar la asociacion entre la administracién de rosuvastatina en pacientes quemados
en mas del 20% del area corporal total y los niveles de IL- 13, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-a durante
dos semanas.

MARCO TEORICO

Las estatinas son inhibidores reversibles de la enzima microsomal HMG-CoA reductasa, que convierte
HMG-CoA a mevolonato, la etapa limitante de la sintesis de colesterol, disminuyendo asi la sintesis hepatica
de colesterol. Ademas favorece la expresion del receptor de LDL en la superficie de los hepatocitos , lo que
aumenta la extraccion de LDL-C , reduce su concentracién sanguinea , aumenta la el colesterol HDL y
también disminuye triglicéridos.6

En un modelo de ateroesclerosis en conejos, se demostr6é que la atorvastatina disminuye la expresion de
moléculas quimioatrayantes MCP-1 e IL-8 porla reduccién de la activacion del factor nuclear [1B (NF-LIB)7,
los factores que modifican la aterogénesis incluyen, mejor funcién endotelial debido a la conservacion de



la produccion de la 6xido nitrico endotelial, inhibiciéon de la proliferacion de musculo liso vascular, donde
se ven implicadas varias vias de sefalizacion: la activaciéon de PPAR[] por la OxLDLu otros ligandos , au-
menta la expresion del transportador ABC-Al implicado en el transporte reverso de colesterol en las células
periféricas y disminuye mediadores pro-inflamatorios TNF-a, IL-1f3, IL-6, la 6xido nitrico sintasa inducible
(iNOS) y gelatinasa B. 8

METODOLOGIA

El estudio se llevé a cabo en la Unidad de Quemados del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, los
criterios de inclusion fueron: pacientes mayores de 18 afios de edad, dentro de las primeras 48 horas posterio-
res a la lesion, con quemadoras mayores al 20 % del area corporal total de cualquier profundidad y mecanis-
mo de lesion, con autorizacion por parte del paciente y/o familiar de acuerdo al consentimiento informado e
ingreso hospitalario. Se excluyeron a aquellos pacientes con antecedentes de enfermedades inmunosupre-
soras, comorbilidades cronico degenerativas (diabetes, hipertension arterial, cardiopatias, enfermedad renal
crénica e insuficiencia hepatica), embarazadas o en lactancia, administracion previa de estatinas, fibratos,
ciclosporina, antifingicos, azoles, macrolidos, inhibidores de proteasas, natazadona, verapamilo, diltiacem
y amiodarona

Se utilizé una tabla de aleatorizacién en bloques, se administraron por via oral 20 mg de Rosuvastatina o
Placebo cada 24hrs durante 14 dias , se recolecté 4 ml de sangre periférica en tubos con EDTA en el dia 0
(ingreso del paciente al hospital) y el dia 14, después la muestra se centrifugd a 1200 g por 10 minutos a 4°C,
luego se extrajo el plasma y se guardd a -80°C hasta su analisis. Al finalizar el reclutamiento las muestras
fueron descongeladas y analizadas mediante el método de “Cytometric Bead Array” CBA, con el kit “BD
CBA Human Inflammatory Cytokines”, se utilizé el citometro de flujo “BD Accuri Flow Cytometer C6”.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis estadistico se llevo a cabo con el programa JMP 8(SAS Institute Inc.,Cary, NC, USA), Rstudio
v0.99.902(Rstudio Team.Boston, MA 2016) y Rv3.3.0 (R core team. Vienna, Austria.2016).

Se realizaron medidas de tendencia central y dispersion de tosas las variables. Se calculé normalidad a través
de qqPlot de residuales de Fox. El analisis descriptivo se llevo acabo ala naturaleza de la variables estudiada;
las variables categoricas se describieron con frecuencias y porcentajes, mientras que las numéricas con distri-
bucién normal se expresaron en promedio y desviacion estandar.

El analisis bivariado de variables numéricas se realizé con t de Student (distribucién normal), suma de rangos
de Wilcoxon (distribucién no Normal) y el de las variables categéricas se efectu6 con Prueba exacta de Fisher,
para el andlisis de muestras dependientes se realiz6 t de Student pareada, los valores de p menores de 0.05
fueron considerados como significativos.

A continuacién se muestran cuatro tablas en donde se presentan los resultados, en la tabla 1 se enuncian las
caracteristicas generales de la poblacion, en la tabla 2 los niveles de interleucinas al inicio y final del estudio,
en la tabla 3 las caracteristicas de la poblacién por grupos y en la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos
por grupos de tratamiento.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblaciéon

Variable Valor

Edad 42.4£10.6

Sexo M:83.3%(10)
F:16.7%(2)

ASCT 23.9£11.05

quemada

Tabla 2. Niveles de interleucinas al inicio y final del estudio

Variable Dia 0 pg/ml Dia 14 pg/ml
IL-1 1.18+7.78 0.35+6.14
IL-6 05.3+454.87 7£213.9
IL-8 26.6+50.32 5.19+42.46
IL-10 1.76+11.73 0.77+£2.21
IL-12 0.88+0.52 0.75+0.63
TNF-o 0+0.61 0.625+4.23




Tabla 3. Caracteristicas de la poblacién por grupos

Variable Placebo (n=7) Valor de P

Estatinas (n=5)

Dias de estancia hospitalaria 0.66
15.28+8.97
18.4x13.53

Edad 0.17
36.14+14.19
51.2+19.03

Sexo 0.15
H: 100 %
H:60.0% M:40%

ASCT quemada 0.48
21.4£2.4
27.4+17.35

Quemadura ler grado 1
100%
100%

Quemadura 2do grado superficial 0.52
100%
100%

Quemadura 2do grado profunda 1
85%
60%

Quemadura 3er grado 14% 1
0%

Quemadura por fuego directo 0.11
42.8%
100%

Quemadura eléctrica 0.11
42.85%
0%

Quemadura por inmersién 0.11
14.28%
0%

Tabla 4. Niveles de interleucinas al inicio y final del estudio por grupos

Variable | Dia 0 (pg/ml) Dia 14 (pg/ml)

Placebo Placebo

Estatinas Estatinas
IL-1

0.37+2.28 0.13+0.38

1.93+4.22 1.14+4.31
IL-6

49.01+96.74 7+18.49

141.76+280.43 | 5.52+118.04
IL-8

20.16+19.55 5.49+52

36.86+33.56 4.9+23.48
IL-10

1.92+3.55 0.77+0.64

36.86+33.56 0.77+0.89
IL-12

0.92+0.65 0.92+0.66

0.81+0.31 0.52+0.65
TNF-a

0+0.58 0+0.68

0£1.3 0+£2.93

Se observa que en ambos grupos se presenta un perfil elevado de citocinas proinflamatorias semejante poste-
rior a la lesion. Al final del estudio hay una disminucién de citocinas en ambos grupos respecto a la medicién
inicial, sin embargo en aquellos que recibieron rosuvastatina, la reduccién es mayor aunque no es estadis-
ticamente significativa. Se comprobé que la administracién de rosuvastatina es segura debido a que no se
presentaron reacciones adversas.
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COMPARACION ENTRE PCR EN TIEMPO REAL Y PCR DIGITAL PARA LA
IDENTIFICACION DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS EN PACIENTES
EMBARAZADAS, CON PERIODONTITIS CRONICA

Hernandez Garcia Katia Ximenal, Martinez Martinez Rita Elizabeth2

RESUMEN

El embarazo es un estado fisiolégico en el que se presentan cambios locales y generales temporales en dife-
rentes estructuras de la mujer, como resultado del incremento en la produccién de algunas hormonas. El na-
cimiento prematuro y el bajo peso al nacer representan importantes problemas de salud publica en los paises
desarrollados y subdesarrollados, son los principales factores determinantes de la morbilidad y mortalidad
perinatal, y su etiologia es multifactorial. Uno de los factores mas importantes son los antecedentes de los
procesos infecciosos durante el embarazo, incluyendo infecciones genitourinarias y periodontitis.

En la presente investigacion, se lleva a cabo una comparacion entre 3 métodos de cuantificacion bacteriana,
el PCR punto final, PCR tiempo real y PCR digital, este tltimo siendo de los métodos mas actuales y precisos.

ABSTRACT

Pregnancy is a physiological state in which regional and temporal changes are present in different structures
of the woman, as a result of the increase in the production of some hormones. Preterm birth and low birth
weight represent important public health problems in developed and underdeveloped countries, are the main
determinants of perinatal morbidity and mortality, and its etiology is multifactorial. One of the most impor-
tant factors is the history of infectious processes during pregnancy, including genitourinary infections and
periodontitis.

In the present investigation, a comparison between 3 bacterial quantification methods, the PCR endpoint,
real-time PCR and digital PCR, the latter of the most current and accurate methods, is carried out.

Palabras clave: Periodontitis, Embarazo, PCR, P gingivalis

INTRODUCCION

El embarazo es un estado fisiologico en el que se presentan cambios locales y generales temporales en diferen-
tes estructuras de la mujer, como resultado del incremento en la producciéon de algunas hormonas, entre las
que se encuentran: estréogenos, progesterona, gonadotropinas, y algunas otras. Estos cambios pueden presen-
tarse en cavidad oral, de distinas formas como, la periodontitis, que es una enfermedad crénica inflamatoria,
multifactorial y polimicrobiana compleja que ocasiona la destruccion de los tejidos de soporte del diente.
Existen diferentes técnicas para la cuantificacién de bacterias, como la PCR digital que es un nuevo enfoque
para la detecciéon y cuantificaciéon de acidos nucleicos ya que ofrece un método alternativo a la PCR cuan-
titativa en tiempo real convencional para la cuantificacién absoluta y la detecciéon de alelos raros que tiene
algunas limitaciones, como la necesidad de una curva estandar de referencia, sobre la base de diluciones.
La PCR digital funciona mediante la particion de una muestra de ADN o ADNc en muchas reacciones de
PCR individuales en paralelo; algunas de estas reacciones contienen la molécula objetivo (positivo), mientras
que otras no (negativo).

Una sola molécula se puede amplificar un millén de veces o mas. Durante la amplificacion, se utiliza la qui-
mica TagMan con sondas etiquetadas con tintes para detectar objetivos especificos de secuencia. Cuando no
hay ninguna secuencia de destino presente, no se acumula ninguna sefial. Tras el andlisis de PCR, la fraccién
de reacciones negativas se usa para generar un recuento absoluto del nimero de moléculas de la muestra, sin
necesidad de estandares ni controles endégenos.

En este trabajo se compararan ambos métodos de cuantificacién de bacterias y se comprobaran sus caracte-
risticas.

METODOLOGIA

El tipo de estudio es transversal y analitico.

El muestreo se realizé consecutivo no probabilistico, desde noviembre de 2013 hasta Noviembre de 2014.
Para el presente estudio, se analizaron alrededor de 400 pacientes Se tomaron en cuenta los siguientes crite-
rios de inclusion pacientes puerperales sanos de 20 a 35 afos de edad; Todas las mujeres estaban bajo control
prenatal, con una sola gestacion sin alteraciones. Los criterios de exclusion fueron: Fecundacién in vitro,
cesarea programada, cuello uterino corto, fumadores y alcohoélicos, tratamiento periodontal previo, ingesta
de antibidticos en los tltimos 3 meses y pacientes a quienes era imposible obtener muestras.

Por lo tanto, 20 mujeres puerperales fueron incluidas en el presente estudio, y se dividieron en dos grupos con
base en semanas de embarazo hasta la fecha de Menstruacion y ultrasonografia. Un periodo de 37 semanas
fueron consideradas prematuros. 10 mujeres fueron incluidas en el término grupo de nacimiento y 10 en el
grupo de parto prematuro. Todas las pacientes vivian en San Luis Potosi, México. El reclutamiento se llevo a
cabo en el Departamento de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Central "' Ignacio Morones Prieto ", y las
muestras fueron procesadas en la Maestria en Ciencias Odontologicas en la Universidad de San Luis Potosi.
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Se obtuvo el consentimiento informado de todos los sujetos involucrado en el estudio. Un cuestionario com-
pleto de salud que incluy6 Informacién sobre la salud sistémica, ginecolégica y Antecedentes obstétricos y un
examen clinico oral de acuerdo con los principios éticos de la Declaracién de Helsinki (Version 2008).

El Comité Etico del Hospital Central " Ignacio Morones Prieto " y el comité de la maestria en Ciencias
Odontolégicas de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi aprobé el estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Existen algunos estudios que afirman y otros que niegan la asociacién entre la presencia de enfermedad pe-
riodontal y el desarrollo del parto prematuro. Estas variaciones pueden deberse a las diferentes condiciones
de cada una de las pacientes, que pueden interferir en el tiempo de gestacional. En el presente estudio preten-
demos controlar las principales variables confundidoras relacionadas con la etiologia del parto prematuro,
especialmente las infecciones maternas que son uno de los factores mas importantes para el parto prematuro.

En la tabla 1 se describe la informacion general acerca de los neonatos y de sus madres, se puede concluir
que el promedio de edad de los partos en termino normal fue ligeramente menor a la del parto pretermino,
mientras que el promedio del tiempo de gestacién fue ligeramente mayor en las pacientes que cumplieron
un embarazo en tiempo normal. Referente al peso del neonato se puede observar que los nacidos en parto
pretermino presentaron un peso ligeramente menor.

TABLA 1. Informacién general acerca de los neonatos y madres

Término (n=9) Pretermino (n=9) P
Edad (U de Mann | 23.88 {X£2.84 (20-29)} 24.11 {X 2.1 (25-28)} 0.9789
Whitney)
Tiempo de 39.36 {X 1.6 (34-41)} 38.06 { ¥£0.9 (36.6- 0.0703
gestacion (U de 41)}
Mann Whitney)
Peso del Neonato 3221.11 {x£479.2 2890.55 { k= 0.1086
(U de Mann (2750-3610)} 428.2(1880-3450)}
Whitney)

En la tabla 2, se muestra a informacioén periodontal de las madres estudiadas, en donde podemos observar
que la presencia de periodontitis fue ligeramete mayor en las pacientes con parto en termino normal, sin
embargo los promedios que se presentaron en la profundidad de bolsa, perdida de insercién y frecuencia de
cepillado, fueron similares en ambos grupos de estudio.

TABLA 2. Informacién Periodontal

Termino(n=29) Pretermino(n=9) P

Presencia de Frecuencia (%) 0.8908
Periodontitis (Chi®) 8.8% 6.6%

Profundidad de {X = DE (rango)} 0.2909

bolsa (U de Mann 244{% £0.34{23- 2.30{ ®£0.21 (2.5

Whimey) 2.8)} 2.6)}

Perdida de 277{% =044 (1.84- 230{x +0.53 (2.5- 0.069%
insercion (U de 3.5)} 2.6)}

Mann Whimey)
Frecuencia de 2.22{% =0.8 (1-3)} 2.11{% £0.5(1-3)} 0.7432

cepillado (U de

En la tabla 3, podemos observar la comparacién del numero de copias por mg de placa de cada una de las
muestras obtenidas, en los diferentes métodos de cuantficacion bacteriana, incluyendo PCR punto final, PCR
tiempo real y PCR digital.

TABLA

No. De copias mg Término Preterming
ploco X+DE (RANGD)

PCR TIEMPO REAL
49 % 10 E5x 100
£ 145100 & 142 x 000

(1820.7- 46X 107 (3.9 X 10°-4.4 X107

PCR DIGITAL |35 x 10" 221x10"
2200 £382 00
0.152-a8x20% (8.1 2 107 6.6 x 107
|

PCR PUNTO FINAL | 3NEGATIVOS EPOSITVDS
7 POSITNVOS. 3 NEGATIVDS

P<0. 0133 1 MANN-WH [ THEY

Tabla 3: cosparacien en tres diferentes per



CONCLUSIONES

En los resultados arrojados en el estudio podemos sugerir que el parto prematuro es una condiciéon multifac-
torial, y el papel de la periodontitis y de los periodontopatégenos en si no es suficiente para desencadenar el
parto prematuro. Los criterios diagnosticos y los datos obtenidos apoyan esta investigacién. Sin embargo, a
pesar del estado similar de gingivitis, la profundidad de la sonda fue mayor en sujetos de parto prematuro, tal
vez sean mujeres jovenes y este hallazgo podria ser un signo temprano de periodontitis. De manera similar,
las principales especies bacterianas periodontales no estan asociadas con el parto prematuro, incluso algunas
especies son mas frecuentes en mujeres nacidas a término. Los héabitos generales de higiene y cuidado son
mas pobres que los sujetos de nacimiento a término, ya que presentan un mayor nivel de placa dental, menor
frecuencia de cepillado de dientes, menor consulta prenatal, mayores niveles de caries dental activa, mas
necesidades dentales de tratamiento y estas situaciones

Aunado a esto se puede observar la necesidad de establecer mejores programas preventivos de salud bucal
para las mujeres embarazadas.
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Micronidcleos como biomarcador en pacientes femeninos con factores
de riesgo para adquirir el virus del papiloma humano (VPH)
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RESUMEN

Se realiz6 un protocolo de investigacién en 10 pacientes del Hospital del Nifio y la Mujer que se encontraban
en estadio NIC I (neoplasia cervical intraepitelial tipo I) y que reunian criterios de inclusion para el estudio.
Se tomaron muestras sanguineas y de raspado cervical para su posterior procesamiento. Se trabajé con ficoll
para crear un gradiente para después centrifugar y tener los componentes sanguineos separados, obteniendo
células de la capa de linfocitos. Tanto a las muestras epiteliales como de linfocitos se les agregé medio de
cultivo (DMEM-F) para después incubar, estimular (concavalina A) y parar crecimiento con (citocalasina B).
Se llevaron a cabo conteos celulares en ese transcurso. Finalmente se procesaron las muestras para determi-
nacion y conteo de microntcleos.

ABSTRACT

A research protocol was carried out in 10 patients of the Hospital del Nifio y la Mujer, who were in stage NIC
I and met inclusion criteria for the study. Blood samples and cervical scraping were taken for further proces-
sing. We worked with ficol to create a gradient to then centrifuge and have separated blood components. Both
the epithelial and lymphocyte samples were added culture medium (DMEM-F) to then incubate, stimulate
(concavalin A) and stop growth with (cytochalasin B). Cell counts were carried out during that time. Finally
the samples were processed for micronucleus determination and then counting.

Palabras clave: cultivo celular, concavalina A, citocalasina B

INTRODUCCION

El virus de papiloma humano es un virus de DNA bicatenario, perteneciente a la familia de los Papillomaviri-
dae, no posee envoltura, y tiene un diametro aproximado de 52-55nm, representado una de las enfermedades
de transmision sexual mas comunes. Este agente es el causante del cancer cervicouterino en la mujer, que
en México es la segunda causa de muerte, seguido del cancer de mama, teniendo una amplia prevalencia en
estados de escasos recursos en donde no se tiene acceso a los servicios de salud.

Se conocen mas de 100 tipos virales que en relaciéon a su patogenia oncoldgica, se clasifican en tipos de alto
y de bajo riesgo oncolégico. Entre los de bajo riesgo oncolégico se encuentran el VPH 6 y el VPH 11 que
producen verrugas o condilomas, se consideran de alto riesgo el VPH 16, 18,31,33, 35,39,45,51,52,56,58,59
y 66 que generan infecciones subclinicas que si no se detectan oportunamente ocasionan cancer cervical, de
vulva, vagina y ano en mujeres, o cancer del ano y pene en hombres.

La neoplasia intraepitelial cervical (CIN, del inglés cervical intraepitelial neoplasia), es una lesiéon precursora
a partir de la cual se desarrolla la mayoria de los carcinomas de cuello infiltrantes. Su clasificacion en 3 es-
tadios ayuda a prevenir y a diagnosticar tempranamente el cancer cervicouterino. NIC1; es el tipo de menor
riesgo, representa una displasia leve o crecimiento celular anormal, confinado al 1/3 distal, NIC2; lesién
escamosa intraepitelial de alto grado y representa una displasia moderada, confinada a los 2/3 del epitelio
cervical, NIC3; es una lesion de alto grado, la displasia es severa y cubre mas de 2/3 de todo el epitelio cervi-
cal. Esta lesion es considerada como un carcinoma in situ.

En nuestro estudio acudimos al Hospital del nifio y la mujer con la finalidad de encontrar pacientes que tuvie-
ran factores de riesgo para desarrollar la enfermedad y tomamos muestras sanguineas y de raspado cervical
para después procesarlas y encontrar microntcleos para después cuantificarlos y llevar a cabo un analisis. Los
micronucleos son masas de cromatina que tienen forma de pequenos ntcleos y que aparecen cerca del ntcleo
principal en las células interfasicas y son producidos por radiacién, sustancias genotoxicas y en nuestro caso
por virus. En nuestro trabajo tenemos la finalidad correlacionar la cantidad de micronucleos y la presencia
de la enfermedad.

METODOLOGIA

Determinacion de microntcleos en muestras sanguineas y de raspado cervical.

Se tomaron en cuenta criterios de inclusion y exclusion para la seleccién de pacientes como, inicio de vida
sexual, nimero de parejas sexuales como inclusivas; y fumar como exclusiva entre otras variantes. Se toma-
ron las muestras sanguineas y de raspado cervical mediante un consentimiento informado y autorizado por
el paciente, para después continuar con su procesamiento y analisis.

Se colocaron 3ml de sangre y de NaCl para cada muestra en tubos falcén de 15 ml, para después crear un
gradiente con ficol (3ml) agregado previamente en otros tubos falcon de 15 ml. Se tomaron 3 ml del prepa-
rado previo de sangre y NaCl y se le agregé a los preparados de ficol. Se procedié a centrifugar las muestras



durante media hora a una temperatura de 21 °C a 2500 gs.

Ya separados los componentes sanguineos, se tomaron las células de la capa de linfocitos de las muestras
obtenidas para su posterior cultivo celular en cajas, agregando 1 ml de medio (DMEM-F) en cada una, para
posteriormente incubar.

A las muestras cervicales se les agregé 1 ml de medio de cultivo (DMEM-F) para después homogenizarlas
con la finalidad de no perder células. Posteriormente se llevo a cabo su cultivo celular en cajas, para incubar
finalmente.

Al cultivo celular se le dio un seguimiento durante 96 horas. A las 0 horas se hizo un conteo celular mediante
camara de Neubauer y se recabaron los datos del nimero celular tanto de células epiteliales como de linfo-
citos. Posteriormente se estimul6 a las células a las 24 horas con concavalina A (3 microlitros), para después
llevar a cabo un conteo celular con muestras alicuotas obtenidas previamente. A las 48 horas tnicamente se
llevo a cabo el conteo celular. Durante las 72 horas se le dio freno al crecimiento celular mediante citocalasina
B (1.8 microlitros). Finalmente se procedié a cosechar las células de las dos estirpes.

Cosechadas las células se procedio a fijarlas. Se tomé todo el liquido en tubos eppendorf que se centrifugaron
a 7500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se le agregd 1 ml de PBS para volver
a centrifugar a las mismas condiciones. Como paso ultimo se agregd metanol: acido acético en relacion 1:1.
Para finalizar se tifien las células para poder observar los microntcleos. Se toma 1 ml de la muestra y se co-
locan sobre portaobjetos y se deja secar durante 1 dia, posteriormente se le agrega 1 ml de acido peryodico y
se deja reposar durante 5 minutos, para después lavarse con agua destilada. Se le agrega 1 ml de reactivo de
Schiff'y se deja sobre la muestra durante 30 minutos para después llevar a cabo un lavado con agua destilada.
Se le agrega 1 ml de hematoxilina de Harris y se deja sobre la muestra durante 10 minutos, después se lava.
Para finalizar la tincién se agrega verde brillante al 1% y se deja sobre la muestra durante 30 segundos, para
lavar bajo las mismas condiciones.

Para poder visualizar los micronucleos se necesita montar las respectivas muestras con resina xilol, se deja que
la muestra esté seca durante 1 dia para finalmente observar los micronticleos mediante un microscopio de luz
polarizada. Se lleva a cabo el conteo de micronticleos por cada 200 células.

RESULTADOS

Segun los cuestionarios realizados se encontré que la edad en donde habia mas presencia de la enfermedad
era entre los 41-50" en un 40%, la mayor parte de las pacientes estaban casadas en el 80%, en cuanto a la
escolaridad se encontré que la mayor parte (80%) sélo contaban con primaria y secundaria en tanto que el
20% restante tenia el nivel medio superior y superior. En cuanto al inicio de la vida sexual se observéd que
el 80% estaban en el rango de edad entre los 15-19* mientras que el 20% se encontraba en el rango de los
20-25". En cuanto al nimero de embarazos se encontré que el 60% tenian entre 1-4 y el 40% restante mas
de 4. El nimero de partos de entre 1 a 4 fue de un 80% mientras que el 20% restante lo fue de mas de 4. En
cuanto al nimero de familiares afectados se mostré que en el 80% no estaban afectados mientras que en el
20% si lo estaban.

Segun el crecimiento celular se obtuvieron las siguientes graficas que muestran un crecimiento celular en am-
bas estirpes (linfocitos y epiteliales), teniendo mas variaciones en cuanto las graficas que se obtuvieron de las
células epiteliales pues siguieron un crecimiento variado ya que influyeron diferentes factores como la toma
de muestra que realizaban las propias pacientes y el ciclo menstrual en el cual se encontraban. No obstante
todas las células en promedio mostraron un crecimiento celular en dénde resalta una fase lag, exponencial
y estacionaria.

En cuanto a los micrénucleos pudimos observar que se pudieron econtrar mas en linfocitos que en las epi-
teliales, pues se encontr6 un 47.8% de microntcleos en linfocitos en comparacion con un 41.025% que fue

encontrado en células epiteliales, en un campo de 200 células.

A continuacién las siguientes graficas mostrando los resultados obtenidos:
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Figura ). Se observan los microntcleos en linfocitos y en células epiteliales de la misma paciente.
CONCLUSIONES

La adquisicion del virus del papiloma humano es frecuente en la sociedad y es un determinante para el desa-
rrollo de cancer cervicouterino. La busqueda de métodos de diagnostico oportunos es un importante avance
en la medicina de prevencién ya que disminuye los costos de enfermedad en Salud Publica. La utilizacién de
micronucleos como biomarcador a fin de dar un escrutinio temprano a la enfermedad es un avance impor-
tante para reducir la incidencia del cancer cervicouterino que cada afio ocurre en 23.3 casos por cada 100000
mujeres en México. Finalmente se concluye que los factores del entorno pueden ser modificados a fin de
disminuir la incidencia de la enfermedad, como lo son la edad de inicio de vida sexual, el nimero de parejas
sexuales y el nivel de escolaridad, pues si se instruye y se educa a la poblacién en cuanto a esta enfermedad,
modo de contagio, maneras de prevencién y métodos de escrutinio, las mujeres estaran mas informadas y
tendran mas armas para llevar a cabo una medicina preventiva.
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EVALUACION DE LA MODIFICACION QUIMICA Y MICROESTRUCTURAL
DE LA DENTINA DESPUES DEL USO DE ACIDO ETILENDIAMINO
TETRAACETICO (EDTA) AL 10% Y 17% COMO AGENTE DE IRRIGACION EN
LA TERAPIA ENDODONTICA , POR MEDIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE BARRIDO (MEB) Y ESPECTROSCOPIA RAMAN.

Sanchez Medina Juan Gerardo 1 y Méndez Gonzales Maria Verodnica 2

RESUMEN

El tratamiento de conductos dependen del desbridamiento mecanico del sistema de conducto radicular, pero
la instrumentacién puede mejorar su resultado si se utilizan ciertas sustancias quimicas, los irrigantes. El
EDTA es uno de estas sustancias, pero este tiene una propiedad quelante la cual puede modificar la compo-
sicion quimica y microestructura de la dentina. Se decidié evaluar por medio de Microscopia Electronica
de Barrido (MEB) y Espectroscopia Raman dichas modificaciones en dientes instrumentados usando como
agente de irrigaciéon al EDTA al 10% y 17%, se establecieron dos grupos cada uno de diez dientes anteriores.
De cada grupo se seleccionaron tres muestras al azar y fueron las que se sometieron a las lecturas al MEB Y
Raman. En los resultados se aprecian cambios en la microestructura mientras que la composicién quimica
se aprecia sin cambios.

ABSTRACT

Treatment of ducts depends on the mechanical debridement of the root canal system, but instrumentation
can improve its outcome 1if certain chemicals, the irrigators, are used. EDTA is one of these substances, but
it has a chelating property which can modify the chemical composition and microstructure of the dentin. It
was decided to evaluate, by means of Scanning Electron Microscopy (SEM) and Raman Spectroscopy, these
modifications in instrumented teeth using 10% and 17% EDTA as the irrigating agent, two groups each of
ten anterior teeth were established. From each group, three random samples were selected and were subjec-
ted to the MEB and Raman readings. The results show changes in the microstructure while the chemical
composition is observed unchanged.

Palabras Clave: Irrigantes, EDTA, dentina, Espectroscopia Raman, MEB.

INTRODUCCION

Una enfermedad pulpar, que tenga las caracteristicas que no puede sanar por si sola, requiere de manos
expertas para realizar el tratamiento de endodoncia. Debemos tener en cuenta que nos enfrentamos a un
sistema de conductos, y que en la preparacion biomecanica solo podremos acceder “mecanicamente” al con-
ducto principal, por lo tanto, requerimos de un elemento que vaya a penetrar al resto del sistema de conductos
para mejorar la situacion.

La instrumentacién de los conductos radiculares mediantes técnicas manuales o mecanizadas son incapaces
de conseguir una completa eliminacion de las bacterias de su interior. Se precisa la irrigacién con soluciones
capaces de mejorar la limpieza de las paredes del conducto y de destruir las bacterias presentes en ellos.

En la actualidad existe en el mercado una amplia gama de irrigantes para uso endodéntico, siendo algunos
de los mas utilizadas aquellos que contiene EDTA y NaClO. Su uso es necesario por todas las caracteristicas
que nos aportan durante nuestro tratamiento, partiendo de lo mas basico que seria el arrastre mecanico del
detritus como la desinfeccion del sistema de conductos.

La concentracién, la temperatura, la frecuencia de aplicacién y los métodos de suministro de los irrigantes,
junto con el tiempo son objetivo de la investigacién continua, ya que estas sustancias no solo atraen beneficios
sino que también pueden modificar la estructura de los tejidos del érgano dentario lo cual, podria traer
consigo futuras complicaciones.

Es por esto que se plantea el uso de acido etilendiamino tetraacético (EDTA) como agente de irrigacién en la
terapia endodéntica al 10% y 17% para demostrar como es que esto influye en la modificacion de la superficie
dentinaria, y con esto el clinico pueda establecer un criterio sobre cual concentracion es la més adecuada al
1gual que se asegure un éxito en el tratamiento.

MARCO TEORICO

Las terapias actuales en el tratamiento de conductos dependen del desbridamiento mecéanico del sistema de
conducto radicular, pero la instrumentacién mecanica por si sola no puede remover todos los microorganis-
mos de este sistema ni todos los remanentes del tejido organico de las paredes del conducto radicular, asi que
para completar la instrumentacién y mejorar su resultado se utilizan ciertas sustancias quimicas, los irrigan-
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tes. El papel del irrigante es importante, ya que desempefia un rol protagénico en la preparacion ideal de la
superficie de la dentina. 1

Idealmente, los irrigantes quimicos deben tener efecto antibacteriano, lubricante, no téxico, producir una
minima destruccion a la estructura dental, proporcionar la disolucién de materiales organicos e inorganicos,
y ser relativamente conveniente y facil de usar. [1, 2 ,3]

Se han propuesto varios protocolos de irrigacion al intentar lograr el desbridamiento eficaz de las paredes del
conducto radicular, varios de ellos modifican factores que pueden influir en su eficacia, tales como la distan-
cia entre la punta de la aguja y el tope apical, el tiempo dedicado al riego y la cantidad y calidad del irrigante.
Incluso hay protocolos en los que se usan mas de una sustancia irritante. [4]

Sin embargo, actualmente no existe una tnica soluciéon de irrigaciéon que cumpla con todos los requisitos
para una solucién de irrigaciéon 6ptima. Usando una combinaciéon de productos en la secuencia correcta y la
técnica de riego contribuye a un resultado de tratamiento exitoso. [3]

El hipoclorito de sodio (NaOCI) es actualmente el irrigante endodéntico mas utilizado, debido a sus propie-
dades antibacterianas y su capacidad de disolver los tejidos organicos. 1,5 La principal desventaja de NaOCl
es su incapacidad para eliminar la porcién inorgéanica de barrillo dentinario. Por esta razén, se recomienda
la combinaciéon de NaOCI con EDTA. [1]

El EDTA se sugiere a menudo como una solucién de irrigacion, ya que puede quelar y eliminar el componen-
te inorganico de escombros de intracanal y se utiliza generalmente a una concentraciéon de 17%. EDTA es
un acrénimo utilizado para el acido etilendiaminotetraacético, compuesto quimico. Es un acido carboxilico
poliamino con la féormula [CH2 N (CH2 CO2 H)2]2. . EDTA parece reducir la actividad antibacteriana
y disolvente de hipoclorito, por lo que estos dos liquidos no deben estar en el canal al mismo tiempo .Por
ello, durante la preparacion mecanica se utiliza un lavado abundante y frecuente con hipoclorito de sodio,
mientras que el EDTA se utiliza al final de la fase de preparacion para eliminar completamente los restos
norganico y barrillo dentinario de las paredes del canal. [1,3]

Su prominencia como un agente quelante surge de su capacidad de “secuestrar” iones metalicos di- y tri-ca-
tiénicos tales como Ca 2+ y Fe 3+. Después de ser obligados por EDTA, los iones metalicos permanecen en
solucion pero exhiben reactividad disminuida. [3] En la dentina radicular, el EDTA reacciona con los iones
de calcio de los cristales de hidroxiapatita y forma quelatos de calcio solubles. Este proceso puede causar
cambios en la microestructura de la dentina y los cambios en la relacion de calcio - fésforo. Se ha informado
de que el EDTA descalcifica la dentina a una profundidad de 20-30 micras en 5 min. El proceso de descalci-
ficacion es auto-limitante, porque el quelante se agota. [3, 6]

La dentina es el tejido conectivo mineralizado que ocupa la mayor parte del diente, esta cubierta por el es-
malte en la porcion de corona y el cemento en la parte de la raiz. Quimicamente esta conformada por 50%
de su volumen de material mineral; cristales de hidroxiapatita, y pequefias cantidades de fosfatos, carbonatos,
sulfatos, y elementos tales como fltior, cobre, zinc y hierro, 35-30% de material organico; Coldgeno tipo I
dispuestos en pequenios paquetes, que a su vez estan unidas por sustancias amorfas de naturaleza glicoprotei-
na, tales como lipidos, glucosaminoglicanos y compuestos de proteinas no identificadas y 20-
15% es fluido; similar al plasma sanguineo, pero peor definido. 7, 8, 9, 10]

La microestructura de la dentina esta conformada en su mayoria por tibulos dentinarios, los cuales son los
encargados de alojar los procesos odontoblasticos y de recorrer la dentina desde la pulpa hasta la unién ame-
lodentinaria (DEJ). La dentina que recubre estos tibulos es llamada dentina peritubular la cual esta hipermi-
neralizada, en tanto que aquella entre los tabulos es llamada dentina intertubular formada principalmente
por colageno tipo I que engloba cristales de hidroxiapatita y fluido dentinario. Los tabulos varian en nimero
y pueden representar desde el 1% (0.8 mm de didmetro) del area total de la superficie de la dentina junto a la
DEJ y aumentar en direcciéon a la pulpa hasta el 22% (2.5 mm de diametro) del 4rea total de superficie de la
dentina (Pashley et al., 1989). Esta organizacién determina un comportamiento anisotropico de la dentina,
es decir, las propiedades del substrato difieren segtn la direcciéon considerada. [9, 10]

Durante un tratamiento endodontico la dentina intraconducto es la que se ve afectada tanto por la instrumen-
taciébn mecanica como por la interaccion con el irrigante , teniendo en cuenta que una de las caracteristicas
del irrigante ideal es producir una minima destruccion a la estructura dental, asi como las propiedades del
EDTA, se decidi6 realizar este estudio para conocer que tanto se ve afectada la composicién quimica y la
microestructura de la dentina, todo esto evaluandose mediante el MEB y espectroscopia Raman.

La Espectroscopia Raman es una técnica foténica de alta resolucién que proporciona en pocos segundos
informacioén quimica y estructural de casi cualquier material o compuesto organico y/o inorganico permi-
tiendo asi su identificacion. El andlisis estéd relacionado con vibraciones de enlaces moleculares, basicamente
la luz dispersa por un material al incidir sobre ¢l, un haz de luz monocromatico. Una pequena porciéon de la
luz es dispersada inelasticamente experimentando ligeros cambios de frecuencia que son caracteristicos del
material analizado e independiente de la frecuencia de la luz incidente. En el caso de la dentina la radiacion
de fluorescencia espectroscopia es alta, relacionado con la vibracién de los componentes organicos. Gracias a
la composicién quimica de la dentina se hace posible establecer un valor estandar de ésta, bajo la Espectros-
copia Raman 96lcm-1 de desplazamiento para hidroxiapatita, los fosfatos 1071cm-1 y el colageno en 1260,
1453 y 1667cm-1 [8]



METODOS Y MATERIALES

Este estudio fue realizado en Laboratorio de Microbiologia de la Maestria de Endodoncia de la UASLP y
en el Laboratorio de la Preclinica de la Maestria de Endodoncia de la UASLP, se inici6 con la recoleccion
de muestras, 23 dientes anteriores los cuales debian ser unirradiculares, libres de caries, con raices rectas y
sin variantes anatémicas, se excluyeron aquellos con dos o mas conductos, raices con presencia de fisuras y
dientes con raices menores a 13mm. Una vez obtenidas el total de las muestras se mantuvieron bajo humedad
absoluta. Posteriormente se limpiaron con ayuda de un bisturi para la eliminacién de los restos de tejidos
blandos vy sarro. Fueron descoronados con un disco de diamanté para obtener una raiz mayor a los 13 mm.
de longitud. Se almacenaron bajo humedad absoluta. Para las pruebas de irrigaciéon con EDTA se estable-
cieron dos grupos: GRUPO I: 10 dientes / EDTA 10% y GRUPO II: 10 dientes / EDTA 17%. GRUPO
CONTROL: 3 dientes / solucion salina.

Instrumentacion: A todas las piezas dentales se les toma una radiografia periapical para verificar la presencia
de un solo conducto, los dientes seleccionados fueron aleatorizados por medio de una aleatorizacién simple,
10 dientes para cada grupo de estudio. Con una Lima tipo K#15 (Desnply® Maillefer) se verific6 que con-
ducto tuviera patencia, la longitud se tomé restando un milimetro de la salida de la lima por el foramen api-
cal dicha lima se tom6 como Odontometria , se instrument6 siguiendo la técnica lateral modificada llegando
hasta la lima tipo K#30 (lima maestra) para después realizar el retroceso y terminar con la lima K#50 , por
altimo se aliso con la lima Hedstroem (Desnply ®Maillefer ) , la inmediata menor a la lima maestra. Entre
cada instrumento se fueron irrigando 2 mL de la soluciéon problema con una jeringa de 5mlLy aguja Endoeze
(Ultradent®) realizando movimientos corono-apical a I mm de la longitud de trabajo. Continuando con el
protocolo de irrigacién, al final cada muestra fue irrigada con 5 mL de solucion salina para eliminar el exceso
de solucién de estudio y posteriormente el conducto se secd con puntas de papel. La muestra se mantuvo
bajo humedad relativa, esta se envolvia con un algodén humedecido. Lo anterior se realizé en cada uno de
los grupos.

Preparacion de las Muestras para lectura al MEB y RAMAN: Unas vez obtenidas las diez muestras de cada
grupo (GRUPO I/ EDTA 10% y GRUPO II 7/ EDTA 17%), se seleccionaron al azar 3 muestras de cada
grupo para ser preparadas para lectura al MEB Y RAMAN. La preparacion de dichas muestras requirio
de la divisién en dos mitades a lo largo del eje corono apical, se llevo a cabo con la ayuda de pieza de baja
velocidad, disco de diamante cuatro luces, un cincel y martillo. Obtenidas las mitades de las piezas trabajadas
se colocaron en un Desecador, el cual contenia en la parte inferior del de silice, para que las muestras perdie-
ran la mayor humedad posible, estas se mantuvieron ahi por dos dias. Las muestras obtenidas se codificaron
segtn la Tabla 1.

Tabla. 1. Cada No. de muestra representa una pieza trabajada, A y B son cada una de las mitades obtenidas
después del corte .La seleccion de muestras en cada grupo fue al azar.

GRUPOI1/EDTA 10% GRUPOII/EDTA 17 %
No. de Muestra | MEB | RAMAN | No.de Muestra | MEB | RAMAN
2 2A 2B 2 2A 2B
3 3A 3B 5 5A 5B
10 10A 10B 7 7A 7A

En cuanto al grupo control, cada una de las 3 piezas fue sometida al proceso anterior.

Posterior a los dos dias en el desecador las muestras fueron colocadas en tubos eppendorf para su traslado. En
el caso de las muestras que serian leidas con el MEB fueron sometidas a un bafio de oro.

Espectroscopia Vibracional Raman y MEB: Esta Fase fue elaborada en el centro de investigacion de Op-
tica A.C (Unidad de Aguascalientes), en donde se realizaron las lecturas en las muestra por Espectroscopia
Vibraciénal Raman. Se llevaron a analizar un total de 6 muestras las cuales fueron observadas mediante
un microscopio 6ptico (LEICA DMLM) que se encuentra integrado en el sistema Micro-Raman Renishaw
modelo 1000B. Ademas de las muestras también se obtuvo el espectro de la dentina de 3 muestras control.
Antes de la lectura de los espectros de la muestra se realiza la calibracion del sistema Micro-Raman Reni-
shaw usando como referencia una oblea de silicio cristalino a 520cm-1. El sistema presenta un laser diodo
de 830 nm el cual es dirigido a la muestra previo enfoque con el objetivo 50x del microscopio incorporado al
Sistema Raman. La potencia del laser sobre la muestra fue de 12.5 mW con un tiempo de exposicién de 30
segundos sobre la dentina intraconducto. El analisis se realiza en un Rango espectral de 100 a 2000 cm-1.
Cada una de las muestras fue leida a los 3 mm y 6 mm de CDC. Las lecturas al Microscopio electrénico de
barrido (MEB) fueron realizadas en las instalaciones del Instituto de Metalurgia de la UASLP con el equipo
Philips FEI modelo XL-30-PW6630/01. Se obtuvieron vistas a 300x, 1000x y 2000x, siendo esta ultima en
donde se aprecian mayores cambios. Cada una de las muestras fue leida a los 3 mm y 6 mm de CDC. Todas
las lecturas fueron almacenadas en un CD para su posterior uso.




RESULTADOS

Como se presenta en la Figura. 1 ,correspondiente a las lecturas al MEB la microestructura de la dentina
después del uso de EDTA en las diferentes concentraciones se ve alterada en comparacién al grupo control,
quedando los tubulillos més permeables, esto podria atribuirsele a la propiedad quelante del EDTA, gracias
a la cual se elimina el lodillo dentinario. En cuanto a las lecturas al Raman (Figura. 2) no se observaron
diferencias ya que el pico de interés (961 cm-1) [8] aparece similar tanto en el control como en el resto de las
muestras problema, por lo que la composicién quimica no se ve alterada después del uso del irrigante. Las
lecturas obtenidas apoyarian que el EDTA se utilice al final en un protocolo de irrigacién tanto al 10% como
al 17% [1,3], ya que no se apreciaron muchas diferencias en los grupos, y en un tiempo reducido ya que altera
la microestructura de la dentina.

Figura 1. Vista de las lecturas al MEB a 2000x, se tomaron a 6mm de CDC. A) Muestra 2A EDTA 10%, B) Muestra 3*
EDTA 10%, C) Muestra 10A EDTA 10%, D) Muestra 2A EDTA 17%, E) Muestra 5A EDTA 17% F) Muestra 7* EDTA
17%, F) Muestra 7A EDTA 17% y G) Muestra Control solucién salina. En comparacion con el control G, se observa
en todas las muestras como los tubulillos estan permeables después de la irrigacién con EDTA, esto independiente a la
concentracion.

CONCLUSIONES

La microestructura de la dentina y su composicion quimica se puede ver alterada después del uso de agentes
de irrigacion en la terapia endodontica. El EDTA que es uno de estos agentes y como se observa en los resul-
tados de este estudio la modificacién en la microestructura de la dentina es considerable, mientras que la qui-
mica no presenta cambios, esto a concentraciones de 10% y 17%. Lo anterior podria apoyar el uso clinico de
ambas concentraciones, ya que tienen el mismo efecto en la remocién del lodillo destinario, aunque también
podria apoyar el uso de la combinacién de NaOCI con EDTA, esto para que el EDTA se utilice solamente al
final del protocolo y la microestructura no se vea afectada en gran medida.
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Figura 2. Se presentan los espectros Raman obtenidos de cada una delas muestras a los 6 mm de CDC. Dentro de los
corchetes punteados se observa el pico de interés.
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ANALISIS DE MORTALIDAD ASOCIADA A VIRUS DE INFLUENZA EN
POBLACION PEDIATRICA POR REGIONES DE LA REPUBLICA MEXICANA

Gerardo Rivera Alfarol y Daniel Ernesto Noyola Cherpitel2

RESUMEN

A pesar de las medidas que se han tomado para reducir la morbilidad y mortalidad por influenza, la enferme-
dad continta siendo un problema de salud pablica. Esto se observa principalmente en paises en vias de desa-
rrollo y en ciertos grupos de riesgo, entre los que se incluye la poblaciéon menor de 5 afos. El comportamiento
epidemiolégico del virus presenta variaciones determinadas por factores geogréficos, climaticos, entre otros.
Tomando en cuenta la diversidad de condiciones geograficas en México, no es adecuado asumir que la enfer-
medad es homogénea en todo el pais. El objetivo de este trabajo fue estimar la mortalidad atribuible a influen-
za en menores de 5 anos de edad durante los anos 1998-2015 en distintas regiones de la Reptiblica Mexicana.

ABSTRACT

Despite the measures that have been implemented to reduce morbidity and mortality associated to influenza
virus, the disease continues to be a public health problem. This is more evident in low-income countries and
in some age groups, such as children younger than 5 years old. The viral epidemiologic behavior shows va-
riations determined by geographical and climatic conditions, among other factors. Taking into account the
diverse geographical conditions in Mexico, it is inappropriate to assume that the disease is uniform across the
country. The objective of this study was to estimate influenza-attributed mortality in children younger than
5 years of age throughout the years 1998-2015 in different regions in Mexico.

Palabras Clave: Influenza, México, mortalidad, nino.

INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRAS) se definen como afecciones al sistema respiratorio en las cuales
esta involucrado algin microorganismo patégeno. Estas infecciones se clasifican en las que afectan al siste-
ma respiratorio superior (nariz, laringe y senos paranasales) y las que afectan al sistema respiratorio inferior
(traquea, bronquios, bronquiolos y alvéolos). Las IRAS son la afeccién infecciosa mas comtn en menores de 5
anos en todo el mundo. Aunque en la mayoria de las ocasiones estas infecciones no conllevan a consecuencias
graves, hay casos que pueden complicarse con neumonia y bronquiolitis.

La etiologia de las IRAS depende en gran medida del sitio de localizacion de la infeccion (via aérea superior
o inferior) ya que cada patdgeno requiere condiciones diferentes para sobrevivir. Debido a las caracteristicas
que posee el sistema respiratorio, se estima que hasta el 80% de las IRAS son causadas por agentes virales.
Algunos ejemplos de ellos son: el virus sincicial respiratorio, rinovirus, parainfluenza, influenza, metapneu-
movirus humano, adenovirus, coronavirus y bocavirus. Sin embargo, en gran parte de los casos la identifica-
ci6on del agente especifico no se realiza de forma sistematica, dado que la deteccion de virus no esta disponible
en gran parte de los centros hospitalarios. Las herramientas de diagndstico viroldgico estan confinadas a los
centros mas especializados de nuestro pais.

Los virus de la influenza de significancia epidemioldgica se clasifican en A o B. Los del tipo A siguen una
nomenclatura dependiendo de los antigenos de superficie que presente el patéogeno (hemaglutinina y neura-
minidasa). Los virus de influenza siguen un comportamiento estacional que generalmente predomina en las
temporadas invernales. Esto conlleva al incremento en el nimero de consultas médicas, hospitalizaciones,
uso de antibidticos y ausentismo escolar en nifos, asi como laboral en los adultos. En un estudio donde se
identificé el agente causal de la enfermedad, se detect6 que el virus de influenza B fue el que mas se relaciond
a ausentismo escolar. Sin embargo, en general el virus de influenza A se asocia a epidemias de mayor impacto
en la salud de la poblacion.

Existen diversos factores de riesgo que impactan en la mortalidad asociada a influenza. La presencia de en-
fermedades previas a la infeceién, poblacion menor de 5 afios (en particular menores de 6 meses), coinfeccién
bacteriana y circulaciéon activa de cepas del virus del subtipo H3N2, son algunos que se han reportado en
diversos estudios. También de importancia y ya frecuentemente reportado en la literatura es el nivel socioe-
conomico de las comunidades.

La vacunacién en la poblaciéon mexicana juega un papel crucial en el comportamiento del virus de influenza.
Es importante analizar la conducta regional del virus y, con base en ello, tomar medidas necesarias para
poder asi disminuir la transmisiéon y como ultima meta las consecuencias que conlleva la infeccién.

METODOS Y MATERIALES

La informacién obtenida para el estudio se encuentra disponible y con acceso libre en las paginas web de la
Secretaria de Salud y de otras instituciones (CONEVAL, CONAPO e INEGI). A partir de estas fuentes se
extrajo informacion para generar bases de datos de trabajo con las cuales se realiz6 el andlisis.

La mortalidad general por afio en nifilos menores de 5 afios fue obtenida de la pagina web de la Direccién



General en Informacion en Salud, perteneciente a la Secretaria de Salud. Se obtuvieron 18 bases de datos co- _
rrespondientes a cada uno de los afios comprendidos entre 1998 y 2015. Posteriormente, se hizo una depura-
ci6n de cada archivo Microsoft Excel con el fin de eliminar indicadores que no fuesen necesarios para realizar
el analisis. Los indicadores considerados como necesarios y que se mantuvieron en las bases de datos fueron:

1.- Ao, mes y dia de nacimiento.

2.- Sexo y edad al dia de la defuncién.

3.- Entidad, municipio, localidad y tamafo de la localidad de residencia habitual.
4.- Afo, mes y dia de defuncion.

5.- Causa de defuncion.

6.- Semana epidemioldgica en la que ocurri6 la defuncion.

Subsecuentemente, se unificaron todas las bases de datos en un solo archivo para generar series de tiempo de
mortalidad por enfermedades respiratorias y sobre mortalidad por neumonia e influenza (c6digos J00-J99 y
J09-J18 de la “International Classification of Diseases 10th revision” ICD-10, respectivamente).

Para realizar el calculo de las tasas de mortalidad, se obtuvieron los datos de proyecciones poblacionales en
menores de 5 afios (hombres, mujeres y total) por estado a principio y a mitad de afio elaborados por el Con-
sejo Nacional de Poblacion (CONAPO). A partir de las proyecciones a principio de cada ano, se realizaron
los calculos correspondientes para estimar el incremento poblacional por semana epidemiolégica. Esto con el
fin de determinar la tasa de defunciones (con datos del Sistema Nacional de Informacién en Salud, SINAIS)
ajustados a la tasa poblacional por cada 100,000 habitantes.

Las regiones utilizadas en el estudio se generaron mediante el analisis de los patrones de mortalidad obser-
vados en los diferentes estados utilizando el software de analisis estadistico EPIPOI. Para ello, se gener6 a
partir de los datos reportados por el INEGI una base de datos con las coordenadas de cada entidad federativa
y se introdujo al programa. Posteriormente, tomando como criterios los picos primarios de mortalidad a
través de los afos y la localizacion geografica de cada estado, se agruparon las entidades con caracteristicas
similares y se generaron las siguientes siete regiones:

1.- Campeche, Chiapas, Quintana Roo, Tabasco y Yucatan.

2.- Baja California, Baja California Sur, Chihuahua, Durango, Nayarit, Sinaloa y Sonora.
3.- Aguascalientes, Coahuila, Nuevo Leon, Tamaulipas y Zacatecas.

4.- Colima, Jalisco y Michoacan.

5.- Guanajuato, Hidalgo, Querétaro y San Luis Potosi.

6.- Distrito Federal, México, Morelos, Puebla y Tlaxcala.

7.- Guerrero, Oaxacay Veracruz.

Para el calculo del exceso de mortalidad atribuible a la enfermedad nos basamos en las sugerencias estable-
cidas por la Organizaciéon Mundial de la Salud. Tomando esto en consideracién, aplicamos la misma meto-
dologia que en el estudio de Sanchez-Ramos y colaboradores utilizando el método de Serfling y se calculd
el exceso de mortalidad por causas respiratorias atribuible a influenza. Ademas, se analizaron dos periodos
de tiempo: el periodo previo a la inclusién de la vacuna contra influenza en el Programa Nacional de Vacu-
nacién en poblacion pediatrica (1998-2004) y el periodo a partir de la inclusién de la vacuna de influenza en
dicho programa (2004-2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el analisis se incluyeron 89,610 defunciones registradas entre julio de 1998 y junio de 2015 en nifios
menores de 5 afos. En la tabla 1 se muestra para cada regioén el nimero total de defunciones atribuibles a
influenza y los promedios expresados en tasas por cada 100,000 habitantes. Para analizar el impacto del Pro-
grama Nacional de Vacunacion, se separan los aflos en periodos previo y posterior a la inclusion de la vacuna
en ninos menores de 5 aflos. La mortalidad en todas las regiones, exceptuando la nimero uno, disminuy6
sustancialmente cuando se compararon dichos periodos de tiempo. Ademas, representado en la figura 1 y
excluyendo la pandemia ocurrida en 2009, se observa una marcada reducciéon en la mortalidad atribuida a
neumonia-influenza. Es notable que mientras que mostraron gran variabilidad durante los primeros afios del
estudio, las cifras en todas las regiones son muy similares en el afio 2015.

Tabla 1. Mortalidad atribuible a influenza.
Tasas por cada 100,000 habitantes y niimero total de defunciones.

Afios Anos

98.04 | 04-15 | Total

1.06 1.56 6,936
882 | 492 | 6267
505 | 355 | 3,360
5.09 241 4,484
1041 | 35 | 6133

2138 | 933 | 31,301
3.87 1.64 7.544




Figura 1. Mortalidad atribuible a influenza de 1998-2015 en cada region.
Tasas por cada 100,000 habitantes.

En las figuras 2 a 4 se exponen los periodos de circulacion del virus de influenza y el nimero de defunciones
por cada 100,000 habitantes a lo largo de los afnos de estudio a nivel nacional y en dos de las regiones de
estudio (region 1 y region 5). En estos graficos pueden compararse las variaciones en la mortalidad con los
periodos epidémicos del virus. En la regiéon nimero 1, conformada por entidades con climas calidos ubicadas
en la region sur del pais y la peninsula de Yucatan, los picos en la mortalidad son poco evidentes. El patrén en
dicha region resulta dificil de predecir por las pocas y no muy marcadas fluctuaciones que presenta la estacio-
nalidad en mortalidad por causas respiratorias. En contraste, en la regién 5 existe un aumento de mortalidad
que empata al periodo de circulacién viral. Este comportamiento ocurre de forma similar en el resto de las
regiones para las que no se muestran los datos, asi como en el total de los datos.

El comportamiento en la mortalidad esta influenciado por un gran nimero de factores y a pesar de haber
diversos estudios en el area, es muy complicado afirmar cuanto influye cada uno de estos. Los resultados ob-
tenidos muestran que es evidente que los patrones en la mortalidad atribuida a neumonia-influenza difieren
en distintas regiones del pais. Por lo tanto, es conveniente analizar los datos de forma regional. Aunque en
el promedio de todas las areas se denota un patrén que empata a la circulacion del virus a nivel nacional, el
analisis global enmascara comportamientos heterogéneos que ocurren en zonas especificas. Dicho sesgo se
puede eliminar si se analizan los datos de manera mas individualizada.

La densidad de poblacién a través de las regiones no es la misma. Por lo tanto, en trabajos relacionados a
epidemiologia, es inexacto comparar una region con otra considerando Gnicamente el nimero de casos.
Como se ha especificado en otros estudios y para resolver esta problematica, justificamos realizar el analisis
por tasas.

Existen multiples teorias que intentan explicar el comportamiento variado de los datos en las regiones. Se ha
establecido que en los climas calidos, la temporalidad del virus se ve afectada por la temperatura y la dosis
promedio de radiacién solar en dichas areas.

El indice socioeconémico familiar también juega un papel importante en la mortalidad. Se ha demostrado
que un menor acceso a la salud contribuye a la vulnerabilidad en la poblacién. Para un mejor entendimiento
de la epidemiologia de las infecciones causadas por virus de influenza seria interesante complementar el ana-
lisis regional incluyendo indicadores socio-econémicos para cada region.
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CONCLUSIONES

En conclusién, la mortalidad atribuida a influenza en menores de 5 anos de edad presenta un comporta-
miento heterogéneo en México. Es necesario tomar medidas de salud ptblica regionalizadas con el fin de
disminuir la mortalidad infantil, ya que los determinantes en cada entidad federativa pueden variary, por lo
tanto, los recursos requeridos y las medidas apropiadas son diferentes. Como accién ejemplar, la vacunacion
ha reducido en gran medida el impacto del virus en la poblacion. Nuestros resultados muestran como la
reduccion en la mortalidad ha sido més marcada en ciertas regiones del pais. Eis necesario realizar estudios
subsecuentes para identificar las condicionantes regionales de mortalidad para establecer medidas especificas
que contribuyan a reducir la mortalidad infantil en el pais.
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EPIDEMIOLOGIA DE SALMONELLA SPP Y BRUCELLA SPP EN POBLACION
INFANTIL DE UNA REGION NORTE CENTRO DE MEXICO

Barajas Morales Gabriela Abigail y Silva Cazares Macrina Beatriz

RESUMEN

En el trabajo siguiente se ha tomado como caso de estudio la epidemiologia de Salmonella spp y Brucella
spp en la poblacién infantil en la Escuela Primaria “6 de Enero del 1915” en la comunidad de San José de las
Trojes, Matehuala, S.L.P., tomando una muestra por conveniencia de 19 voluntarios. Se tomaron muestras
sanguineas y éstas se analizaron con quimicos de la marca BD Bioxon para reacciones febriles teniendo como
resultado que el principal antigeno encontrado fue el Paratifico “B” con un 31% y el de menor porcentaje
fue Brucella abortus con un 10.52%, estos resultados concuerdan con la estadistica internacional, nacional
y estatal, ya que se encuentra con mayor frecuencia Salmonella spp que Brucella spp en poblacién infantil.
Palabras clave; Epidemiologia_infantil, Salmonella spp, Brucella spp, reacciones_febriles.

ABSTRACT

In the following work the epidemiology of Salmonella spp and Brucella spp in the children population in the
"6 de Enero de 1915" Primary School in the community of San José¢ de las Trojes belonging to the municipa-
lity of Matehuala, SLP , Taking a convenience sample of 19 volunteers (8 men and 11 women) representing
48.71% of the population of that school. Blood samples were taken from the sample of the population and
analyzed with BD Bioxon brand chemicals for febrile reactions, with the result that the main antigen found
was the "B" Particle with 31% and the lowest percentage was Brucella abortus with 10.52% of the total po-
pulation sample, these results are consistent with international, national and state statistics, since Salmonella
spp 1s more frequently found than Brucella spp in the child population.
Keywords;Childhood_Epidemiology, Salmonella spp, Brucella spp, febrile_reactions.

INTRODUCCION

La fiebre se define como una temperatura rectal por arriba de 38°C, temperatura axilar por arriba de 37.5°C
o temperatura timpanica por arriba de 38.2°C. Se considera ficbre a la elevacién de la temperatura por arri-
ba de la variacién diaria normal la cual se modifica de acuerdo a la edad. (CENETEC, 2013)

La infeccion causada por microorganismos de diversas especies produce entre otros sintomas una marcada
elevacion de la temperatura, tal es el caso de la fiebre tifoidea. (Hernandez, 2014) La fiebre tifoidea es una
enfermedad febril aguda de origen entérico producida por la Salmonella typhi, en raras ocasiones Salmonella
paratyphi A, paratyphi B (Salmonella schottmuelleri) y Salmonella paratyphica C (Salmonella hirschfeltii)
pueden producir un cuadro clinico similar, aunque de menor gravedad. Estas salmonellas sélo afectan al ser
humano. (Jurado et al, 2010)

El género Salmonella pertenece a la familia enterobacteriaceae, son bacilos gramnegativos, no encapsulados,
flagelados, con fimbrias y pilis, pueden ser aerobios o anaerobios facultativos que fermentan glucosa, maltosa
y manitol (Figura 1). El periodo de incubacion es generalmente de diez a catorce dias, durante la primera
semana de la enfermedad se presenta fiebre (40°C-40.5°C), malestar general, mialgias, cefalea, anorexia,
dolor a la palpacién abdominal, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia generalizada, bradicardia
a pesar de la fiebre, inyeccién conjuntival, piel deshidratada y letargia. En la segunda semana puede haber
constipacién o diarrea, roséola tifoidica (lesiones cutaneas discretas, papulo, eritematosas, de 2 a 4 mm,
inicialmente blancas posteriormente rosas y después de dias desaparecen sin dejar cicatriz), y los sintomas
respiratorios pueden progresar. Las complicaciones mas comunes son hemorragia o perforacion intestinal,
colecistitis, hepatitis, delirio, confusién, coma y choque. El diagnostico se realiza por hemocultivo, hemag-
lutinacién pasiva, ELISA, entre otras. (Romero, 2007) Las reacciones febriles son un conjunto de pruebas
que sirven como su nombre lo indica para diagnosticar enfermedades que cursan con fiebre, como Fiebre
tifoidea (Salmonella), Brucelosis (fiebre ondulante, fiebre de Malta), la prueba de aglutinaciéon de Widal es
muy segura; es una aglutinaciéon en tubo y los resultados se obtienen asi: tifico H y paratifico Ay B en 2 horas,
tifico O en 24 horas y brucella anortus en 48 horas, se realiza a partir de la segunda semana de evolucién de
la enfermedad. (Poujol, 1996) El tratamiento de Salmonella typhi es el cloranfenicol, ampicilina y furazoli-
dona. Actualmente se recomiendan cefalosporinas de tercera generacién y quinolonas como ciprofloxacina
y oftoxacina. (Romero, 2007)

Figura 1. Salmonella spp, (CID, 2012) Figura 2. Brucella spp (CID, 2012)



La brucelosis, conocida también como fiebre de Malta, fiebre ondulante, enfermedad de Bang o fiebre del
Mediterraneo, es una zoonosis ocasionada por bacterias del género Brucella, cuyas especies patégenas para
los animales son B. Melitensis, B. Abortus, B. Suis, B. Canis y B. Ovis que afectan preferentemente a cabras,
vacas, cerdos, perros y ovinos; la B. Melitensis es la mas comtn en el humano, siendo poco frecuente la B.
Canis. (NOM 022, 1994) Las bacterias del genero Brucella, de la familia brucellaceae, son cocobacilos
gramnegativos de 0.5 a 0.7 pm. de diametro y 0.6 a 1.5 pm. de longitud; aerobios, inméviles, no esporulados,
no encapsulados, oxidasa y catalasa positivos, y productores de ureasa y acido sulfhidrico. (Romero, 2007)
(Figura 2)

La brucelosis en el hombre se transmite por la ingesta de leche, sus productos y derivados contaminados,
no pasteurizados, por contacto con productos, subproductos y desechos como tejidos o excreciones de ani-
males enfermos, y por inoculacién de brucelas o inhalacién del polvo de corrales o mataderos, donde éstas
se encuentran, y por transfusiones sanguineas. (NOM 022, 1994) El tiempo de incubacién es de una a tres
semanas, produce cansancio muscular generalizado, escalofrios, sudoraciéon vespertina, anorexia, mialgias,
artralgias y el bazo se ve crecido. La fiebre se va elevando dia a dia hasta alcanzar 40°C o mas, a las dos o
tres semanas de evolucion natural, la fiebre remite, y el paciente evoluciona asintomaticamente por varios
dias, para después reaparecer la fiebre. El diagnéstico de brucelosis se realiza por medio de rosa de Bengala,
aglutinacion estandar, la aglutinacion en la prueba con antigeno Rosa de Bengala, que demuestre anticuer-
pos especificos en el suero del paciente y nunca realizar el estudio en el plasma. Los medicamentos a utilizar
en el tratamiento de la brucelosis, seran conforme al esquema que se seleccione, por ejemplo: rifampicina y
trimetoprim con sulfametoxasol indicado en niflos, mujeres embarazadas, después del primer trimestre, y
ancianos. (Romero 2007)

Epidemiologia de Salmonella spp

A nivel internacional, de acuerdo con el Boletin de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se observa
un incremento de 21.6 millones a 26.9 millones de casos de fiebre tifoidea, con mas de 200 mil muertes por
ano. (Crump, J., Luby, S., & Mintz, E, 2004) La regién de Latinoamérica tiene una incidencia media de fiecbre
tifoidea de 10 a 120 casos por cada 100 habitantes por ano. (Buckle, G., Fischer, C., & Black, R, 2012)

La siguiente tabla representa las tasas de incidencia de la fiebre tifoidea por saper regiones en el ano 2012.
(Tabla 1)

Tabla 1. Incidencia de Fiebre Tifoidea por super regiones. (Buckle et al, 2010).

Stiper regién Casos de Tifoidea | Persona-afios (p-afios) Incidencia (;?;;?)‘:;05/ 100000
Australia/Nueva Zelanda 695.0 17753 491.0 3.9
América Latina, Sur 68.0 65718.0 103.5
América del Norte 7503.0 5250827 005.0 0.1
Asia Pacifico 388.0 1021 033 000.0 0.0

Tabla 2. Distribucién de casos nuevos de Fiebre
Tifoidea y Paratifoidea por grupos de edad en México
en 2016. (SSA, 2016)

Edad Ficbre Tifoidea | p, ri;ef")’ir;e A A
<1 aiio 4 7
1 a 4 afios 39 23
5 a 14 aiios 115 43
Tabla 3. Casos de fiebre tifoidea en San Luis Potosi,

México. (DGE, 2017)

Figura 3. Tifoidea, Distribucién por Fiebre Tifoidea Fiebre Paratifoidea
entidades en México en 2007. Rangos: 2016 390 2016 78
negro: > 20.0 x 100 000 hab.; gris: de 10.0 a 11° Semana 11° Semana
< 20.0; blanco: < 10.0 (Lépez, 2010) 2017 180 2017 29

A nivel nacional se puede observar en la Figura 3 la distribucion de tifoidea en las entidades en México, ade-
mas en la tabla 2 se puede identificar la mortalidad por grupos de edad a causa de dicha enfermedad en el
pais en 2007. En el estado de San Luis Potosi se ha luchado para disminuir la mortalidad y los casos de fiebre
tifoidea obteniendo buenos resultados (Tabla 3).

Epidemiologia de Brucella spp

Si bien la prevalencia global de la brucelosis en el ser humano es desconocida, debido fundamentalmente
al subdiagnostico y a la subnotificacion, se estima que a nivel mundial afecta a 500.000 personas al ano,
especialmente en paises del area mediterranea, Arabia, India, México, América Central y Sudamérica. En
América Latina, Argentina, Perti y México son los paises con prevalencia mas elevada. (DGE, 2013) A nivel
nacional en la Figura 4, se puede observar la distribucion de brucelosis en 2004, donde solo un estado es libre
de esta enfermedad y en dos mas, se encuentra erradicada. En la tabla 4, se puede identificar el nimero de
casos nuevos de brucelosis infantil en México en 2016, tomando en cuenta que el total fue de 164 se puede
decir que el porcentaje de brucelosis infantil es bajo. En el estado de San Luis Potosi hasta la tercer semana
del 2017 se confirmaron 24 casos de brucelosis (Tabla 5)



Tabla 4. Distribucién de casos nuevos de Brucelosis por
grupos de edad en México en 2016. (SSA, 2016)

Edad Nimero de casos nuevos
<1 afio 1
1 a 4 afios 2
5 a 14 afios 7

Tabla 5. Casos de Brucelosis en San Luis Pofosi, México.
(DGE, 2017)

Figura 4. Brucelosis. Distribucién en México

en 2004 (Lopez, 2010) 2016 73
3° Semana 2017 24
MARCO TEORICO

En el ano 2006, Mussaret B et al en el articulo “Estudios mexicanos sobre Salmonella: epidemiologia, vacu-
nas y biologia molecular” publicado por la Revista Latinoamérica de Microbiologia menciona; Anualmente,
en el mundo hay al menos 16 millones de casos de fiebre tifoidea, resultando en 600,000 muertes. En México
se han reportado alrededor de 15 mil casos al afio de fiebre tifoidea.(Calva, 2006). En 2010, Jurado et al,
en el articulo “Fiebre tifoidea y otras infecciones por salmonellas” publicado por la Revista Medicine por
la UNAM, refieren la situacion epidemiologica de Europa en respecto a los pocos casos existentes de fiebre
tifoidea, pues afirman que los casos que se ven corresponden a personas que han viajado a zonas endémicas
(Africa, Sudeste Asiatico, América Latina) o que proceden de ellas.(Jurado et al,2010) Buckle et al, en el arti-
culo “Typhoid fever and paratyphoid fever: Systematic review to estimate global morbidity and mortality for
2010 publicado en 2012 por J Glob Health, describen que El nimero total estimado de episodios de fiebre
tifoidea en 2010 fue de 13,5 millones (rango intercuartil de 9,1-17,8 millones), estos resultados son compara-
bles con el analisis mas reciente de la morbilidad global de la fiebre tifoidea, que informé estimaciones brutas
y ajustadas de 10,8 millones y 21,7 millones de episodios de fiebre tifoidea a nivel mundial en 2000.(Buckle
et al,2012)

Vega et al, en el articulo “Brucelosis. Una infeccién vigente” publicado por Acta Médica Grupo Angeles en
2008, refiere que; En nuestro pais en el afio de 2007 se registré un total de 2,057 casos de brucelosis (757
casos en hombres y 1,297 casos en mujeres) de los cuales el mayor nimero se encontré en Nuevo Leon, Jalisco
y Guanajuato, el 90% de los casos fue producido por B. melitensis. (Vega, 2008) Cabrera et al, en su articulo
“Vigilancia epidemioldgica de la brucelosis humana en la Jurisdiccién Sanitaria de Ecatepec” publicado en
abril del 2014 por Investigacion Materno Infantil, describe que; La brucelosis constituye una de las zoonosis
mads importantes en México; esta distribuida en todas las entidades federativas, con un reporte promedio
anual de tres mil casos. La tltima informacién disponible data del 2011, con 3 436 casos notificados, lo que
representd una tasa de incidencia de 3.67 casos por 100,000 habitantes; ello refleja un incremento con res-
pecto al 2010, ya que se presentaron 2.52 casos por 100,000 habitantes. (Cabrera, 2014) En la revista Salud
Publica de México, version publicada en agosto de 2014, Garcia et al en su articulo “Analisis de riesgos de
la brucelosis en el estado de Tlaxcala”, menciona; En México, las estadisticas del ano 2011 reportaron para
el estado de Tlaxcala una tasa de incidencia de brucelosis humana de 14.3/100,000 habitantes, se considera
que el nimero de registros de casos e infecciones asintomaticas puede ser mayor por diagnoésticos imprecisos
y subnotificacion. (Garcia, 2014)

METODOLOGIA

La comunidad de San José de las Trojes se encuentra situada en el municipio de Matehuala, S.L.P. a 1630
metros de altitud, donde habitan 379 personas de las cuales 188 son hombres y 191 mujeres. El ratio de fe-
cundidad de la poblacién femenina es de 4.04 hijos por mujer. El reclutamiento de los nifnos para el estudio se
realiz6 en la Escuela Primaria “6 de Enero del 1915” de dicha comunidad, se solicité permiso a la directora
del plantel y se obtuvo una respuesta positiva para iniciar el estudio. Se cité a los padres, madres y/o tutores
que quisieran que sus hijos participaran voluntariamente, al ser una poblacién pequeiia se tomé una muestra
por conveniencia con la cual se realiz6 un censo donde se incluye la totalidad de la poblacién, la cual consistio
en 19 voluntarios (8 hombres y 11 mujeres) representando el 48.71% de la poblacion de la Escuela Primaria
en el mes de octubre del afio 2016. Los padres de familia firmaron un consentimiento informado otorgando
la autorizacién para que sus hijos participaran en el estudio segun lo indica la NOM 004. Se tomaron mues-
tras sanguineas por via intravenosa a los ninos manejando la NOM 003, éstas se analizaron con quimicos
de la marca BD Bioxon para reacciones febriles. Se gener6 una base de datos de acuerdo a los resultados de
las muestras sanguineas en el programa Microsoft Excel 2013 y mediante el programa IBM SPSS Statistics
Version 22 se realizé el andlisis de datos y generacion de graficos.

RESULTADOS

Los resultados se clasificaron a base del porcentaje de antigenos presentes en las muestras por sexo. (Figura
5y 6) Ademas, se generd una grafica general donde se agrupan los resultados de ambos sexos para un mejor
analisis. (Figura 7)
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RESUMEN

La hemodialisis es el tratamiento mas restrictivo en cuanto a la ingesta de liquidos y aumenta la dificultad de
seguirla correctamente, por ello el objetivo del estudio fue conocer las experiencias que tienen las personas
que asisten a hemodidlisis en San Luis Potosi en torno a la restriccién de liquidos. Es un estudio cualitativo
con disefno fenomenoldgico, se realizaron 18 entrevistas semiestructuradas y notas de campo como técnicas
de recoleccion de la informacion, y andlisis de contenido convencional para analisis de la informaciéon. Por
ello al comprender las experiencias de las personas se podra brindar un mejor manejo al tratamiento, el cual
sera reflejado con una ganancia de peso adecuada, disminucién de las complicaciones y mejorar su calidad

de vida.

ABSTRACT

Hemodialysis is the most restrictive treatment in terms of fluid intake and increases the difficulty of following
it correctly. Therefore, the objective of the study was to know the experiences of people attending hemodialy-
sis in San Luis Potosi around the restriction of Liquids. It is a qualitative study with phenomenological design,
18 semi-structured interviews and field notes were used as data collection techniques, and conventional con-
tent analysis for information analysis. Therefore understanding the experiences of people can provide better
management of the treatment, which will be reflected with an adequate weight gain, decrease in complica-
tions and improve their quality of life.

Palabras clave: Restriccion de liquidos; Enfermedad Renal Crénica; Hemodialisis; Investigacion cualitativa.

INTRODUCCION

En el ano 2015 se informé que aproximadamente el 10% de la poblacién mundial padece enfermedad renal
crénica (ERC) (OPS/OMS, 2015), es por ello que es considerado un problema en Salud Pablica a nivel mun-
dial y que ha incrementado tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo.

En México existen entre 8 y 9 millones de personas con ERC, de las cuales se calcula que aproximadamente
de 100 a 130 mil requieren de un tratamiento sustitutivo, ademas es la tercer causa de muerte hospitalaria en
el pais en lo que va del 2016, donde las tasas de mortalidad cada vez van en aumento (INEGI, 2016).

En el estado de San Luis Potosi, las muertes por insuficiencia renal ocupan el lugar nimero 11 segun el
INEGI, con 220 defunciones al ano.

La enfermedad se caracteriza por estadios dependiendo de la disminucién de la funciéon renal y es por ello
que aumentan las medidas en el tratamiento, como viene siendo el tratamiento sustitutivo, en el cual se en-
cuentra la hemodialisis y es la terapia que mas se aplica en los pacientes de San Luis Potosi. (Duran et al.,
2014) Al igual que el tratamiento médico y nutricional, en este ultimo donde se encuentra el tratamiento de
la restricciéon de liquidos.

Evidencia y experiencia cientifica en otros paises del mundo han reportado en estudios sobre la falta de ad-
herencia al tratamiento nutricional como la restriccion de liquidos, siendo esta la que mas dificultad ocasiona
a las personas que la padecen y la que menos se sigue, demostrado por el aumento de comorbilidades como
la ganancia alta de peso entre las sesiones de hemodialisis, aunado a ello aumento de las complicaciones de
la enfermedad como insuficiencia cardiaca, edema pulmonar, edema cerebral, entre otros y por ello falla en
el éxito del tratamiento, llevando en el mayor de los casos a la muerte. (Fernandes et al., 2015., Tovazzi &
Mazzoni, 2012., A. F. Cristovao, 2013., Malheiro Oliveira P et al., 2012)

Es por ello que se pretende que los resultados de esta investigacion proporcionen informacion relevante que
contribuya a mejorar la atencion de las personas con enfermedad renal en tratamiento de hemodidlisis en la
ciudad de San Luis Potosi, que nos permita conocer también cudles son las barreras y factores sociodemogra-
ficos que dificultan la restriccion de los liquidos y si cuentan con estrategias para poder llevarlo a cabo, todo
ello desde la experiencia y voz de quienes padecen ERC.

Objetivo general
Obtener los resultados del presente estudio por medio del andlisis de la informacién durante la estadia en el
Verano de la Ciencia.



Objetivos especificos

*Realizar transcripciones de las entrevistas obtenidas durante la obtencién de la informacién en formato
Word.

eEstablecer o identificar los codigos especificos para para hallazgo dentro del analisis de las entrevistas de
manera manual.

*Establecer o identificar las categorias en las que pertenezcan dichos cédigos obtenidos del analisis de la
informacion.

MARCO TEORICO

La restricciéon de liquidos

El control de la ingesta de liquidos es fundamental para el autocuidado de las personas con enfermedad renal
en Hemodialisis, debido a que la experiencia clinica ha mostrado que es el aspecto del tratamiento en ERC
donde se produce mayor grado de incumplimiento. (Iborra Molt6 et al., 2012)

Las personas que tienen tratamiento de dialisis tienen que controlar minuciosamente la ingesta de liquidos,
especialmente si no orinan (anuria). Por lo general, los pacientes en hemodidlisis tienen un control mas estric-
to que los que reciben didlisis peritoneal. (Massa et al., 2014)

Se establece que para aquellas personas que no orinan la recomendacién de liquidos sera tinicamente de 600-
1000ml y para los que estan en estadio 5 se les recomienda ingerir la cantidad de diuresis de 24 horas con 500

ml adicionales. (K/DOQI, 2002)

La Ganancia de peso interdialisis (GID) esta directamente relacionada con la ingesta de los liquidos que se
tenga, por ello es buen indicador de la adhesion a dicha restriccion. Se establece que una ganancia de peso
menor al 3% del peso seco existe un riesgo de malnutricién, y cuando es mayor al 5.7% el riesgo de mortali-
dad aumenta un 35%. (3-3.5kg). Se establece el criterio de adhesién que la GID no sobrepase 2.5 kg. (Iborra
Molté et al., 2012)

Una ingesta excesiva producira una hipervolemia (aumento del agua corporal), dando como resultado un
aumento en la presion arterial, problemas cardiacos y migracion de los liquidos a lugares donde no debe estar
como los pulmones (edema pulmonar), tejidos periféricos (edema o hinchazoén en piernas, brazos, cara, etc.)
aumentando asi las complicaciones tanto de morbilidad como de mortalidad en el paciente. (K/DOQI, 2002)

METODOS Y MATERIALES

El estudio es de tipo cualitativo con diseno fenomenologico, llevado a cabo en la ciudad de San Luis Potosi,
SLP, en dos unidades de hemodialisis de la capital del estado.

La eleccion de la muestra de estudio fue mediante un muestreo intencional. Se realizaron 18 entrevistas se-
miestructuradas durante las sesiones de hemodialisis, las cuales fueron grabadas por medio de audio y notas
de campo. Se les hizo saber los objetivos del estudio y su propésito por medio de un consentimiento informado
que al aceptar participar fue firmado.

Durante el Verano de la Ciencia se llevé a cabo la transcripcién de algunas de las entrevistas a formato
Word al igual que las notas de campo, posteriormente se realiz6 el andlisis de contenido convencional de la
informacién obtenida, la cual se desarrollé de forma manual analizando renglén por renglén la informacién
procedente de las transcripciones, describiendo a un lado del enunciado alguna reaccién emocional o escri-
biendo sobre alguna palabra clave o frase que capturara lo que se dice en el enunciado o en la parte del texto
dénde se identificod algo importante, posteriormente se establecieron los codigos especificos para cada idea o
hallazgo durante el analisis y finalmente se formaron las categorias propias para los resultados.

RESULTADOS

A continuacioén se presentan algunos de los resultados mas importantes en este estudio, con la finalidad en-
tender la influencia que tiene el fenomeno de la restriccion de liquidos en el tratamiento de la enfermedad
renal crénica.

Categoria 1) Experiencia con la restricciéon de los liquidos

Los liquidos es la parte del tratamiento de la enfermedad renal crénica que menos adherencia se tiene por
ser restrictiva, provocando dificultad para seguirla correctamente y provocando sentimientos a las personas
como si fuera algo muy malo.

“El agua es mi peor enemigo porque si tomo mucha me hincho...” Ent. 6
“Es estarte reteniendo a algo que es muy necesario para vivir, pues la verdad si se te complica...” Ent. 13

Categoria 2) Momentos o situaciones en los que las personas seden a un mayor consumo de liquido




El calor es uno de los principales motivos que ocasionan mayor ingesta de liquido en las personas.

“... cuando hace calor se da bien harta sed, se desespera uno...me dijeron que tengo que venir con menos
agua para la proxima sesion, pero iy si hace calor?” Ent. 4

Otro de los momentos donde las personas sienten libertad por tomar mas agua se debe a la cantidad de liqui-
do extraido durante la sesién de hemodialisis.

“....cuando me pasa asi, que me dejan medio kilo debajo si trato como de “si voy a tomar un poquito mas de
liquido™....porque sacaron mas liquido que no era del necesario....si me doy mi gustito...tengo mas libertad
para tomarme algo...” Ent. 13

Categoria 3) Estrategias para evitar mayor ingesta de liquido
Se identificaron estrategias que las personas implementan para evitar sobrepasar la cantidad de liquido reco-
mendado y asi evitar una mayor ganancia de peso.

““...tomo en un vasito pequeno, asi del chiquito y entro a echarme mis traguitos y si tengo mucha sed saco un
cubito de hielo y me lo chupo y eso me ayuda un poco con la sed...” Ent. 5

“...]as medicinas me las paso con saliva para no quemar el cartucho cuando quieras tomar otra cosa...” Ent.

2

Dichos hallazgos permitieron conocer como ha sido la experiencia de las personas que se encuentran en
hemodialisis con la restriccién de los liquidos, en ese sentido coincide con las estrategias y dificultades en-
contradas por Cristovao, y al igual que el trabajo de Tovazzi donde la gente experimenta sensaciones de
desesperacion, ansiedad, y dificultades para adherirse al tratamiento principalmente.

CONCLUSIONES

Es fundamental conocer la experiencia de las personas con enfermedad renal crénica en torno a la restriccion
de liquidos, este presente estudio ha permitido conocer diferentes formas en que la restriccion influye en sus
vidas, las acciones que llevan a las personas a tratar de adherirse mas, para asi evitar posibles complicaciones
sobre la enfermedad.

Hay que reforzar y darle seguimiento a los conocimientos que son aportados por el profesional en salud hacia
la persona con la enfermedad renal sobre el tratamiento que debe seguir, las estrategias que puede realizar y
como llevarlo a cabo, favorecera a mejorar la atenciéon de estas personas y al cuidado de su salud.
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PURIFICACION DE LA GP70 RECOMBINANTE DE Sporothrix brasiliensis
EXPRESADA EN EL SISTEMA PROCARIONTE Escherichia coli

Gutiérrez Torres, Al.; Mora Montes, H. M2.

RESUMEN

La esporotricosis es la micosis subcutanea mas frecuente en América Latina. Hasta hace poco, esta enferme-
dad fue atribuida a un tnico agente ctiolégico, el hongo Sporothrix schenckii, pero un estudio filogenético
propuso que S. schenckii es en realidad un complejo de especies cripticas de interés clinico, entre las que se
incluye S. brasiliensis. La principal adhesina descrita en la pared celular de Sporothrix es una glicoproteina
de 70kDa (Gp70) y se ha demostrado que es altamente inmunogénica. El objetivo de este trabajo fue la pu-
rificacién de la Gp70 recombinante de S. brasiliensis expresada en Escherichia coli. Para esto, se realiz6 la
induccion de la proteina recombinante y su purificaciéon, mediante cromatografia de metales inmovilizados
y elucion de geles de poliacrilamida.

ABSTRACT

Sporotrichosis is the most common subcutaneous mycosis in Latin America. Until recently, this disease was
attributed to a single etiological agent, the fungus Sporothrix schenckii, but a phylogenetic study proposed
that S. schenckii is in fact a complex of cryptic species of clinical interest, including S. brasiliensis. The major
adhesin described on the cell wall of Sporothrix is a glycoprotein of 70kDa (Gp70) and has been shown to be
highly immunogenic. The objective of this work was the purification of the recombinant Gp70 of S. brasi-
liensis expressed in Escherichia coli. For this, induction of the recombinant protein and its purification were
performed by immobilized metal chromatography and elution from polyacrylamide gels.

Palabras Clave: S. brasiliensis, Gp70, purificacién de proteinas.

INTRODUCCION

La esporotricosis es la micosis subcutanea mas frecuente en América Latina. Hasta hace poco, esta enfer-
medad habia sido atribuida a un tnico agente etiolgico, el hongo Sporothrix schenckii, pero un estudio
filogencético reciente propuso que S. schenckii es en realidad un complejo de especies cripticas de interés cli-
nico: S. globosa, S. brasiliensis, S. lurei, S. mexicana y S. schenckii sensu stricto. Entre los miembros de este
complejo, S. schenckii sensu stricto y S. brasiliensis son las especies mas comunes asociadas a la esporotricosis
(Chakrabarti et al., 2015; Mora-Montes et al., 2015). El morfotipo micelial del hongo penetra en el hospedero
humano, a través de abrasiones cutaneas producidas por material contaminado, antes de pasar por el cambio
morfologico a levadura. Ademas, la transmisién zoondtica, siendo el gato el principal vector, es de importan-
cia clinica y epidemiolégica. Los antigenos de la pared celular y los anticuerpos anti-pared celular pueden ser
la base para el desarrollo de pruebas seroldgicas especificas y sensibles. El desafio principal para desarrollar
una prueba diagnostica adecuada es la obtencién de un antigeno especifico de especie, esto se convierte en un
objetivo aun mas complicado debido a la alta reactividad cruzada observada para los glicoconjugados presen-
tes en la pared celular. Poco se sabe sobre los factores de virulencia de las de especies del complejo Sporothrix
schenckii. En este contexto, la aparicion y patogenicidad de S. brasiliensis conduce a la necesidad de dilucidar
los mecanismos de virulencia de esta nueva especie (Fernandes et al., 2013; Almeida et al., 2012). Algunos
factores de virulencia ya conocidos en S. Schenckii son enzimas extracelulares (Yoshiike et al., 1993; Ghosh
et al., 2002; Da Rosa et al., 2009), adhesinas (Lima et al., 2001; Teixeira et al., 2009) y melanina (Madrid
et al., 2009; Teixeira et al., 2010). La principal adhesina descrita en la pared celular de S. schenckii es una
glicoproteina de 70kDa, denominada Gp70, y media la unién del hongo a fibronectina, laminina y coldgeno
de la matriz extracelular del hospedero (Teixeira et al., 2009; Ruiz et al., 2008). Gp70 también desempena
un papel fundamental como un antigeno, que puede modular la respuesta inmune del hospedero, ya que es
altamente inmunogénica (Nascimento et al., 2008). El objetivo de este trabajo fue la purificacién de la Gp70
recombinante de S. brasiliensis expresada en E coli, un sistema procarionte incapaz de glicosilar proteinas.
Los protocolos para la inducciéon de la proteina recombinante (Martinez-Alvarez, comunicacion personal) y
la purificacién de la proteina (Garcia-Carnero, 2017) se han establecido previamente en el grupo de trabajo.

METODOS Y MATERIALES

Induccién de la proteina recombinante

De un preinéculo de toda la noche, se tomaron 500 pL de las células de E. coli BL21 DE3 transformadas
con la construccién pCold-Sb, y se incubaron en 150 mL de medio LB a 37 °Ciy a 200 rpm hasta alcanzar
una densidad 6ptica a 600 nm de 0.4. Inmediatamente después, al cultivo se le adicioné el inductor IPTG a
una concentracion final de 0.1 mM y se incubé a 20 °C a 200 rpm durante 20 horas. Después de este tiempo
las células se cosecharon por centrifugacion a 1,370 x g durante 20 minutos, se descarto el sobrenadante y se
recupero la pastilla para su posterior utilizacion.

Lisis de las células de Escherichia coli
La pastilla celular se resuspendié en la soluciéon amortiguadora de lisis (NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI 10
mM y Urea 8 M, el pH se ajusté a 8.0 con NaOH) (se usaron 5 mL de solucién amortiguadora por gramo



de peso seco de pastilla) y se le dieron 10 ciclos de congelamiento-descongelamiento con nitrégeno liquido,
dejando descongelar en un bano a 25 °C. El lisado se centrifugo a 9,485 x g durante 10 minutos, descartando
la pastilla (células no rotas) y se guardoé el sobrenadante.

Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La separacién y el analisis de las proteinas se realizaron mediante el uso de SDS-PAGE al 12 % de 1.5 mm
(Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad®), segin el método descrito por Laemmli
(1970). Los geles se tifieron con azul de Coomassie coloidal (sulfato de amonio 10 %, Coomassie G-250 0.1
%, acido orto-fostorico 3 % y etanol absoluto 20 %) durante 2 horas y después se destifieron durante otras dos
horas con agua desionizada. Para inspeccionar los geles se us6 el analizador ChemiDoc™MP (BioRad®).

Purificacion de la proteina recombinante mediante cromatografia de afinidad por metales in-
movilizados, bajo condiciones desnaturalizantes

Alicuotas conteniendo 2 mL de resina de Talon Metal Affinity de Ni-NTA (Jena Bioscience), con una capa-
cidad de unién de 5-10 mg/mL, se equilibraron con 5 volimenes de la matriz con la solucién amortiguadora
A (NaH2PO4 100 mM, Tris-HC1 10 mM y Urea 8 M, el pH se ajustd a 8.0 con NaOH), después se coloco el
sobrenadante de la lisis celular en la resina y se dejé interaccionando durante 1 hora a temperatura ambiente
con ligera agitacion, se eluy6 y se guardo. El lavado y la elucion de la proteina se hicieron con un gradiente
de pH (8.0, 7.4, 7.0 y 6.3). Para el lavado se utilizaron 3 volimenes de la matriz de la solucién amortiguadora
A'y 3 volimenes de la solucién amortiguadora B (NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM y Urea 8 M, el pH
se ajust6 a 7.4 con NaOH). Para la elucion de la proteina de interés se utilizaron 5 volimenes de la solucién
amortiguadora C (NaH2PO4 100 mM, Tris-HC1 10 mM y Urea 8 M, el pH se ajust6 a 7.0 con NaOH) y
5 volimenes de la soluciéon amortiguadora D (NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM y Urea 8 M, el pH se
ajustd a 6.3 con NaOH). Tanto para el lavado como para la elucion, se recolectaron fracciones de 2 mL y se
guardaron para después analizarlas mediante SDS-PAGE.

Elucion de proteinas de geles de poliacrilamida

Después del corrimiento electroforético, el gel se lavo 3 veces (5 min por lavado) con agua desionizada y se
tifi6 con KCly DTT. La banda se cort6 en pedazos pequefios (I mm?2) y se colocéd en un tubo eppendorf con
600 pL de PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM y KH2PO4 1.76 mM), durante toda la

noche en una incubadora a 25 °C con agitaciéon de 100 rpm (para eluir por difusion pasiva).

Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

Se pusieron 400 pL. de NaOH 1M con 100 pL de la muestra, se afadieron 500 pL. de H20 destilada, y se
dej6 incubando durante 10 min. Después, a cada muestra se agregaron 5 mL de una solucién de carbonato de
sodio al 2% preparada al momento, (por cada 50 mL de la solucién de carbonato se anaden 500 pL de sulfato
de cobre 1% y 500 pL de tartrato de sodio y potasio al 2%). Se dejé incubar por 10 min y posteriormente se
colocaron 500 pL del reactivo de Follin (1:3) a cada muestra y se dej6 incubar a temperatura ambiente duran-
te media hora. La lectura se hizo a 750 nm.

RESULTADOS

Purificacion de la proteina recombinante Gp70 de S. Brasiliensis

La purificaciéon de la Gp70 recombinante de S. brasiliensis (ShGp70) se llevé a cabo mediante cromatografia
de afinidad por metales inmovilizados con una resina niquel. En las Figuras 1 y 2 se presentan los geles con la
purificacion bajo condiciones desnaturalizantes, utilizando un gradiente de pH para lavar y eluir la proteina.
Como se observa en la Figura 1, el lavado con pH 8.0 y 7.4 (carriles 3-6) eluye una gran cantidad de proteinas
contaminantes, aunque tambien se eluye un poco de la proteina de interés. Con pH 7.0 se pueden observar
fracciones con mayor concentracion de la proteina de interes (carriles 7-10). El rendimiento de la purificacién

obtenido fue de 0.8562 mg/ml .

kDa

Figura 1. Purificacién de la SbGp70 bajo condiciones desnaturalizantes. La proteina de alrededor de 40 kDa
se eluy6 con un gradiente de pH. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Eluido de las proteinas
solubles de E. coli. Carriles 3-4: Lavado con pH 8.0. 5-6: Lavado con pH 7.4. Carriles 7-10: Elucién de la
proteina con pH 7.0. La electroforesis se llevd a cabo en un gel de poliacrilamida al 12 % en condiciones
desnaturalizantes y se tiné con azul de Coomassie coloidal.

En la Figura 2 se puede ver que en la elucion con pH 6.3 (carriles 3-7) las fracciones son mas puras y hay mas
concentracion de la proteina recombinante.
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Figura 2. Purificacion de la SbGp70 bajo condiciones desnaturalizantes. La proteina de alrededor de 40 kDa
se eluy6 con un gradiente de pH. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Lavado con pH 7.0 Carriles
3-7: Lavado con pH 6.3. La electroforesis se llevo a cabo en un gel de poliacrilamida al 12 % en condiciones
desnaturalizantes y se tifi6 con azul de Coomassie coloidal.

Como se puede ver en las figuras anteriores, la proteina recombinante no pesa 70 kDa, esto debido a la in-
capacidad de E. coli de glicosilar proteinas, en su lugar pesa 40 kDa, que es el peso esperado del péptido sin
la glicosilacién. Al concentrar las fracciones de la purificacién, se observo la presencia de algunas proteinas
contaminantes que no se pudieron eliminar. Para purificar totalmente la proteina de interés, se decidio llevar
a cabo su eluciéon directa de geles desnaturalizantes de poliacrilamida a partir de las fracciones de la purifi-
cacion, lo que nos dio una proteina totalmente pura (Figura 3).

kDa 1 2 3
75— | ===
50—' —
T e W <40
kDa
—

Figura 3. Gp70 recuperada de geles de poliacrilamida. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2-3:
Fracciones de la SbGp70 purificada con la resina de niquel, después de purificarse por elucién de gel. La
electroforesis se llevo a cabo en un gel de poliacrilamida al 12 % en condiciones desnaturalizantes, y se tind
con azul de Coomassie coloidal.

Los sistemas de expresion con E. coli como hospedero son extensamente utilizados en la produccion de pro-
teinas recombinantes, ya que tienen la ventaja de ser de facil uso y bajo costo. Es por esto que la induccién y
expresion de la Gp70 recombinante se llevaron a cabo en este sistema, utilizando el vector pCold I. Cuando la
temperatura de un cultivo de E. coli disminuye lo suficiente, el crecimiento se ve interrumpido y la expresion
de casi todas las proteinas disminuye, mientras que la expresién de un grupo de proteinas de choque térmico
es especificamente inducido. Este vector esta disefiado para realizar una expresion eficiente utilizando un
promotor derivado del gen cspA, aparte de que también posee en su extremo 5 una secuencia His-tag, que
permitié la purificacion por afinidad de la proteina. La proteina recombinante obtenida con este sistema tiene
un peso molecular de 40 kDa (Martinez-Alvarez, comunicacion personal), que difiere al de la proteina nati-
va, de 70 kDa, debido a la falta de glicosilaciéon. Esta disminucion del peso nos indica que la proteina tiene un
alto grado de glicosilacion, que representa hasta un 43 % del peso total de la Gp70 (Garcia-Carnero, 2017).

CONCLUSIONES

Actualmente existen una gran variedad en sistemas de expresion y organismos hospederos para la produccién
de proteinas recombinantes. Los avances tecnologicos y cientificos han hecho posible que la sintesis de estas
proteinas sea una herramienta disponible para diversas necesidades. Cada vez son mas las aplicaciones en las
que las proteinas recombinantes han sido utilizadas, siendo la industria farmacéutica y la alimentaria las mas
beneficiadas. Ademas, en el ambito cientifico su utilizaciéon ha permitido entender y aclarar rutas metabolicas
y mecanismos celulares que son importantes para el desarrollo de la vida. Diversas areas del conocimiento
cientifico hacen uso constante de la tecnologia del ADN recombinante, ya que permite obtener una proteina
de interés de manera rapida y abundante. Dentro de las aplicaciones mas novedosas existe la utilizacion de
la SbGp70 para disenar un sistema de diagnostico para la esporotricosis, y las perspectivas actuales en este
grupo de trabajo es crear una vacuna para prevenir dicha enfermedad. Por lo tanto la realizaciéon de la puri-



ficaciéon de SbGp70 es indispensable para concretar estos objetivos.
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EXPRESION, PURIFICACION Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA-
ESTRUCTURAL DE ENZIMAS QUE PARTICIPAN EN LA DEGRADACION DE
TRIACILGLICEROLES EN EL ADIPOCITO

Paloma Rios Medinal y Samuel Lara Gonzalez 2

RESUMEN

El almacenamiento de triglicéridos en los adipocitos cumple con el fin de disponer de energia para casos de
demanda, donde los triglicéridos son hidrolizados formandose acidos grasos y glicerol, a este proceso se le
llama lip6lisis. GOS2 es una proteina de 103 aminoacidos y se conoce que ésta es capaz de inhibir a la enzima
lipolitica ATGL, la cual es una de las enzimas mas importantes en la regulacion de la lipdlisis. Para conocer
mejor la funcién de GOS2 se necesita conocer su estructura, sin embargo, se han realizado ensayos de cristali-
zacion sin éxito alguno hasta el momento, por lo que, en este trabajo se purificaron las proteinas GOS2 y Bel-2
Quimera y se evalud su interaccién por dispersion dinamica de luz (DLS), para realizar ensayos posteriores
de co-cristalizacion.

ABSTRACT

The storage of triglycerides in the adipocytes fulfills in order to have energy for necessary situations, where
the triglycerides are hydrolyzed to form fatty acids and glycerol, this process is called lipolysis. GOS2 is a pro-
tein of 103 amino acids and it is known that it is known that it is able to inhibit the adipose triglyceride lipase
(ATGL), which is the rate-limiting enzyme of lipolysis. To understand much better the function of GOS2, it is
necessary to crystallize it, however, tests have been carried out for this without any success, so that the GOS2
and Bcl-2 were purified and interacted with each other, obtaining no apparent effect on the Bel-2 homodimer.

Palabras Clave: lipdlisis, GOS2, purificacién, interaccion, Bel-2 Quimera.

INTRODUCCION

La mayoria de los organismos almacenan el exceso de energia en forma de triglicéridos (T'G) en gotas lipi-
dicas con el objetivo de disponer de energia en situaciones de demanda. Durante dichos periodos, los TG se
hidrolizan, proceso llamado lipdlisis, liberandose acidos grasos (FA) y glicerol como sustratos de energia (1).
La lipolisis se lleva a cabo como una cascada hidrolitica de reacciones consecutivas catalizadas por diferentes
lipasas (1). Se ha encontrado que la triglicérido lipasa de tejido adiposo (ATGL) es una de las lipasas mas im-
portantes en la regulacion de la lipdlisis pues cataliza la hidrolisis de los TG a diacilglicerol (DG) y FA (1). La
actividad enzimatica de ATGL es co-activada por la proteina CGI-58 (Comparative gene identification-58)
¢ inhibida por la proteina G0S2 (G0O/G1 switch gene 2) (2,3).

En humanos y ratones, GOS2 se localiza en el cromosoma 1 del genoma, y codifica una proteina de 103
aminodcidos la cual se expresa durante el reingreso de las células mononucleares de la fase GO a G1 del ciclo
celular (4). Se sabe que G0S2 no comparte similitudes de secuencia con alguna estructura 3D de proteinas
conocidas (5); no existe alguna caracteristica en particular presente en la estructura que sugiera una funciéon
discernible inmediata.

La funcién mas estudiada de GOS2 es su participacion en la lipdlisis, sin embargo, también se ve involucrada
en el ciclo celular, proliferacion celular, inflamacién, carcinogénesis y apoptosis, en este ultimo Welch y col.
(6) demostraron que G0S2 interactia con Bcl-2 en la mitocondria, promoviendo la apoptosis mediante la
interrupcién de la formacién del heterodimero Bcel-2/Bax (6).

A pesar de los diversos trabajos de investigacién sobre la actividad de G0S2, hasta la fecha no se ha determi-
nado su estructura tridimensional, por ello es necesario realizar ensayos en cristalografia pues ésta proteina
participa en numerosos procesos de nuestro organismo. En ensayos anteriores no se ha logrado cristalizar a
GOS2 por si sola, y se sabe que las proteinas pueden estabilizarse cuando forman complejos con un sustrato,
acido nucléico, cofactor o molécula pequenia (7), por lo que es posible que la interacciéon con Bel-2 aumente la
probabilidad de cristalizar a GOS2. Como existen varias versiones de Bcl-2, cabe mencionar que la estructura
3D que se tiene resuelta de Bel-2 es una construccion quimérica que corresponde a los residuos 1-34 de Bel-2,
35-50 de Bcl-xL (proteina homologa) y 92-207 de Bcl-2 (8), no se sabe con cual version G0OS2 sea mas estable
al interactuar con ella.

Dilucidar la estructura de GOS2 permitiria conocer mejor su funciéon y poder ampliar nuestro conocimiento
del metabolismo celular en donde esta involucrada esta proteina. Por lo cual el propoésito de este proyecto fue
purificar las proteinas GOS2 y a Bcl-2 Quimera para analizar su interaccién y en experimentos posteriores
co-cristalizar a GOS2 con Bcl-2 Quimera.

METODOS Y MATERIALES

EXPRESION DE SUMO-G0S2 Y SUMO-BCL-2 QUIMERA

Cada proteina fue expresada en E. coli BL21 (DE3) Star como se describe a continuacion. Las células se
incubaron a 37 °C hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6. La expresion de las proteinas se indujo con la
adicién de isopropil- 3-D-1-tiogalactopiranésido (IPT'G) a una concentracion final de 1 mM y se incubo por



18 h a 16 °C. La expresion de las proteinas se evaluo por electroforesis en geles de poliacrilamida al 15%. Las
células se recolectaron por centrifugacion. Posteriormente se purifico GOS2 por cromatografia de afinidad a
niquel, cromatografia de intercambio iénico y cromatografia de exclusion molecular.

PURIFICACION DE BCL-2 QUIMERA

Las células se resuspendieron en el amortiguador de lisis [50 mM Tris-HCI pH 8.0 y 300 mM NaCl], se
lisaron por sonicacion vy los restos celulares fueron removidos por centrifugacion a 12000 rpm por 15 min a
4°C. El sobrenadante se transfirié a una columna de agarosa Ni-N'TA (Qiagen) previamente equilibrada con
amortiguador de lisis. La elucién se realizé con un gradiente escalonado de imidazol de 10, 50, 250 y 500
mM preparado en el amortiguador de lisis. Las fracciones eluidas se corrieron en un gel de poliacrilamida
al 15%. Para llevar a cabo el corte de la proteina SUMO, a la muestra con proteina se le agregd Prescission
protease (PPS) y se incub6 4°C por 16 h. Luego se desal6 la muestra con la columna PD-10 (GE Healthcare
Life Sciences) y se hizo una cromatografia de intercambio i6nico utilizando una columna HiTrap Q HP (GE
Healthcare Life Sciences) en el equipo FPLC Akta. Se analizé el cromatograma con el software UNICORN
version 5.31 y las fracciones correspondientes al pico de la proteina eluida se analizaron por electroforesis en
gel de poliacrilamida al 15%. Se mezclaron las fracciones pertenecientes a Bcl-2 Quimera, se concentré la
muestra por microfiltracion y se inyectd en una columna de filtracion en gel Superdex 75 (GE Healthcare Life
Sciences) equilibrada con el amortiguador de almacenamiento (25 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5
mM EDTA y 1 mM DTT). Las fracciones correspondientes a la proteina se corrieron en un gel de poliacri-
lamida al 15%. Se mezclaron nuevamente las fracciones pertenecientes a la proteina y se purificé por croma-
tografia de afinidad a niquel. Se recolect6 el frente y se hizo un lavado con amortiguador de almacenamiento
suplementado con 20 mM de imidazol y la elucion se realizoé con el mismo amortiguador suplementado con
500 mM de imidazol. La proteina se desal6 con el amortiguador de almacenamiento y su concentracion se
determiné por absorbancia a 280 nm [coeficiente de extincion (g) de 37930 M-1 cm-1].

INTERACCION G0S2-BCL-2 QUIMERA POR DISPERSION DINAMICA DE LUZ

El analisis de dispersion dinamica de luz (DLS) se llevé a cabo con el equipo Zetasizer APS (Malvern Instru-
ments) a temperatura ambiente (25 °C). 10 mg/ml de G0S2 (882 uM) y 2 mg/ml de Bcl2 Quimera (50 uM)
fueron analizados con el software para cada conjunto de datos de DLS en el amortiguador de almacenamien-
to. Para analizar el efecto de GOS2 sobre Bcl-2 Quimera, un exceso molar (1:4) de GOS2 (200 uM) se anadio
a la soluciéon de proteina Bel-2 Quimera (50 uM) antes de la medicion. Se realizaron 15 mediciones con una
duracion de 40 segundos cada una, en un intervalo de 10 minutos, con tres repeticiones por medicion.

RESULTADOS

PURIFICACION DE BCL-2 QUIMERA

Se inici6 el proceso de purificacion de la proteina SUMO-Bcl-2 Quimera por medio de una cromatografia
de afinidad a niquel, la cual consiste en la unién reversible y especifica entre Ni+2 (ligando), que a su vez
esta asociado al dcido nitrotriacético, Ni-T'A, (agente quelante), y la molécula de interés (afinante) a través de
los residuos de histidina. La proteina de fusion SUMO-Bcl-2 Quimera tiene una etiqueta de histidinas en el
extremo N-terminal de SUMO por lo que se puede facilmente unir al niquel y posteriormente eluir mediante
un gradiente creciente de imidazol (Figura 1A), el cual compite por los electrones del ion niquel. Se encontrd
que la proteina de interés eluy6 a una concentracién entre 250 y 500 mM de imidazol (Figura 1A). Luego, se
juntaron las fracciones donde eluy6 la proteina y se anadié PPS para separar a Bel-2 quimera de SUMO. Se
prosigui6 con la desalacion de la muestra, a fin de obtener a la proteina en un buffer sin sal, y se le aplicé una
cromatografia de intercambio i6nico, la cual comprende la separacion de proteinas mediante la diferencia
de sus cargas y luego la elucién de proteinas con carga negativa mediante un gradiente de sal; se observa que
las proteinas eluyeron en el 40% de concentraciéon de sal, esto debido a que el punto isoeléctrico de ambas
proteinas es casi idéntico (Figura 1B). Las fracciones 23 a 31




A
KDaM1 2 34 5 67 8 9101112 13

g:.t

60
40

22

15

Yeizal [mv] p1od b so 4} 250 4} 500 {
C

B
L [— [0 Fracciones de Intercambio Ionico
r 1
1400.00 e kDa M 23 24 25 26 27 28 29 30 31
50,00
E 120000 o
: 000 60
e 10000 so00 G 40
=g z
£ 0000 5000 o
iE i 5
3 4000 2 % S b
£ w0 s
5 3000
2 400.00 5
2000 15
200.00 10.00
0.00 v T - ™ T 0.00
0 10 20 30 40 50 6 70 §0 9 100 110 120 130 140
Volumen de elucion (mL)
D E
Fracciones Fracciones de Exclusion Molecular
2 5 7 9 2 5 7 30 31 23 53 34 3§ 3§ 17 r = 1
1600.00 I 23 4 56 $§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 2 kDa S B M 13 14 15 16 17 18 19
= 140000
S 120000 60
z 40
T~ 100000
=%
§3 0w o
57 50000 i -
B N .-.. -—
2 40000
-
<) 200.00 15
0.00
0 3 6 9 2 13 18 21 b/
Volumen de elucion (mL)
F G
kDa M 1 2 3 4 kDa M 2 3
60 . 60—
40 a0
31 22 -
T e — —
15—

15 -

Figura 1. Purificacién de Bel-2 quimera. A, SDS-PAGE de la purificacién de SUMO-Bcl-2 por cromatografia de
afinidad a niquel. M: marcador molecular; 1: extracto celular; 2: proteina no unida; 3 y 4: proteina eluida con
10 mM de imidazol (2 lavados); 5, 6 y 7: elucién con 50 mM de imidazol (3 lavados); 8, 9 y 10: elucién con 250
mM de imidazol (3 lavados); 11, 12 y 13: elucién con 500 mM de imidazol (3 lavados); B, Cromatograma de la
purificacion de Bcl-2 quimera por intercambio iénico; C, SDS-PAGE de las fracciones obtenidas del
intercambio iénico; M: marcador, proteinas en las fracciones 23-31; D, Cromatograma de la purificacién de
Bcl-2 quimera por exclusiéon molecular; E, SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de la exclusiéon molecular;
S: SUMO; B: Bcl-2 quimera; M: marcador; proteinas en las fracciones 13-19; F, SDS-PAGE de la purificacion
de Bcl-2 Quimera por cromatografia de afinidad a niquel. M: marcador molecular; 1: SUMO y Bcl-2 Quimera;
2: Proteina no unida (frente); 3: elucién con 20 mM de imidazol; 4: elucién con 500 mM de imidazol; G,
Concentracién de Bcl-2 quimera. M: marcador molecular, 2: lavado con X, 3: elucién con 20 mM de imidazol.

correspondientes a la elucién de las proteinas, se analizaron en gel de poliacrilamida (Figura 1C) donde se
mostré que la proteina de interés Bel-2 Quimera se encontrd en las fracciones 24-26. Posteriormente se junta-
ron dichas fracciones y se continud la purificacion a través de una cromatografia por exclusion molecular, la
cual se basa en la diferencia de pesos moleculares para separar a las proteinas; se mostré un unico pico de elu-
ci6n en el cromatograma (Figura 1D) lo que indica que nuevamente las proteinas, SUMO y Bcl-2 Quimera
eluyeron juntas. Después se analizaron las fracciones del pico de elucién a través de un gel de poliacrilamida
donde se encontro6 que en las fracciones 16, 17 y 18 estaban presentes ambas proteinas (Figura 1E), por lo que
se decidi6 juntar dichas fracciones y realizar una cromatografia por afinidad a niquel. En el analisis de las
fracciones a través de electroforesis en gel de poliacrilamida (Figura 1F) se encontrd que tanto la proteina no
unida como la eluida con 20 mM de imidazol contenian la proteina de interés, Bcl-2 quimera. Finalmente,
dichas fracciones se concentraron por separado y se corrieron en un gel de poliacrilamida, donde se confirmé
que la proteina estaba completamente pura (Figura 1G). El rendimiento fue de 4 mg por litro de cultivo.

INTERACCION G0S2-BCL-2 QUIMERA POR DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS)

Una vez purificada G0S2 y Bel-2 Quimera se analiz6 la interaccién entre ellas a través del analisis por DLS.
Zhang y colaboradores reportan que Bcl-2 puede formar homodimeros y homooligdmeros, que son capaces
de interactuar con Bax. También reportaron que Bcl-2 prefiere interactuar con Bax y formar un heterodi-
mero, que interactuar consigo mismo y formar un homodimero, pero que el modelo propuesto de interaccién
puede aplicarse para ambos, ya que una molécula de Bcl-2 puede unirse a Bax y a Bel-2 por via de la misma
superficie aceptora (9). Por lo que se esperaba que G0S2 disociara el homodimero de Bcl-2 Quimera y for-
mara un heterodimero ya que in vivo interrumpe la interaccién del heterodimero Bcel-2/Bax. En la Figura
2 se muestra que no hubo efecto aparente sobre el homodimero de Bcl-2 Quimera, ya que no se present6 un
recorrimiento en el pico correspondiente a la formacién del heterodimero Bcel-2-G0S2.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvieron tanto a la proteina G0S2 como Bcl-2 Quimera con un rendimiento final de 15
mg/Ly 4 mg/L de cultivo. El analisis de interaccién de DLS mostré que GOS2 no es capaz de interaccionar
con Bel-2 Quimera, ya que no hubo una disminucién del tamano correspondiente a la disociacién del homo-
dimero de Bcl-2 Quimera y la subsecuente formacion del heterodimero Bcel-2 Quimera-G0S2.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE HIDROXIAPATITA SINTETICA
MEDIANTE EL METODO HIDROTERMAL ASISTIDO POR MICROONDAS

Fonseca Maya Omar 1 y Velazquez Castillo Rodrigo Rafael 2

RESUMEN

En el presente trabajo, se realizaron crecimientos de distintas nanoestructuras de Hidroxiapatita sintética
(HAp) utilizando aminoacidos como orientadores del crecimiento mediante el método hidrotermal asistido
por microondas.

La caracterizacion se realizé mediante diferentes técnicas: Difraccién de rayos X (XRD), para determinar
las fases minerales presentes en el nanomaterial y verificar la obtencién de la f  ase cristalina de HAp,
ademas, por esta técnica se determin la o las orientaciones cristalinas que se obtuvieron en la fase de HAp.
Microscopia electronica de barrido (SEM), mediante esta técnica se evalu6 la interaccion entre las fases, su
unioén y por medio de observaciones a diferentes tiempos posteriores a la reaccion de sintesis, se determind
si se presenta evidencia de separacion de las fases. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y andlisis
termogravimétricos (TGA). Para determinar la estabilidad térmica de los materiales y la interaccion entre
sus fases.

ABSTRACT

In this paper, growth of synthetic hydroxyapatite nanostructures (HpA) using amino acids as growth promo-
ters by means of the microwave assisted hydrothermal method was performed.

The characterization was carried out by different techniques: X-ray diffraction (XRD) was used to determine
the mineral phases present in the nanomaterial and to verify the obtaining of the crystalline phase of HAp,
in addition, by this technique the crystalline phase orientation of hydroxyapatite was determined. Scanning
electron microscopy (SEM), by means of this technique the interaction between the phases and their union
was evaluated and by means of observations at different reaction times the existence of phase separation was
determined. Differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA) were used to
determine the thermal stability of the materials and the interaction between their phases.

Keywords: hydroxyapatite, amino acids, microwave assisted hydrothermal method, XRD, SEM, DSC,
TGA.

INTRODUCCION

En la actualidad uno de los temas mas importantes dentro del sector biomédico es lograr obtener un material
con propiedades adecuadas para utilizarse como sustituto 6seo, la hidroxiapatita sintética tiene una compo-
sicién quimica similar a la del componente inorganico del hueso natural, también cuenta con propiedades
semejantes como alta biocompatibilidad, bioactividad, lenta degradacién, osteoconduccién, osteointegra-
ci6n, osteoinduccién, resistencia a la corrosion, resistencia a la compresion, bajas conductividades térmicas
y eléctricas.Es conocido que las propiedades de la hidroxiapatita sintética y de cualquier otro material son
dependientes del método y de las condiciones de sintesis, por esta razén es importante controlar todos aque-
llos parametros en la sintesis que puedan afectar sus propiedades finales, algunos de los parametros que se
pueden controlar son la concentraciéon de los reactivos, temperatura, velocidad de procesos de calentamiento
y enfriamiento, tiempo de reaccion, presion, agitacion, entre otros.

Recientemente se ha encontrado que al sintetizar HAp a través de métodos hidrotermales asistidos por mi-
croondas se puede tener un mejor control sobre la morfologia y la orientacién de las estructuras. A su vez,
estudios demuestran que el uso de moléculas biolgicas como los aminoacidos en el proceso de sintesis ayudan
a controlar las orientaciones y morfologias obtenidas de la HAp debido a que los aminoacidos tienen la cua-
lidad de inhibir o de favorecer el crecimiento de la HAp en determinadas direcciones.

El presente trabajo tiene por objetivo analizar el proceso de crecimiento y la orientacion de la HAp al utilizar
diferentes tipos de aminoacidos.

MARCO TEORICO
Calentamiento por microondas
“El calentamiento por microondas puede mejorar la velocidad de reaccién y en muchos casos el rendimiento
del producto”. (Leadbeater, 2010, p. 25)
Debido a las ventajas que presenta el calentamiento mediante microondas ha sido interesante e importante
utilizarlas como medio de energia para promover reacciones quimicas tanto organicas como inorganicas.
(Leadbeater, 2010).
Los breves tiempos de reaccién y el amplio rango de reaccion que ofrece la sintesis organica asistida por
microondas son adecuados para las demandas crecientes de la industria y a nivel laboratorio. (Kingston y
Haswell, 1997)
En general, la mayoria de las reacciones organicas han sido calentadas utilizando equipos de transferencia de
calor tradicionales tales como bafios liquidos, bafios de arena y chaquetas de calefaccion. Sin embargo, estas
técnicas de calentamiento son bastante lentas y puede desarrollarse un gradiente de temperatura dentro de



la muestra. Ademas, el sobrecalentamiento local puede conducir a la descomposicién del producto, sustrato
o reactivo. (Kingston y Haswell, 1997)
En contraste, en el calentamiento dieléctrico por microondas, la energia de las microondas es introducida

dentro del reactor quimico de manera remota. La radiacién de microondas pasa a través de las paredes de
los tubos de reaccion y calienta solamente los reactivos y solventes sin calentar en si los tubos; si el horno esta
apropiadamente disefiado el incremento de temperatura sera uniforme en toda la muestra, lo cual ayuda a
evitar la formacién de subproductos o degradacion de los productos. Cuando se cuenta con sistemas presuri-
zados es posible aumentar la temperatura rapidamente mas alla del punto de ebullicién normal del solvente
usado en la reaccion. (Kingston y Haswell, 1997)

Cristalografia de la HAp

Las apatitas de fosfato de calcio tienen la formula quimica general Ca5(PO4)3X. Por su parte la hidroxia-
patita [CalO(PO4)6(OH)2] ha sido demasiado investigada debido a sus posibles aplicaciones en el sector
biomédico principalmente como un material sustituto para hueso. Las apatitas biolégicas son descritas como
HAp deficiente en calcio modificada por diferentes dtomos, por ejemplo PO43- y OH- sustituido por CO32-,
Ca2+ por Na+, PO43- por SiO44-, OH- por I-. La sustitucion de éstos elementos modifica las propiedades
de la apatita como su estabilidad, propiedades mecanicas, morfologia, etc.

La hidroxiapatita cristaliza de forma hexagonal representado por el grupo espacial P63/m. Figura 1. (Mos-
tafa & Brown, 2007).
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La estructura de la HAp contiene dos tipos de atomos de calcio tipo Iy tipo II, la diferencia radica en la
cantidad de atomos de oxigeno que rodean al atomo de calcio, por lo tanto en su nimero de coordinacién, 9
y 7 respectivamente. Figura 2.(Campa et al., 2007).
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Figura 2. Atomo de calcio tipo I (a, b), tipo II (c, d) (Campa et al., 2007).

Los calcios tipo I, forman prismas trigonales triapuntados, ubicandose en la estructura de la hidroxiapatita
apilados uno sobre otro sobre sus caras, esta fenémeno es de vital importancia en las propiedades mecanicas
finales de la hidroxiapatita orientada sobre el eje z. Figura 3. (Campa et al., 2007).
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Figura 3. Apilamiento de los calcios tipo | en el eje z. (Campa et al., 2007).



Amanodcidos

Las estructuras de los aminoacidos varia considerablemente. Ademas del grupo carboxilo y el grupo amino
alfa, algunos de aminoacidos tienen un segundo carboxilo (acidos aspartico y glutamico) u otro potencial en
forma de carboxamida (la asparagina); estos se denominan aminoacidos acidos. Otros contienen un segundo
grupo basico que puede ser amino (lisina), guanidino (arginina), o el anillo del imidazol (histidina); éstos se
denominan aminoacidos basicos. Algunos contienen sistemas bencénicos o heterociclicos, grupos fenélicos o
alcohdlicos, o atomos de halégenos o de azufre. (Morrison y Boyd, 1998).

Efecto de aminodcidos positivos y negativos

Los mecanismos de los aminodcidos en el crecimiento y orientacion de la hidroxiapatita atin no estan del
todo claros, pero estudios han demostrado que las proteinas no coldgenas en ciertos organismos inhiben el
crecimiento de la hidroxiapatita en algunas direcciones acoplandose a las moléculas de hidroxiapatita en la
etapa de nucleacion. Debido a estos estudios y conociendo la estructura de las proteinas no colagenas se asu-
me que los aminoacidos y otras moléculas cargadas negativamente son las principales responsables del efecto
inhibitorio. (Tavafoghi et al., 2012) y (De Yoreo et al., 2007).

METODOLOGIA

Las nanoestructuras de HAp se sintetizaron mediante el método hidrotermal asistido por microondas, las
concentraciones de los precursores se mantuvieron constantes: nitrato de calcio Ca(NO3)2, fosfato de potasio
(K2HPO4) e hidroxido de potasio (KOH), la temperatura de sintesis se varié de 100 hasta 170°C, también el
tiempo de reaccién se varié de 20 a 50 min para encontrar el 6ptimo, durante las sintesis se utilizaran diferen-
tes cantidades de los distintos aminoécidos tanto acidos (acido glutdmico, acido aspartico), basicos (Arginina)
y neutros (Alanina). Los precursores se disuelven en agua destilada como medio de reaccién, facilitando el
proceso por medio de agitacion constante y calentamiento, ésto se realiza en dos partes, primeramente se dis-
persa el aminoacido con el nitrato de calcio en agua hasta obtener una disolucién o una dispersiéon bastante
homogénea, posteriormente se realizara la solucion de fosfato de potasio con hidréxido de potasio en agua
hasta conseguir una disolucién; posteriormente las soluciones se colocaran en el interior de tubos de cuarzo de
50 mL especialmente disefiados para soportar altas temperaturas y presiones; los tubos de cuarzo se taparan
mediante tapones y colocaran en el interior de unas capuchas especiales de teflon para protegerlos y poder
acomodarlos dentro del rotor de un horno de microondas Synthos 3000 disefiado y construido por Anton
Paar. Por altimo, terminado el tiempo de reaccién se recupera el sobrenadante por medio de una filtracién y
se deja secando a temperatura ambiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Por medio de la difraccion de rayos X se obtuvieron los patrones de difraccién de nuestras diferentes mues-
tras, se presentan los difractogramas de la hidroxiapatita sintetizada sin y con acido glutamico, figuras 4 y 5
respectivamente.
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Figura 4. HAp sintetizada sin acido glutamico. Figura 5. HAp sintetizada con acido glutamico.

En la figura 4 se presenta un difractograma caracteristico de la hidroxiapatita cuando es sintetizada de
manera aleatoria sin una orientacion caracteristica, con su reflexiéon de Bragg mas intensa alrededor de los
31.46° en 26 perteneciente al plano (211) el cual es caracteristico de HAp con crecimiento cristalino aleatorio.
En la figura 5 se presenta el difractograma de la hidroxiapatita sintetizada con acido glutamico, teniendo
su difraccién de Bragg mas intensa alrededor de 32.67° en la escala de 26, correspondiente a la familia de
planos (300) de acuerdo a lo reportado por (Rivera & Alanis, 2016), practicamente el doble de intensa que la
de los planos (211).



En la figura 6, se muestran las micrografias obtenidas mediante SEM de la HAp sintetizada con acido glu-
tadmico.

X1, S88 Baam HAp Mull 3

Figura 6. Micrografia de HAp sintetizada con acido glutamico.

En la figura 6 se aprecian las nanoestructuras en forma de fibras que presentan un perfil transversal hexago-
nal, con didmetros variables del orden de los nanémetros.

CONCLUSIONES

Se obtuvo una fase nanocristalina de HAp con una orientacién preferencial en el ¢je z; el acido glutamico
funcioné como un buen orientador del crecimiento de la HAp, favoreciendo la obtencién de fibras hexago-
nales constituidas de muchas nanofibras hexagonales orientadas en su eje z; lo anterior es importante debido
a que se ha reportado que la HAp logra sus mejores propiedades mecanicas cuando esta orientada en el eje
z. Es de vital importancia lograr optimizar y controlar el proceso para obtener HAp con la orientacion pre-
ferencial deseada, por eso es importante conocer los mecanismo de reaccién de los precursores y promotores
del crecimiento involucrados en la sintesis.
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DIFERENCICION DE 3 SUBPOBLACIONES DE CELULAS DE LA FRACCION
ESTROMAL- VASCULAR DEL TEJIDO ADIPOSO EN ADIPOCITOS MADUROS

Natalia Garcia-Orihuela Xarubet Ruiz-Herrera2 y Yazmin Macotela-Guzman

RESUMEN

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad y el sobrepeso como la acumulacién excesiva
de grasa corporal. En México, los resultados de la ENSANUT 2016 muestran que la prevalencia de sobrepeso
y obesidad en adultos es del 72.5%. La acumulacién excesiva de grasa que se presenta en la obesidad se
da principalmente en el tejido adiposo. Este tejido esta formado por adipocitos, células maduras capaces
de almacenar lipidos, y por la fraccién estromal-vascular constituida por células endoteliales, macréfagos,
fibroblastos y preadipocitos, células comprometidas al linaje de adipocitos, entre otros. En el presente trabajo
se busco determinar si existen o no diferencias, en el proceso de diferenciacion hacia adipocitos maduros
de tres subpoblaciones de la fracciéon estromal-vascular (CD31-/CD45-, CD31-/CD45-/SCAl1+/CD34+ y
CD31-/CD45-/SCA1-/CD34) del tejido adiposo subcutanco. Se midié la expresion de adiponectina como
marcador final de la diferenciacién. Se encontré que las células CD31-/CD45-/SCA1-/CD34 no crecieron,
probablemente por un ntmero inicial de células muy bajo o por cultivarlas en un medio no favorable. Mientras
que no se observaron diferencias al final del proceso de diferenciaciéon entre las subpoblaciones CD31-/
CD45-y SCA1+/CD34+, sin embargo, la expresion de adiponectina a lo largo del proceso de diferenciacion
sugieren que la diferenciaciéon de CD31-/CD45- inicia antes que la de CD31-/CD45-/SCA1+/CD34+.
Palabras Clave: tejido adiposo, CD31, CD45, SCA1, CD34, diferenciaciéon

INTRODUCCION

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad y el sobrepeso como la acumulacién ex-
cesiva de grasa corporal que puede ser perjudicial para la salud. Esta condicién es un factor de riesgo para
numerosas enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). En México, los resultados de
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2016 muestran que la prevalencia de sobrepeso y
obesidad en adultos es del 72.5%. Un analisis de la transicion epidemiolégica encontré que las enfermedades
no transmisibles causaron 75% del total de las muertes. Las principales causas de muerte fueron enfermedad
1squémica del corazén (EIC), enfermedad cerebrovascular, DM2 y cirrosis hepatica [1].

A raiz del descubrimiento de la leptina en 1994, el tejido adiposo (TA) dejé de ser considerado un tejido inerte
que almacena grasa y comenzo a estudiarse su capacidad de sintetizar hormonas y citocinas necesarias para
la regulacion de la homeostasis metabolica. E1 TA esta formado por adipocitos, células especializadas en el
almacenamiento de lipidos, y la fraccién estromal-vascular constituida por células endoteliales, macréfagos,
eritrocitos, leucocitos, fibroblastos y preadipocitos, que son células comprometidas al linaje de adipocitos,
entre otras [2]. Este tejido se une mediante fibras reticulares, principalmente colagena tipo I1I. La unién de
adipocitos forma lobulillos, los cuales conforman los 16bulos adiposos [3]. Existen dos tipos de tejido adipo-
so en humanos y roedores; el blanco y el café. A su vez el blanco se divide principalmente en subcutaneo y
visceral, y su expansion contribuye de diferente manera al riesgo de desarrollar enfermedades metabolicas
secundarias [4]. Recientemente se ha mostrado que estos tejidos no solamente se diferencian por la ubicaciéon
anatomica en la que se encuentran, si no que tienen diferentes caracteristicas intrinsecas, como los niveles
de secrecion de adiponectina, la sensibilidad a la insulina, la tasa de lipolisis y su tendencia a inflamarse. La
acumulacion de tejido adiposo visceral se asocia con efectos metaboélicos adversos como la resistencia a insu-
lina, DM2, dislipidemia y arterosclerosis acelerada [5-8]. Por el contrario, la acumulacién de tejido adiposo
subcutanco preserva la sensibilidad a la insulina y presenta menos riesgo de desarrollar DM2, dislipidemia
y arterosclerosis [9-11].

Una de las hormonas principales que secreta el tejido adiposo es la adiponectina, sus principales acciones son
estimular la sensibilidad a la insulina y promover la proliferacién y la diferenciaciéon de preadipocitos hacia
adipocitos, potenciando la expresién de genes responsables de este proceso, asi como aumentar el contenido
de lipidos [12].

La diferenciacién de preadipocitos (células positivas a SCA1 y CD34) (Macotela et al, Diabetes 2012) hacia
adipocitos maduros, se puede realizar bajo condiciones in vitro, utilizando cultivos primarios de preadipo-
citos y factores de diferenciaciéon y medios de crecimiento especificos, sin embargo, muchas de las veces se
obtiene bajo indice de diferenciacién. Con la finalidad de encontrar las condiciones 6ptimas de crecimiento
del cultivo primario de preadipocitos y diferenciarlos en adipocitos maduros, evaluamos la capacidad de
diferenciacién de distintas subpoblaciones de la fraccién estromal-vascular del tejido adiposo. Se compard
la expresion de adiponectina en cada una de las etapas del proceso de diferenciacién de 3 subpoblaciones
celulares: 1) células CD31-/CD45- (todos los tipos celulares excepto células endoteliales y hematopoyéticas),
2) células CD31-/CD45-/SCAl+/CD34+, (solo células mesenquimales pluripotenciales sin ser endoteliales
ni hematopoyéticas) y 3) células CD31-/CD45-/SCA1-/CD34- (el resto de tipos celulares).



METODOLOGIA

Aislamiento de 3 subpoblaciones de células de la fraccion estromal-vascular del tejido adiposo: CD31-/
CD45-, CD31-/CD45-/SCA1+/CD34+, CD31-/CD45-/SCA1-/CD34-: Se sacrificaron diez ratones de la
cepa G57BL/6 y se recuper6 el tejido adiposo subcutaneo. El tejido adiposo se cortd en pequenos trozos y se
incub6 en medio DMEM alto en glucosa 1% BSA con 1.5% de colagenasa tipo I por 30 minutos en agitacién
a 200 rpm y a 37 °C. Se filtré en jeringas con malla de 200 um y se agregé un volumen de DMEM conte-
niendo 1% BSA para inactivar la accién de la colagenasa. Se centrifugé a 1300 rpm durante 10 min a 4°C.
Se retiraron los adipocitos maduros y el sobrenadante sin tocar el pellet. Se resuspendi6 el pellet en 20 ml de
PBS 2% FBS y se centrifugd 5 min a 1300 rpm a 4 °C. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en
1 ml de buffer de lisis de eritrocitos. Se incubé en hielo (4 °C) por 5 min. Se agregaron 10 ml de PBS 2% FBS
y se centrifugd 5 min con las mismas condiciones. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendié en 200 ul de
anticuerpo de bloqueo (1:150). Se incub6 5 min en hielo. Se centrifugé 5 min a 1300 rpm a 4°C. Se eliminé
el sobrenadante y se agregaron 200 ul de una mezcla de anticuerpos a-CD31 y a-CD45 acoplados a biotina
(1:100). Se resuspendid6 la pastilla y se incub6 por 15 min en hielo. Se agregaron 400 ul de PBS 2% FBS y se
centrifugd 5 min a 1300 rpm a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y se agregaron 100 ul de anticuerpo a-bioti-
na acoplado a particulas magnéticas (1:5). Se resuspendié y se incub6 15 min en hielo. Se agregaron 400ul de
PBS 2% FBS y se centrifugd durante 5 min a 1300rpm a 4°C. Se filtr6 la muestra con una membrana de 70
um (para eliminar particulas mayores a ese tamano). Se colocaron las muestras en el equipo Auto MACS-Pro
para realizar la primera separacion, se recolectaron las células no marcadas y las células marcadas (CD31+/
CD45+), las cuales fueron desechadas. Una parte de las células CD31-/CD45- se coloco en hielo, mientras
que la otra parte se marcé positivamente. Se agregaron 200 ul de la mezcla de anticuerpos a-SCA1 y a-CD34
acoplados a PE y Alexa Flur 480 (1:100) y se incub6 15 min en hielo. Se agregaron 400 ul de PBS 2% FBS
y se centrifugd 5 min a 1300rpm a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y se agregaron 80 ul de la mezcla de
anticuerpos a-PE y a-Alexa Fluor 480 acoplados a particulas magnéticas y se incub6 en hielo durante 15
min. Se agregaron 400 ul de PBS 2% FBS y se centrifugd 5 min a 1300 rpm a 4 °C. Se llev6 una vez mas al
equipo de separacién magnética, para obtener dos grupos celulares de interés: las células marcadas SCA1+/
CD34+ y las células no marcadas SCA1-/CD34-. Con esto, se obtuvieron los tres grupos diferentes: CD31-/
CD45-, SCA1+/CD34+ y SCA1-/CD34-. Se realizé un conteo de células con una camara de Neubauer de
una muestra de 10 ul de 1 ml total. Se contabilizaron las células en dos cuadrantes y se obtuvo un promedio
de ambos resultados. Con el promedio obtenido se calculé el total de células con la ecuacién 1), donde x =
promedio de células contadas.

Nuamero total de células = (x)(1)(1000)(10)
)

Cultivo celular: Conociendo el total de células en cada subpoblacién, se sembraron la misma cantidad de
células en cada pozo (35,000 células). Se agregaron 500 ul de Matrigel al 2.5 % a una placa de 12 pozos, se
disperso por toda la superficie del pozo y se retiré el exceso. Se dejé secar en la campa de flujo laminar duran-
te 2 h. A las células CD31-/D45- se les adiciond 1 ml de medio de cremiento (GM APC’s 10%FBS + factores
de crecimiento (GF, LIF 10 ng/mL, EGF 10 ng/mL, bFGFG 5 ng/mLy PDGF 10 ng/mL) + Normocina) y se
sembroé en 2 pozos. Las otras dos subpoblaciones se sembraron en 1 pozo directamente. Cada 48 h se realizo
cambio de medio a todos los pozos.

Una vez alcanzada un 80% de confluencia, se resembraron las células CD31-/CD45- y SCA1+/CD34+ en
placas de 6 pozos. Para ello, se hizo un lavado con 500 ul de PBS 2% FBS. Se agregaron 500 ul de Tripsinay
se retird el excedente. Se incub6 durante 3 min a 37 °C. Se agregaron 2 ml de medio y se recolectaron todas
las células, evitando la formacién de burbujas. Se agregé el volumen necesario del mismo medio para que
cada pozo contuviera 1.2 ml.

En las células de CD31-/CD45-/SCA1-/CD34- no se observo crecimiento, por lo que se mantuvieron con
cambio de medio de crecimiento cada 48 horas hasta que se decidi6 desecharlas.

Proceso de diferenciacion de las células: Cuando las células CD31-/CD45- y SCA1+/D34+ alcanzaron el
80% de confluencia, se denominé como el dia -2. En este dia se agregd la proteina morfogénica de hueso 4
(BMP4) (1:1000) en medio de diferenciaciéon (GM APC’s 2% FBS). Dos dias después, en el dia 0, se agregé el
coctel de diferenciacion (insulina, dexametasona e isobutilmetilxantina y rosiglitazona). En el dia 3 se agre-
g6 insulina (1:1000). El proceso de diferenciacion finaliz6 en el dia 5 donde se tomaron fotos de las células.
En cada uno de los dias mencionados se lisaron dos pozos de cada subpoblacién con 250 ul de TRIzol y se
almacenaron a —20 °C.

Extraccion de RNA: Con las muestras tomadas los dias -2, 0, 3,y 5 para CD31-/CD45- y SCA1+/D34+
se realiz6 extraccion de RNA. Una vez homogenizadas las muestras con TRIzol, se agregaron 50 ul de
cloroformo y se agité vigorosamente con la mano por 15 s hasta observar un color rosa lechoso. Se incub6 3
min a temperatura ambiente. Se centrifugé 5 min a 12000 rpm a 4 °C. Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo
limpio, con mucho cuidado de no tocar la fase organica ni la interfase de proteina y se adicionaron 125 ul de
isopropanol. Se dej6 precipitando toda la noche a -20 °C. Se centrifugaron las muestras 20 min a 12000 rpm
y 4 °C. Se decant6 el sobrenadante y se dejaron los tubos con la tapa abierta. Se lavé el pellet con 250 ul de
etanol al 75% y se agité con la mano. Se centrifugé 5 min a 7500 rpm y a 4 °C.. Se decant6 el sobrenadante.
Se centrifugd 1 min en las mismas condiciones para finalmente eliminar el exceso de etanol con una pipeta.

Se resuspendio el pellet en 20 ul de agua libre de R Nasas.
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Sintesis de cDNA: Para la sintesis de cDNA se midi6 la concentraciéon de RNA obtenido para calcular el
volumen necesario para tener 1 ug de RNA. Dicho volumen se complet6 con H20 libre de RNasas para
llegar a un volumen de 14 ul. A cada muestra se le agregaron 5.8ul del mix que contenia: 1 ul de enzima RT
(50U/ull), 2 ul de buffer (10 X), 0.8 ul de ANTPs (100mM) y 2 ul de random primers (10 X). Se colocé en el
termociclador con las siguientes condiciones: 10 min a 25 °C, 2 h a 37 °C, 3 min a 85 °C y mantenimiento a
4 °C.. Una vez concluido este proceso, las muestras se diluyeron en 380 ul de agua. Se almacenaron a 4 °C.
Cuantificacion de la expresion de adiponectina: E1 cDNA sintetizado se utilizé para realizar una reaccion de
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real y evaluar la expresion de adiponectina y se utilizé la expresion
de Thp como gen enddgeno. En cada pozo se colocaron 5 ul del mix de reaccién, el cual contenia SYBR
Green y 1 uM del par de oligonucleétidos correspondiente, y 5 ul de cDNA de cada muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar, se sembro el mismo nimero de células de las diferentes subpoblaciones obtenidas. Se obtu-
vieron las cantidades que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Conteo de células por subpoblaciones obtenidas en el separador magnético.

Subpoblacion Promedio de células contadas | Total de células
CD31-/CD45- 6.5 65,000
CD31-/CD45-/SCA1+/CD34+ | 3.5 35,000
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Con estos resultados se determiné que la subpoblacién CD31-/CD45- debia ser sembrada en dos pozos (cada
uno con 32,500 células) y SCA1+/CD34 en un solo pozo, para iniciar asi con un nimero similar de células.
El conteo de la subpoblacién SCA1-/CD34- no pudo realizarse debido a que no se observaban células con
claridad, por lo que se decidi6 sembrarlo en un solo pozo. Fue importante realizar un conteo para sembrar el
mismo numero de células en todos los tipos, para que cualquier diferencia que se observara no se adjudicara
al nimero de células iniciales.

G

La subpoblacién de células SCAL-/CD34- fue desechada porque no se observo crecimiento. Esto se pudo
deber a que el medio que se utilizé no era el adecuado para estas células. Al desconocerse el tipo de células
que se encuentran en esta fraccion se puede tratar de cultivarlas en un medio diferente para promover su
crecimiento. Otro factor importante a considerar es que el nimero inicial de células pudo ser muy pequeiio,
por lo que se pueden aislar nuevamente a partir de una mayor cantidad de tejido adiposo.

En la figura 1 se observa las veces de cambio de la expresion de adiponectina en las cuatro etapas (dia -2, 0,
3y 5) del proceso de diferenciacion de las subpoblaciones CD31-/CD45- y SCA1+/CD34+. Los niveles de
expresion de adiponectina aumentan del dia -2 al 3, y disminuyen en el dia 5 para ambas subpoblaciones.
La expresion de dicha hormona es significativamente mayor en la subpoblacion CD31-/CD45- en los dias
-2, 0y 3, lo que sugiere que el proceso de diferenciacion inicia antes en este grupo de células comparada con
la subpoblacion SCA1+/CD34+. Sin embargo, en el dia 5 (dos dias después de que se agregé insulina) no
hay diferencias estadisticamente significativas en la expresién de adiponectina entre ambas subpoblaciones.
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Figura 1. Expresion de adiponectina a lo largo del proceso de diferenciacién en 2 subpoblaciones de
células. Se realiz6 una PCR cuantitativa con cebadores espeificos para adiponectina de raton y se nor-
maliz6 de acuerdo a la expresion de Tbp (TATA box binding protein). Los resultados se analizaron con
una t de Student en cada dia del proceso de diferenciacion para conocer las diferencias en la expresion

de adiponectina entre las dos subpoblaciones aisladas *p < 0.05 vs CD31-/CD45-.

En el dia 5 se tomaron fotografias de ambos cultivos (Figuras 2 y 3). En ellas no se observa ninguna diferen-
cia en el tamano de las células y la abundancia de éstas, lo que coincide con que los niveles de expresion de
adiponectina en ambas subpoblaciones en el dia 5 son similares. Para poder identificar diferencias en todo el
proceso se deben tomar fotos en cada etapa del proceso de diferenciacién, y compararlas.




Figura 2. Dia 5 del proceso de
diferenciacién de las células CD31-/CD45-.

Figura 3. Dia 5 del proceso de diferenciacion
de las células SCAI+/CD34+.

CONCLUSIONES

Se logré inducir la diferenciacion de las células CD31-/CD45- y SCA1+/CD34+ en adipocitos maduros,
mientras que SCA1-/CD34- tuvo que ser desechado porque no se observé ningtn crecimiento. Al dia 5 no
se observan diferencias de las células cultivadas pero la expresiéon de adiponectina en el resto de las etapas
del proceso sugieren que la diferenciaciéon de CD31-/CD45- inicia antes que la de SCA1+/CD34+. Se debe
repetir el experimento aislando células de una mayor cantidad de tejido adiposo para poder identificar algu-
nas células en la subpoblaciéon SCA1-/CD34- y poder corroborar lo encontrado. Ademas, se podria evaluar
la diferenciacion de estas mismas subpoblaciones celulares provenientes del tejido adiposo visceral, e inducir
la diferenciacién sin la rosiglitazona incorporada en el dia 3 del proceso, ya que es un potente inductor de
la diferenciacién celular, lo que podria provocar una estimulaciéon maxima de la diferenciaciéon. También
se deberia evaluar la expresion de otros marcadores de diferenciacion como Cebpa, Pparg, Glut4 y leptina.
A pesar de la dificultad de cultivar células primarias, la experimentaciéon en este tipo de células permite hacer
preguntas o deducciones directas sobre lo que se observa, ya que al ser aisladas directamente de un organismo
y no tener ninguna modificaciéon genética o morfologica, reflejan una mayor similitud de actividad y funcio-
nalidad a su ambiente natural.
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LA EXPOSICION CRONICA AL ARSENICO ALTERA RITMO CIRCADIANO
ACENTUANDO LA PATOLOGIA AMILOIDE EN MODELO 3XTG-AD

Ledesma Mendoza, Brendal; Nifio Esquivel, Sandra A2; Salgado-Delgado, Roberto3.

RESUMEN

Laenfermedad de Alzheimer (EA) esuna enfermedad neurodegenerativa que cuenta conla mayoria de los casos
de demencia, es marcada por la acumulacién y la deposicién de placas -amiloides y ovillos neurofibrilares
de proteina tau. Estos cambios patologicos eventualmente resultan en una gama de manifestaciones clinicas,
especialmente en la disfuncién circadiana. La evidencia sugiere que mds que presentarse como un sintoma,
la desregulaciéon circadiana puede actuar exacerbando la patologia, se sospecha de un vinculo reciproco
entre el sueo, los ritmos circadianos y la deposicién de amiloide, ademas se ha observado que la exposicion
crénica de arsénico inorganico (1As), presente en el agua potable podria acelerar la aparicién de EA. En el
presente trabajo se evaluaron mediante un modelo murino triple transgénico de EA (3xTg-AD), las posibles
alteraciones circadianas, con el analisis de ritmicidad y actividad hipotalamica mediante inmunohistoquimica
de las proteinas Perl y c-Fos respectivamente, la actividad locomotora, los indicios de neuroinflamaciéon
(RT-PCR de IL-6); asi como la exposicién de arsénico en la potencializacion de los sintomas respecto a
grupos control. En efecto, los ratones expuestos al arsénico presentaron una exacerbaciéon general en las
alteraciones circadianas respecto a los grupos control, tanto en las pruebas a nivel molecular como en la
prueba conductual de actividad locomotora.

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) 1s a neurodegenerative disease that accounts for the majority of cases of dementia, 1s
marked by the accumulation and deposition of 3-amyloid plaques and neurofibrillary tangles of tau protein.
These pathological changes eventually result in a range of clinical manifestations, especially in circadian
dysfunction. The evidence suggests that rather than presenting as a symptom, circadian dysregulation may
act to exacerbate the pathology, a reciprocal link between sleep, circadian rhythms, and amyloid deposition
is suspected. In addition, it has been observed that the chronic exposure of inorganic arsenic (iAs) present
in drinking water could accelerate the occurrence of EA In the present work, the possible triple circadian
alterations, with the analysis of rhythmicity and hypothalamic activity by immunohistochemistry of Perl
and C-Fos proteins respectively, were evaluated by a transgenic triple murine model of AD (3xTg-AD),
locomotor activity, Indications of neuroinflammation (IL-6 RT-PCR); As well as the exposure of arsenic in
the potentialization of the symptoms with respect to control groups. In fact, mice exposed to arsenic presented
a general exacerbation of circadian alterations with respect to the control groups, both in molecular tests and
in the behavioral test of locomotor activity.

Palabras Clave: Enfermedad de Alzheimer, ritmo circadiano, arsénico.

INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es por mucho la causa mas comin de demencia, representando hasta
el 75% de todos los casos. Es una enfermedad neurodegenerativa, cuya patologia se caracteriza por la
muerte de células neuronales y la atrofia cerebral, marcada por la acumulacion y la deposicion de placas
[-amiloides y ovillos neurofibrilares de proteina tau (Landry y Liu-Ambrosy, 2014). Estos cambios patologicos
eventualmente resultan en una gama de manifestaciones clinicas, especialmente en la disfuncién circadiana.
El reloj circadiano es coordinado por el nicleo supraquiasmpatico (NSQ) ubicado en el hipotalamo, desde
donde controla procesos fisiologicos que incluyen la secrecion hormonal, el metabolismo y el suefio; por lo que
en la EA se presentan frecuentemente desordenes como somnolencia diurna, despertar continuo durante la
noche y fragmentacion del suefio (Song et. al, 2015). La evidencia sugiere que mas que presentarse como un
sintoma, la desregulacién circadiana puede actuar exacerbando la patologia. Hace tiempo que se sospecha
de un vinculo reciproco entre el sueflo, los ritmos circadianos, y la deposicion de amiloide. La privacion
o fragmentacion del sueflo puede ser el resultado del envejecimiento, otras enfermedades, influencias
ambientales, disfuncion del reloj circadiano o neurodegeneracion. El aumento del periodo de vigilia aumenta
la actividad simpatica, suprimiendo la funcién del sistema linfatico; esto podria resultar en una disminucién
de la eliminacién de las proteinas patégenas, como la 3 amiloide (af). Por otro lado, cada afio se reporta un
mayor numero de personas expuestas al arsénico inorganico (1As) a través del agua potable relacionandose con
un deterioro de la funcién cognitiva como resultado de la exposicion prenatal y de la infancia 1As, mientras
que los estudios en modelos animales en condiciones similares muestran deficiencias neurocomportamentales
acompanadas de alteraciones proteicas y enzimaticas asociadas a la EA. La pérdida del sueno y la disrupcion
circadiana también promueven el estrés oxidativo, la inflamacién y la pérdida de la homeostasis sinaptica.
Estos sucesos combinados promueven a la neurodegeneracion, que a su vez causa mas disfuncion circadiana
(Musiek et. al, 2015).

En el presente trabajo se pretende evaluar con un modelo transgénico de EA, las posibles alteraciones
circadianas que se podrian presentar al tiempo que se mide la proteina reloj Perl, encargada de la ritmicidad,
y la proteina C-Fos, involucrada en la actividad hipotalamica. Asi mismo evaluar sila exposicion a1As agrava
esta enfermedad, siendo un factor de riesgo ambiental de neurodegeneracioén, y los efectos de la promocién de
la inflamacién por disrupcién circadiana.
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MARCO TEORICO

Mediante el uso de modelos animales disenados para imitar la exposicion ambiental humana al arsénico,
sabemos que la administraciéon oral del arsénico produce alteraciones neuroquimicas y conductuales, mismas
que se han asociado con la EA en la poblaciéon humana. Millones de personas estan expuestas a este toxico
a través del agua potable, y la exposicion afecta a casi todos los 6rganos del cuerpo ademas del cerebro. En
el presente trabajo se emple6 el modelo murino transgénico (3xTg-AD) de 6 meses de edad, ya que simula de
manera muy similar a la EA en humanos al expresar el precursor de af3 (APP) y la proteina tau, con el obje-
tivo de evaluar si la exposicion crénica a iAs exacerba los cambios bioquimicos, conductuales y patologicos
de la EA.

METODOS Y MATERIALES

1.Genotipificacién de modelo murino 3xTg-AD

Se llevo a cabo la genotipificacion de 6 ratones 3xTg-AD (3 controles y 3 en exposicion a arsénico por medio
del consumo de agua contaminada)

1.1Extraccion de DNA

El tejido empleado fue un segmento de la cola del ratén, la cual se colocéd en un tubo eppenforff con 500ul.
de NaOH 0.05M durante 15 min en termobloque a 95°C, posteriormente se afiadi6 la soluciéon stop (EDTA
10mM y Tris IM) y se llevo a vortex 3s.

1.2PCR punto final

Se realiz6 una solucion stock para 6 muestras conteniendo oligos (APP, cassete THY, Tau), dNTP’s, MgCl,
buffer 10X PCR, agua, DNA de la extraccién previa (respectivo a cada muestra) y Taq polimerasa; después
se llevo a un termociclador con la siguiente configuracion: 95°C durante 2.30 min, 35 ciclos a 94°C por 40 s,
62°C por 40 s y 72°C por 1 min, extension final de 72°C por 2 min y 4° C hasta su almacenamiento.

Para confirmar los productos de amplificacion se corrieron los mismos en gel de agarosa al 1% y Bromuro
de Etidio, empleando el marcador de peso molecular de 1 000 pb, con las condiciones de 90V por 25 min.
2.Andlisis de actividad locomotora

Los ratones se alojaron en jaulas individuales, dentro de un rack para el registro automatico de la conducta,
el cual cuenta con sensores infrarrojos y de presiéon que contabilizaron los cambios en la presion y el despla-
zamiento del animal cada minuto. Se mantuvieron en un periodo de 12 horas luz-12 horas obscuridad (L./O)
tomando como Z'T'0 las 7 horas (el inicio de la luz, dia), y como ZT'12 las 19 horas (inicio de la obscuridad,
noche); la medicion se realizé durante 15 dias. Posteriormente se realizaron himnogramas cada 15 minutos
para formar un actograma y un perfil de actividad de los grupos control y arsénico, de machos y hembras.
3.Procesamiento de muestras bioldgicas

Los animales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sédico (0.2ml por ratén; concentracion
63mg/ml), los tejidos fueron lavados con solucién salina 0.9% vy fijados con paraformaldehido (PFA) al 4%.
Una vez fijado el tejido se extrajo el cerebro, se conservo 4 dias en PFA 4% y posteriormente se traslad6 a
una solucién de sacarosa 30% para crio protegerlo y cortarlo. Se realizaron cortes coronales de 30 micras a
-18°C en criostato, depositados de forma seriada en 4 pozos por grupo y ratéon (Ratones 3xTg-AD, 3 control
y 3 con exposicién a arsénico).

4.Andlisis de actividad hipotalamica con inmunohistoquimica de C-fos

4.1Pre-incubacion

Se realiz6 un lavado con PBS 1X por 5 min, posteriormente un lavado con PBS 1 X adicionando 900 uL. de
peroxido 30% por 5 min y 3 lavados con PBS 1 X por 5 min.

4.2Incubacién con anticuerpo primario

Se preparé una solucion de anticuerpo anti-rabbit Fos en soluciéon Supermix a una concentraciéon 1/2500 ul.
y se colocé en una placa de 24 pozos, se agrego el tejido a su pozo correspondiente y se dejé en incubacion
con agitacion durante 2 dias.

4.3Revelado

Se dejo la placa a Tamb por 1 hora, enseguida se realizadon 3 lavados con PBS 1X de 5 min. Posteriormente
se prepar6 la solucién de anticuerpo Antirrabit biotinilado en reactivo Supermix a una concentracioén 1/200
ulL y se dejé en incubacién con agitacion por 2 hora, después se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 5 min 'y
se afladi6 la solucion de Abidina Biotina a una concentracién 1/500 uL.y se dejé en incubacién con agitacion
por 2 horas.

4.4 Activacion

Se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 5 min, posteriormente se depositaron los tejidos en 50 mL de solucion
de revelado (Diaminobencidina, TBS 1X, peréxido 30%, Sulfato de amonio y niquel 10%) y se incub6 en
agitacion 1 min, se observé al microcospio para asegurar la presencia de marcaje y se detuvo la reaccién con
3 lavados de PBS por 5 min. Se almacené en PBS 1X hasta su montaje.

4.5Montaje y conteo de marca

Se colocaron las rebanadas en portaobjetos gelatinizados con ayuda de un pincel y se observaron en micros-
copio de campo claro AxioScopeAl—Zeiss, posteriormente se ubicaron los ntcleos cerebrales NSQ y PVN y
se tomaron fotografias de los mismos con el objetivo 10x y 20x. Se realizé un conteo de marca con ayuda del
software Image], para posteriormente graficar los resultados.

5.Andlisis de actividad ritmica del hipotdlamo con inmunohistoquimica de Perl

Se realiz6 con la misma metodologia del punto 4 de esta seccién, empleando como anticuerpo primario An-
tirrabit Perl a una concentracion 1/200 y tiempo de revelado de 5-8 min.

6.Extraccion de RNA de corteza prefrontal e hipotalamo



Se recolecté 30-40 mg de tejido prefrontal e hipocamp, al cual se adicionaron 200 uL de trizol para ho-
mogenizar en condiciones frias con pistilo Potter y proseguir con la extracciéon con el mpetodo Trizol®. Se
cuantifico y determiné pureza por medio de espectrofotometria y se corrié en gel de agarosa a condiciones
desnaturalizantes.

7.RT-PCR de IL-6

Con el RNA previamente extraido, se realizé una retrotranscripcion con el kit GoScript Reverse Transcrip-
tion System® de promega, con las siguientes condiciones: 25°C por 5 min, 42°C por 42 min, y 70°C 15 min.
Se realiz6 una cuantificacién y determinacion de pureza del cDNA obtenido y se prosiguié a realizar una
amplificacion por PCR siguiendo las condiciones del kit dreamTaq DNA®.

RESULTADOS

1. Genotipificacién de modelo murino 3xTg-AD

2 3 4

~2 000 pb. . Figura 1. Amplificacion de gen APP en ratones 3xTg

La identificacion del gen APP correspondiente a la banda de 530 pb y tau en la banda
350 pb nos confirma que el modelo empleado esta genéticamente modificado, modelo
murino de la enfermedad de Alzheimer. En el carril 1 el marcador de peso molecular
(2 000pb), en el carril 2 y 3 DNA de dos ratones 3XTG-AD, y en carril 4 control
negativo.
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2. Anadlisis de actividad locomotora
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Figura 2. Analisis de actividad locomotora en fotoperiodos 12 horas L/0O.
Si bien hasta este punto temporal el posible efecto no es muy pronunciado, en apariencia, la actividad
locomotora tiene una variacion de aproximadamente 15% en las hembras y 10% en los machos, presen-
tando un aumento de actividad en la fase de descanso de los ratones (Dia) y con una disminucion en la
fase de vigilia (Noche), por lo que se tiene un indicio de alteracion de los ritmos en términos de sueiio al
comparar los grupos control con los arsénico.

Hembras 3xTg-AD
Machos 3xTg-AD

@

n
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Perfil de Actividad
-
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Perfil de actividad

Dia Noche Dia Noche
Figura 3. Actogramas en fotoperiodos 12 horas L/0O.

El perfil de actividad muestra el promedio de la actividad durante 15 dias en intervalos de 15 min durante
24 horas. Los cambios mas evidentes se muestran en las hembras 3xTg-AD, en ambos fotoperiodos, mientras
que en los machos, a pesar de no mostrar cambios muy destacados, si se observa cierta irregularidad entre
los grupos comparados.
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4. Analisis de actividad hipotaldmica con inmunchistoguimica de C-fos

Analisis de actividad hipotaldmica
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Figura 4. Andlisis de actividad hipotalimica.

La expresion protéica de c-Fos es aproximadamente un 20% menor
en el grupo con exposicién a arsénico respecto al grupo control, al
relacionarse directamente con la actividad hipotalamica se sugiere
que las alteraciones de procesos fisioldgicos coordinados por el
hipotilamo, se verdn alteradas, siendo que ambos grupos se
encuentran en el mismo punto temporal de la EA; sin embargo
después de prueba F de varianzas (0=0.05) se concluyé que las
diferencias no son significativas, por lo que se sugieren mediciones
en distintos puntos temporales de acuerdo al avance de la EA en el
modelo murino.

5. Andlisis de actividad ritmica del hipotdlamo con inmunohistoguimica de Perl

Anadlisis de ritmicidad en hipotdlamo
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7RT-PCR de IL-6

Figura 6. Gel de agarosa 1% con productos de
RT-PCR de IL-6

a)Se muestra el marcador de peso molecular, seguido de
productos de hipocampo arsénico (hpA) y control (hpC);
productos de cortesa control (¢xC) y arsénico (cxA);
b)Marcador de peso molecular, seguido de productos de
corteza, muestras de grupo arsénico (M1 y M2) y control
(Cl1 y 4), y control negativo.

Labanda de 555 pb correspondiente a IL.-6, se puede observar en ambos grupos y ambos tejidos, sin embargo
la visualizacién mas nitida e intensa se observa en los grupos arsénico respecto a los grupos control. De acuer-
do con la literatura, la desincronizacion en el reloj biolégico se ve reflejada en alteraciones a procesos como el
sueflo, lo cual trae consigo cambios en la expresion humoral puntualmente en la melatonina; esta hormona en
sobreproducciéon promueve la neuroinflamacién. La IL-6 es una de las citocinas mayormente producidas por
el sistema inmune, por lo que podia anticiparse que su expresion fuese mayor al empeorar desincronizacion

Figura 5. Andlisis de ritmicidad en hipotilamo

Este resultado cn particular muestra que cfectivamente esta
comenzando un proceso de desincronizacion en los ritmos
circadianos. A nivel molecular, con la expresion de esta proteina
reloj Perl, y a nivel conductual en los actogramas antes
presentados. Se realizé una prueba F de varianzas (0=0.05) para
confirmar las diferencias entre grupos, concluyendo que dichas
diferencias son estadisticamente significativas.

circadiana, tal como sucede en los ratones expuestos a arsénico

B
Figura 7. Inmunohistoquimica c-Fos.

a)Corte de tejido anterior de raton 3XTG-AD, grupo con exposicion a arsénico. Visto desde 10X, sefialando el 4rea del nicleo
ico (NSQ) en la zona centro, superior al quiasma optico.
b)Corte de tejido anterior de raton 3Xtg-AD, grupo control. Visto desde 10X; se observa claramente una mayor presencia de

proteina c-Fos respecto al grupo con exposicion a arsénico.



CONCLUSIONES

Fue posible evaluar las alteraciones circadianas en el modelo 3xTg-AD, visualizando cam-
bios en la expresion de la proteina reloj Perl, cambios conductuales y cambios correspon-
dientes a los efectos secundarios de dichas alteraciones; lo que nos da un panorama general
en el estudio de la reciprocidad entre la EA, los ritmos circadianos y las influencias am-
bientales, vertientes que seguiran siendo evaluadas debido a su estrecha e incomprendida
relacién. A su vez, se sugiere la incorporacién de mas andlisis estadisticos para comprobar
la significancia de los cambios encontrados entre grupos control y grupos arsénico, asi
como la incorporaciéon de grupos wildtype que complementen las conjeturas realizadas.
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RELACION ENTRE EL COMPORTAMIENTO DE AUTOMANEJO Y SINTOMAS
DEPRESIVOS EN ADULTOS MAYORES CON ENFERMEDAD CRONICA
DIAGNOSTICADA

Carrillo-Contreras, Treccy Yohana ; Delabra-Salinas, Maria Magdalena ; Cordova-Pefiarrieta
Maria Isabel

RESUMEN

Se realizé un estudio correlacional de la relacion entre el comportamiento de automanejo en sus diferentes
dimensiones (conocimiento de la enfermedad, adherencia al tratamiento, manejo del impacto fisico, mental y
social por la enfermedad) y sintomas depresivos de la medicion basal en 146 personas en etapa de pre vejez y
vejez diagnosticadas con enfermedad crénica, participantes del estudio cuasi experimental de intervencion de
enfermeria “Tomando el control de su salud” Sede Saltillo. Los resultados de la muestra basal no mostraron
relacion significativa entre el comportamiento de automanejo global, ni por esferas con sintomas depresivos.

ABSTRACT

A correlational study of the relationship between self-management behavior in its different dimensions
(knowledge of the disease, adherence to treatment, management of physical, mental and social impact by
disease) and depressive symptoms of baseline measurement in 146 people in Stage of pre-old age and old age
diagnosed with chronic disease, participants in the quasi-experimental study of nursing intervention "Taking
control of their health" Saltillo Headquarters. The results of the baseline sample did not show a significant
relationship between self-management behavior in a global approach and depressive symptoms.

Palabras Clave: Depresion, automanejo, enfermedad crénica

INTRODUCCION

El automanejo se refiere a la habilidad de la persona, junto con su familia, comunidad y equipo de salud
para manejar sintomas, tratamientos, cambios en estilo de vida y las consecuencias psicosociales, culturales y
espirituales de las enfermedades cronicas (Richard y Shea, 2011).

El éxito o fracaso del automanejo en pacientes con enfermedad crénica diagnosticada esta determinado
por distintos factores como: el tratamiento y la enfermedad (complejidad del tratamiento, duracién de la
enfermedady calidad en la prestacién de la atenciéon médica), factores intra personales (edad, sexo, autoestima,
depresion y ansiedad), factores inter personales (calidad en la relacién entre pacientes y facilitadores de
servicios de salud) y factores ambientales. (Elasy y Albright, 2001)

Las personas con enfermedades cronicas no solo tienen que lidiar con los sintomas de su enfermedad, sino
que ademas tienen que hacer frente al impacto emocional que ésta pueda tener en su vida. (J. Franeck, 2012)
Investigaciones recientes confirman que los individuos con enfermedades crénicas son mas propensos a
presentar sintomas depresivos que aquellos que no las padecen.

De acuerdo a la Organizacion Panamericana De La Salud, el personal de enfermeria juega un rol muy
importante al hablar de automanejo ya que son los encargados de brindar recursos para mejorar la confianza
de los pacientes en su capacidad para ejecutar tareas especificas de cuidado personal con el objetivo de
desarrollar habilidades que los ayudaran a tener un mejor manecjo de los sintomas de sus enfermedades
crénicas y con esto conseguir una mejor calidad de vida.

El objetivo principal del estudio fue describir la relacion entre el comportamiento de automanejo y sintomas
depresivos en adultos mayores y personas en etapa de pre vejez con enfermedad créonica diagnosticada que
aceptaron inicialmente participar en el proyecto de intervencion “Tomando el control de su salud” Sede
Saltillo.

MARCO TEORICO

El apoyo eficaz al automanejo ayuda a las personas a enfrentar los problemas generados por los sintomas de
padecer una enfermedad croénica, tratando de reducir complicaciones y sintomas, tales como la depresion que
puedan causarle algtn tipo de discapacidad. Se realiz6 un analisis de literatura del cual se pueden mencionar
diversos programas de automanejo tales como el modelo de automanejo de la Universidad de Stanford para
el autocuidado en pacientes con enfermedades crénicas y las redes tematicas de automanejo en enfermedades
crénicas, que se centran en la importancia del papel que juega el paciente al momento de manejar los
sintomas de su enfermedad.

Se han utilizado diversos métodos al momento de tratar de brindar las herramientas necesarias que puedan
aumentar la capacidad de automanejo en los participantes de dichos programas, tales como: consultas
comunes, sesiones grupales, cursos virtuales, educacién a distancia, aplicaciones para celulares, todo esto con
el fin de adecuarse a las necesidades de cada persona.

La mayoria de los programas de automanecjo han presentado resultados favorables aunque poco significativos
relacionados con la dimension emocional de los participantes. Independientemente de los resultados es un
area que no debe descuidarse ya que un paciente emocionalmente estable es mas apto para manejar los



sintomas de su enfermedad, trabaja eficazmente en colaboracién con el personal de salud y por consiguiente
se presenta una notable mejoria en su calidad de vida.

El programa “Tomando el control de su salud” fue desarrollado por el centro de investigacién para la
educacion de pacientes de la Universidad De Stanford como un proyecto de investigacién con el propésito de
aumentar el nivel de automanejo y control de sintomas en pacientes con enfermedades cronicas.

METODOS Y MATERIALES

Se utiliz6 un disefio descriptivo correlacional para describir la relacién entre el comportamiento de
automanejo en sus tres dimensiones (conocimiento, adherencia y manejo del impacto fisico, mental y social
por la enfermedad) y la presencia de sintomas depresivos en adultos mayores y personas en etapa de pre vejez
participantes del proyecto de intervencion “Tomando el control de su salud” Sede Saltillo.

Los datos iniciales fueron tomados por estudiantes de licenciatura y maestria previamente capacitados. La
medicién basal se tomd en diferentes centros de salud de la jurisdiccién #8 de Secretaria de Salud en Saltillo,
utilizando un muestreo por conveniencia, ya que los participantes seleccionados fueron adultos mayores y
personas en etapa de pre vejez que fueron usuarios de dichos centros de salud, diagnosticados con alguna
enfermedad crénica o sintoma crénico y que aceptaron participar en la intervencion de enfermeria “ITomando
el control de su salud”. El comportamiento de automanejo fue medido en un enfoque global utilizando el
Partners In Health Scale (PHS) el cual consta de un total de 12 items. Para medir el nivel de conocimiento
de la enfermedad se utilizaron 2 items; la adherencia con 6 items y para medir el impacto fisico, mental y
social de la enfermedad se utilizaron 4 items del instrumento original (PHS), para las 3 esferas, la relacion
del puntaje es directamente proporcional, de tal manera que a mayor puntaje, mayor dominio de automanejo.
En cuanto a la medicién de los sintomas depresivos se aplicd una escala analogica visual desarrollada por
la Universidad De Stanford, la cual incluye un total de 8 preguntas de escala tipo Likert en donde cada
pregunta tiene un valor de 0 a 3, dando una sumatoria total de 24 puntos, en éste un menor puntaje indica
menores sintomas depresivos. (Downie W. Leathan, 1975 y Gonzalez Stewart, 1995)

RESULTADOS

Los resultados representan el 100% de la muestra basal del proyecto de intervenciéon “Tomando el control
de su salud” Sede Saltillo, el cual comprendi6 los Centros de Salud de la jurisdiccion #8 de la Secretaria De
Salud, conformada por: Centro De Salud Madero, Centro De Salud Gonzalez, Centro De Salud Girasol,
Centro De Salud Ramos en los turnos matutino y vespertino (Tabla 1). La media de edad fue 59 (+ 12.440)
anos, con rangos de 29 a 88 afos. EI 89% (130) son de sexo femenino y el 11% (16) de sexo masculino. El
60.3% (88) de los participantes son casados, 21.2% (31) viudos, 4.8% (7) divorciados y 13.7% (20) solteros.
En cuanto a las enfermedades padecidas por los participantes, el 37.4% (55) presenté diabetes tipo 2, 16.6%
(24) diabetes tipo 1, el 2.1% (3) asma, el 3.4% (5) bronquitis, el .7% (1) alguna otra enfermedad de pulmon,
el 65.5% (95) presion alta, el 2.8% (4) alguna otra enfermedad del corazon, el 6.2% (9) artritis, el 1.4% (2)
cancer, el 6.9% (10) depresion, el 2.8% (4) ansiedad y el 6.2% (9) alguna otra enfermedad.

Tabla 1.Centros de salud.

Centro Frecuencia Porcentaje
de salud
Madero 33 22.6
Gonzalez 30 20.5
Girasol 21 14.4
Ramos 34 23.3
™
Ramos 28 19.2
TV
Total 146 100

Nota: n=146 medicién basal

Las pruebas de Kolmogorov se mostraron normales, inicialmente los participantes mostraron un adecuado
comportamiento de automanejo.

Los resultados no mostraron una relacion significativa entre las variables de comportamiento de automanejo
en sus diferentes dimensiones (conocimiento de la enfermedad, adherencia al tratamiento y manejo del
impacto fisico, mental y social) y los sintomas depresivos presentando P=0.5

Al realizar el analisis de la comparacién de Automanejo y Sintomas depresivos por género, se encontrd
una diferencia significativa en el nivel de comportamiento de automanejo en un ambito global, presentando
(X=70.350+15.63) por parte de los hombres y (X=79.1923+13.09) por parte de las mujeres. Lo que indica que
para esta poblacion, el Automanejo es mayor en mujeres que en hombres (Tabla 2).
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Tabla 2. Comportamiento de automanejo.

Var Hombres Mujeres
iab

les

Su 7 15 3 7 13 3
ma 0. .6 7 9. .0 6
m 3 38 - 1 90 -
5 17 9 9 68 9
0 6 2 6

3

AM 3 8. 1 3 8. 1
A 5. 25 9 8. 59 1
9 02 - 1 15 -
3 5 4 2 2 4
3 8 3 8

3 1

Nota: Nhombres= 165 Nmujeres=130

CONCLUSIONES

Los estudios relacionados muestran que a pesar de no existir relacion significativa entre el nivel de
comportamiento de automanejo y sintomas depresivos de los pacientes diagnosticados con enfermedad
croénica, se deben seguir implementando estrategias para disminuir el nivel de sintomas depresivos en los
participantes de los programas de intervenciones pero también llevar a cabo actividades que prevengan la
aparicion de los mismos en pacientes que en un inicio no los presentan, todo esto con el objetivo de lograr que
los participantes tengan un mejor nivel de automanejo de sintomas derivados de su enfermedad y con esto
logren desarrollarse satisfactoriamente dentro de todas sus esferas (fisica, emocional y social)
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RECUPERACION DE NAPROXENO POR MEDIO DE MEMBRANAS LIQUIDAS
EMULSIONADAS.

CNinfa Anahi Lleverino Sifuentesl y Teresa Alejandra Razo Lazcano2

RESUMEN

En este trabajo se estudié la recuperacion de naproxeno mediante la técnica de Membranas Liquidas Emul-
sionadas. Dado a los resultados, se determiné la influencia de la concentraciéon de surfactante (Abil EM 90®)
y de extractante (TOA) en la estabilidad de las emulsiones y, por lo tanto, en su eficacia para la recuperacién
de naproxeno. Los resultados muestran que una concentraciéon de Abil EM 90® al 5% m/V, es adecuada
para obtener emulsiones estables capaces de extraer y recuperar naproxeno con porcentajes del 99% y 34%,
respectivamente, a partir de soluciones acuosas a pH 3.5, y con perfiles de tamariio de particula uniformes.

ABSTRACT

In this work, a study of naproxen recovery from aqueous solutions by Emulsion Liquid Membranes was
performed. It was possible to determine the effect of the surfactant (Abil EM 90®) and carrier on the
emulsions stability and, therefore, on their efficiency to naproxen recovery. The results shown that a surfactant
concentration of 5% w/V is favorable to obtain a stable emulsion able to extract and recover naproxen with
percentages of 99% and 34%, respectively, from aqueous solutions at pH value of 5.5 and with drop diameter
distributions uniform.

Palabras Clave: Membranas liquidas emulsionadas, naproxeno, microcontaminantes.

INTRODUCCION

El'aumento en el consumo de productos farmacéuticos en la medicina humana y veterinaria ha ganado suma
atencion los dltimos afos por representar un riesgo potencial para el medio ambiente. El medio acuatico
ha sufrido las mayores consecuencias ya que diversos estudios en agua de rios, mares y aguas residuales
han demostrado la presencia de estos compuestos organicos, los cuales son constantemente liberados al
medio ambiente sin ninguna restricciéon. Estos compuestos se encuentran presentes en concentraciones muy
bajas, por lo que son nombrados como microcontaminantes, sin embargo, su acumulacion puede llegar a ser
nociva para los distintos organismos vivos que se encuentran presentes en los medios acuaticos. Aun cuando
la investigacion cientifica sobre los efectos toxicos de los microcontaminantes también va en aumento, la
informacién sigue siendo muy limitada, pero se conoce que algunos organismos del medio acuatico presentan
los mismos receptores enzimaticos que los humanos, por lo tanto, son susceptibles a efectos farmacodinamicos
similares. Por lo anterior, es necesario tomar medidas para salvaguardar los riesgos ambientales que estos
deshechos representan (Nikolaou et al, 2007; Santos et al, 2007).

Numerosos estudios han comprobado que en el agua residual se encuentra la mayor fuente de desechos
farmacéuticos, debido a que los humanos son los principales consumidores tanto en el hogar como en
hospitales. Los farmacos mas concurridos son los analgésicos y antiinflamatorios no esteroideos. Entre los
antinflamatorios se encuentran el diclofenaco, ibuprofeno, cetoprofeno y naproxeno, de los cuales el ibuprofeno
y el naproxeno se presentan en concentraciones mas altas por su uso como analgésicos y antipiréticos
(Lapworth et al, 2012; Razo et al, 2014). Constantemente se han desarrollado nuevos métodos analiticos
para controlar y evitar la acumulacién de los microcontaminantes en el medio ambiente, sin embargo, se
siguen requiriendo diversos estudios para desarrollar soluciones que se puedan adecuar a las condiciones
de las fuentes de contaminacién. Al ser el tratamiento de aguas residuales la fuente mas importante de
contaminacion, se requiere de una mayor atencion hacia ésta, debido a que los tratamientos convencionales
no son especificos para eliminar productos farmacéuticos, y la tinica manera es adsorbiendo las particulas
solidas o por medio de biodegradacién, ya sea mediante procesos de coagulacién-floculacion, ultrasonido,
fotodegradacion y oxidaciéon. (Nikolaou et al, 2007; Santos et al, 2007)

Un método que ha demostrado ser efectivo para ayudar a la eliminacién de estos microcontaminantes, es
el uso de membranas liquidas emulsionadas, las cuales se componen de una emulsién primaria compuesta
de dos fases inmiscibles, una de ellas organica y la otra acuosa. En la fase organica se encuentra presente un
solvente hidrofébico, un surfactante y un extractante selectivo para el compuesto de interés, mientras que
la fase acuosa presenta condiciones que permiten la recuperacion del componente. El proceso se basa en
transferir la especie de interés de la fase acuosa externa a la fase de emulsion, y de ésta a la fase acuosa interna
(Razo et al, 2014). Asi, el objetivo del presente trabajo es el de desarrollar un método de separaciéon mediante
la técnica de Membranas Liquidas Emulsionadas para llevar a cabo la recuperacién de naproxeno a partir
de efluentes acuosos.

METODOS Y MATERIALES.

Se llevé a cabo una serie de estudios para determinar los parametros que permitieran el desarrollo de
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emulsiones estables para la separacion de naproxeno presente en soluciones acuosas.

Preparacion de emulsiones.

Se puso en contacto volimenes iguales de fase organica (FO) y la fase acuosa interna (FAI). La fase organica
estaba compuesta por el solvente organico N-Dodecano y el surfactante Abil EM 90®, asi como, por
trioctilamina (TOA), estos dos tltimos a diferentes concentraciones. Mientras que la fase acuosa interna se
encontraba formada por hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 mol.L-1. Posteriormente, la mezcla se agité a una
velocidad de 15 000 rpm, a temperatura constante (25 & 1)°C durante 10 minutos.

Proceso de extraccion y recuperacion.

Una vez obtenida la emulsion, de manera inmediata, se puso en contacto con la fase acuosa externa (FAE)
que contenia 50 mg.L-1 de naproxeno (NPX) en un buffer de fosfatos a pH 5.5. Posteriormente, se colocaron
en agitacién a una velocidad moderada durante 5 minutos. Una vez finalizada la agitacién, se recupero
la fase acuosa externa, a la cual se le determiné el valor de pH y se cuantificé el naproxeno mediante
Espectrofotometria UV/Vis a una longitud de onda de 272 nm.

Para la recuperacion de naproxeno, se llevd a cabo el rompimiento de las membranas mediante choque
térmico, el cual consistid en congelar la fase de emulsién y, posteriormente someterla a un cambio de
temperatura mas alta (37°C), y se procedio a separar la fase acuosa interna de la fase organica. Una vez
separados se determiné el valor de pH de la fase acuosa interna y se cuantificé el naproxeno a las mismas
condiciones que las utilizadas en la fase acuosa externa.

Los porcentajes de extraccion y recuperacion fueron obtenidos mediante las siguientes ecuaciones:

Waproxd imiciar— Naproxl fimar

UhE =

%100 (1)

[Naproxlinicial

donde:

%E = porcentaje de extraccion.

[NaproxJii.ia— concentracion inicial de naproxeno en fase acuosa externa.
[Naprox]gs.. = concentracion final de naproxeno en fase acuosa externa.

%R = INaprox] g a;

= x 100 2
[Naprox] micial 2)

donde:

%R= porcentaje de recuperacion.

[Naprox]zar = concentracion de naproxeno en fase acuosa interna.

[Naprox]iicia = concentracion inicial de naproxeno fase acuosa externa.

Determinacion del tamaiio de particula.
A cada emulsion antes y después del proceso de extraccion de naproxeno, se le determiné el tamafo de
particula a través de difraccién dindmica de la luz mediante el analizador laser Mastersizer 3000.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Para la preparacion de las emulsiones se han considerado diferentes pardmetros de formulacién como lo es
el tiempo de emulsificacion (tiempo necesario para formar la emulsion) y la velocidad de agitacion para la
formacion de la emulsion, los cuales ya han sido establecidos en trabajos anteriores (Razo et al, 2014.) con
valores de 10 minutos y 15000 rpm, respectivamente.

En cuanto a los pardmetros fisicoquimicos, en el presente trabajo se estudiaron dos factores: la influencia de
la concentracion de surfactante y de extractante.

Concentracion de surfactante.

Los resultados obtenidos del estudio de la influencia de la concentracién de surfactante se presentan a
continuacion. La figura 1 muestra las granulometrias obtenidas para cada una de las emulsiones preparadas
a las diferentes concentraciones de Abil EM 90®.

—— [Abil}=1%m/V
——— [Abil]=2%m/V

[Abilj=3%m/V
—— [Abil]=4%m/V
—— [Abil]=5%m/V
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n
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Figura 1. Granulometrias obtenidas a partir del estudio de la infi ia de la ién de surfactante.
FO: Dodecano + Abil EM 90®; FAI: NaOH 0.1 mol.L"'; v = 15000 rpm, temusificacisn = 10 min, T = (25 £ 1)°C, Vearro
=1.




A partir de las granulometrias obtenidas, se observa que conforme se incrementa la concentracion de
surfactante, la amplitud de la curva de distribucion del tamano de particula es menor, es decir, existe menor
polidispersidad (los tamafios de particula son mas homogéneos en toda la muestra) y, por consecuencia, un
aumento en la estabilidad de la membrana liquida.

Los resultados obtenidos en el estudio de recuperacién del naproxeno a través de las membranas liquidas
emulsionadas son mostrados en la Figura 2, en donde se han graficado los porcentajes de extracciéon
(transferencia de masa desde fase acuosa externa hacia fase organica) y recuperacion (transferencia de masa
desde fase acuosa externa hacia fase acuosa interna), utilizando como fase organica dodecano + Abil EM
90® a diferentes concentraciones (1 — 5% m/V).

Analizando la figura, se puede apreciar que a mayor concentraciéon de Abil EM 90®, los porcentajes de
extraccion del farmaco tienden a incrementar, es decir, el surfactante por si solo es capaz de extraer al
naproxeno. Sin embargo, los porcentajes de recuperacién presentan un comportamiento diferente, ya que
éstos tienden a aumentar conforme se incrementa la concentracion de Abil EM 90® hasta un 3% m/V,
pero a concentraciones mayores los porcentajes de recuperacion disminuyen. Este comportamiento puede
deberse a que muy probablemente el surfactante esté actuando como acarreador o extractante del farmaco,
ocasionando que se una fuertemente a la molécula del naproxeno evitando asi, una completa liberacion del
mismo hacia fase acuosa interna.

Recuperacidén

% Rendimiento

m Extraccion

Abil EM 90 (% m/V)

|
Figura 2. Transferencia de masa en funcién de la tracion de surfactante. FO: Dodecano + Abil EM 90®;

FAI: NaOH 0.1 mol.L"'; FAE: NPX [50 mg.L"] disuelto en buffer de fosfatos pH 5.5; texyaccién = 5 min, Veacrem =
1.

A partir de lo anterior y observando las granulometrias obtenidas, se determiné que una concentracion del 5%
m/V de Abil EM 90® resultaria la apropiada para la formulacién de las membranas liquidas emulsionadas.

Concentracion de extractante.

Establecida la concentracién de surfactante, se procedié a estudiar la influencia de la concentracién de
extractante (T'OA), utilizando como fase organica dodecano + Abil EM 90® al 5% m/V + TOA a diferentes
concentraciones. La Figura 3 muestra las granulometrias obtenidas para cada una de las emulsiones
preparadas.
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Figura 3. Granulometrias obtenidas a partir del estudio de la influencia de la concentracién de extractante.
FO: Dodecano + 5% m/V Abil EM 90® + TOA; FAI: NaOH 0.1 mol.L"'; v = 15000 rpm, temusificacion. = 10 min, T =
(25 £ 1)°C, Vraro = 1.
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Examinando las granulometrias, se aprecia que conforme se incrementa la concentracién de extractante,
la polidispersidad de las curvas de distribucién de tamafio de particula es menor, es decir, las emulsiones
adquieren un tamafo de gota mas homogéneo, lo cual, les confiere una mayor estabilidad a las membranas
liquidas emulsionadas. Siendo asi, la emulsion formulada con 5% m/V de TOA la mas monodispersa.

La influencia de la presencia de TOA y la variacion de la concentracion de la misma sobre la recuperacion de
naproxeno a través de las membranas liquidas emulsionadas se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Transferencia de masa en funcién de la concentracion de extractante. FO: Dodecano + 5% m/V Abil
EM 90® + TOA; FAI: NaOH 0.1 mol.L""; FAE: NPX [50 mg.L""] disuelto en buffer de fosfatos pH 5.5; texvaccicn = 5
min, Veaerem = 1.

Como es posible observar, la presencia del extractante en la composicién de la membrana provoca una
ligera disminucién en los porcentajes de extraccion (desde un 99% hasta un 92.5%) y en los de recuperacién
(desde un 35.5% hasta un 20%), manteniéndose constantes tales rendimientos a través de todo el intervalo
de concentraciones estudiadas (1 — 5% m/V). La presencia de TOA en la formulacién de la membrana
probablemente provoque cierta dureza a la misma, ocasionando, de esta manera, un ligero descenso en la
velocidad de transferencia del firmaco hacia fase organica y fase acuosa interna, tal y como se demuestra con
los resultados anteriormente discutidos, y lo cual, a su vez, explica el aumento en la monodispersidad de las
granulometrias presentadas en la Figura 3.

CONCLUSIONES.

La membrana liquida emulsionada compuesta por 5% m/V de Abil EM 90® + dodecano como fase organica
¢ NaOH 0.1 mol.L-1 como fase acuosa interna, result6 ser la de mayor eficacia para llevar a cabo el proceso
de recuperacion del farmaco (99% de extraccion y 36% de recuperacion), a partir de soluciones acuosas a pH
5.5,y con perfiles de tamafio de particula uniformes.

Por otro lado, la presencia de extractante dentro de la composiciéon de la membrana, resulté favorable
para aumentar la monodispersidad de las curvas de distribuciéon de tamafio de particula vy, por lo tanto,
la estabilidad de la membrana. Sin embargo, el proceso de extraccién y recuperacion del principio activo
no resultd ser favorecido. Por lo cual, se propone como perspectivas, cambiar de extractante o afadir un
aditivo, con la finalidad de aumentar las velocidades de transferencia de masa sin afectar la estabilidad de la
membrana.
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DIFERENCIA DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN RECIEN NACIDOS CON Y
SIN LACTANCIA MATERNA EXCLUSIVA

Pérez-Ruiz Melissa, Delabra-Salinas Maria Magdalena y Rodriguez Valdez Atenas

RESUMEN

La microbiota intestinal comprende al conjunto de microorganismos comensales que cohabitan en simbiosis
con el individuo.

Recientemente se ha descubierto que la microbiota intestinal de un bebé alimentado exclusivamente con
leche materna se asocia con la reduccion de riesgo de infeccion en la infancia, asi como un reducido riesgo de
ciertas enfermedades cronicas en la edad adulta.

En este trabajo se realiz6 una revision bibliografica para la basqueda y eleccién de instrumentos para cuan-
tificar los componentes de la microbiota intestinal en el recién nacido, ademas de plantear el desarrollo de un
protocolo de investigacion en enfermeria descriptivo a partir de la medicién de la microbiota intestinal del
recién nacido al momento del nacimiento, 30 dias y 1 afio de nacido.

ABSTRACT

The intestinal microbiota comprises the set of commensal microorganisms that cohabit in symbiosis with the
individual.

The intestinal microbiota of an exclusively breastfed baby is associated with reduced risk of infections in
infancy as well as a reduced risk of certain chronic illnesses in adulthood.

This project presents a review of the literature for the search and selection of instruments to quantify
the components of the intestinal microbiota in the newborn, in addition to propose the development of a
descriptive protocol of nursing research about the measurement of the intestinal microbiota of the newborn
at birth, 30 days and 1 year of life.

Palabras Clave: microbiota intestinal, lactancia materna, recién nacido, enfermeria.
INTRODUCCION

La leche humana es una mezcla compleja de grasa, proteinas, enzimas, citocinas, anticuerpos y nutrientes
que proporcionan proteccién energética e inmunolégica para los lactantes y contribuye al desarrollo de los
neonatos creando mecanismos de defensa. La leche materna proporciona varios compuestos bioactivos que
influyen en el crecimiento, la modulacién y la maduracion del sistema inmunitario, la protecciéon contra
patégenos y toxinas y, por altimo, el establecimiento de la microbiota intestinal (Bollard y Marrow 2013).
Laleche materna es el alimento mas importante para los recién nacidos ya que satisface durante los primeros
seis meses de vida todas las necesidades nutricionales del infante. Ademas, la Lactancia Materna otorga
seguridad emocional por la relacién establecida entre madre e hijo. La lactancia materna exclusiva es un
periodo (los primeros seis meses) ideal para el nifo, pues le aporta todos los nutrientes, anticuerpos, hormonas,
factores inmunitarios y antioxidantes que necesita para sobrevivir. Protege a los nifios frente a la diarrea y las
infecciones respiratorias y estimula su sistema inmunitario (Jiménez 2011) Ademas, la leche materna aporta
bacterias asociadas con una disminucién del riesgo de desarrollar enfermedades alérgicas (Azad et al.2013).
El cuerpo humano alberga trillones de microbios, colectivamente conocido como la "microbiota humana". La
densidad de bacterias comensales mas alta la podemos encontrar en el tracto digestivo, donde los microbios
residentes superan en nimero a las células humanas por lo menos 10 a 1. Las bacterias intestinales juegan
un papel importante en la salud humana pues promueven la homeostasis intestinal, estimulan el desarrollo
del sistema inmunitario, brindando proteccién contra microorganismos patogenos, y contribuyendo al
procesamiento de nutrientes y a las reservas de energia. (Azad et al.2013).

la madre a el recién nacido se produce por contacto directo con la microbiota materna durante el parto, la
leche materna sugiri6 ser un factor importante en la iniciacién, desarrollo y / o composicién del intestino
neonatal durante la lactancia. Algunos componentes de la leche materna tienen la capacidad de modular
la microbiota del tracto intestinal infantil, incluyendo los oligosacaridos complejos, inmunoglobulinas,
lactoferrina, lisozima y citoquinas (Zivkovic et al., 2011, Newburg, 2005).

La leche materna es una fuente temprana de bacterias y de nutrimentos introducidos al intestino del bebe
dentro de las primeras después del nacimiento. Las bacterias de la leche y de la piel de las madres son las
mas predominantes en el intestino de sus bebes en el primer mes de vida, que representan casi el 40% de la
microbiota intestinal en bebes amamantados desde el nacimiento. Ademas, la leche materna aporta bacterias
asocladas con una disminucién del riesgo de desarrollar enfermedades alergicas Pannaraj, et al. (2017).

Los estudios han demostrado que la lactancia materna confiere proteccion contra infecciones respiratorias y
gastrointestinales, asi como de enfermedades alérgicas, ademas de reducir el riesgo de enfermedades cronicas
como la diabetes, obesidad y enfermedad inflamatoria intestinal. (Pannaraj, et al. 2017).

La leche humana es uno de los factores clave en la iniciacién y el desarrollo de la microbiota intestinal del
neonato, ya que este fluido garantiza un aporte continto de bacterias durante todo el periodo de lactancia.
Posiblemente se trate de la principal fuente de bacterias para el recién nacido, ya que se estima que un
lactante que ingiera aproximadamente 800mL de leche al dia recibe 105 y 107 bacterias. La leche de cada
mujer tiene una composicién bacteriana unica, de forma analoga a lo que sucede en la microbiota intestinal
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de nifos y adultos. Las especies bacterianas aisladas o detectadas mediante técnicas moleculares en la leche
materna de mujeres sanas, son Lactobacillus, Staphyloccocus, Streptoccocus,Enterococcua faecalis y faecium,
Leuconostoc, Weissella, Klebsiella, Pseudomonas y Serratia proteamaculans. (Rodriguez et al., 2008)

El desbalance del equilibrio microbiano de la microbiota en la microbiota intestinal ha sido ligada a un
incremento en el nimero de enfermedades, incluyendo enfermedad inflamatoria intestinal, enterocolitis
necrotizante, diabetes, obesidad, cancer, alergias y asma (Azad et al.2013).

El estado critico de colonizacion intestinal ocurre dentro de las primeras semanas después del nacimiento
y esta influenciado por una variedad de factores incluyendo el entorno, la dieta, la edad gestacional, la
hospitalizacién, el uso de antibidticos, el tipo de parto y el tipo de alimentacién. (Sang A Lee et. al.2015) Las
bacterias de la leche materna influencian el establecimiento y desarrollo de la microbiota de los bebes con un
impacto continuo después de la introduccién de alimentos sélidos. (Pannaraj, et al. 2017).

Aun cuando la microbiota intestinal cambia con el paso de los afios, el medio ambiente y la microbiota
materna durante el parto y la alimentacién al seno parecen permanecer como factores muy importantes en
el desarrollo de la microbiota en el futuro. Una vez establecida la microbiota en un individuo, es estable en el
tiempo. (Costello, Lauber & Hamady, 2009)

Lainformacion de estainvestigaciéon puede ser atil paralas futuras madres que quieran tener hijos, ayudandolas
a tomar la mejor decisiéon en cuanto a la alimentacién correcta de su hijo(a), para las instituciones de salud,
para crear programas en donde apoyen y fomenten la lactancia materna y para las empresas o lugares de
trabajo, para crear espacios comodos y dar el tiempo establecido por ley para las madres que amamantan.
La madre es quien tiene que decidir como quiere alimentar a su bebé, pero el/la profesional de enfermeria
debe asumir la responsabilidad de que esa decisiéon se tome con una informacién adecuada sobre la lactancia
materna y sus ventajas, y prestar el apoyo necesario para que la lactancia sea una experiencia exitosa, asi
como lo mencionan los libros NANDA, NIC y NOC que son instrumento base en la profesiéon, dando como
resultado una lactancia materna eficaz.

La revision de la literatura fue con la intencién de definir el modo en que se van a tomar las muestras, los
tiempos de la toma y los materiales a utilizar, necesarios para la elaboracion y justificacién del proyecto.
Para el presente articulo se realiz6 una revision bibliografica en el tema de microbiota intestinal en recién
nacidos lo cual servira de base para el desarrollo futuro de un protocolo de investigacién en donde se pretende
describir la microbiota intestinal en recién nacidos al nacer, 48 horas y 30 dias del programa del Centro de
Maternidad Integral de un Hospital privado de la ciudad de Saltillo.

REVISION DE LITERATURA

Comparacion de la Microbiota Intestinal

Panaraj (2017), Sang (2015) y Azad (2015) coinciden en que la microbiota de las muestras fecales de los
bebés contienen proteobacterias fue mas alta en los bebés lactados con férmula que en los lactados con
leche materna lo que siguiere que las comunidades de proteobacterias del intestino del lactante estaban mas
estrechamente relacionadas con las de la formula.

En los estudios realizados por Stearns, (2017) se encontré que las Bifidobacterium fueron mas abundantes
ya que los infantes se encontraban bajo lactancia materna, esto concuerda con el estudio realizado por Sang
A Lee et. al. (2015) donde se encontré que la familia mas predominante en los lactados con leche materna
fue bifidobacteriaceae y abarca el 70.12% de las muestras comparado con el 36.61& de las muestras de los
bebés lactados con féormula lo que indica que las Bifidobacterium del intestino del lactante tienen una mayor
relacion con las de la lactancia materna.

La lactancia materna pareci6 suprimir los aumentos en multiples familias dentro de phylum Firmicutes, que
son productores de butirato (obesidad), Panaraj (2017). En el estudio realizado por Sang A Lee et. al. (2015)
en los lactados con formula la proporciéon de Firmicutes fue de 45.38% y de Proteobacteria 13.85%, asi como
de la diversidad de cada nivel taxonémico fue mas elevada en comparacién con los lactantes amamantados,
también Stearns, et al. (2017) concluyé que las madres que no se encontraban amamantando, mostraron altas
concentraciones de Firmicutes de la orden Clostridiales, lo cual nos indica que la lactancia materna logra
eliminar diferentes factores que en un futuro en cierto grado seran precursores del sobre peso.

En el estudio realizado por Martin et al. (2016) La bacteria mas prevalente en la primera muestra fecal
(meconio) fue Staphylococcus, la cual se detect6 en el 67.71% de las muestras, seguido de Enterobacteriaceae,
Enterococcus, Lactobacillus y Bifidobacterium en cambio los resultados arrojados por Koenig et al. (2011)
indicaron que en el meconio se encontré una muy baja diversidad filogenética, en el primero el tipo de parto
fue cesarea y el segundo se realiz6 via vaginal lo cual pone en duda la esterilidad del bebé al momento del
nacimiento.

Metodologia utilizada por autores de los articulos revisados

En los articulos revisados se encontraron autores que utilizaron disefios descriptivos, de cohorte prospectivo,
longitudinales y observacionales no aleatorios donde sélo los estudios realizados en infantes pretérmino
(Cong et al., 2016, 2017) sufrieron intervenciones por parte de los investigadores a cargo.

En la mayoria de los estudios revisados se tomaron como sujetos a recién nacidos que se desarrollaron en un
embarazo relativamente sano, tomando con consideraciéon ambos tipos de parto ademas haber nacido sin
complicaciones, también en las investigaciones de Cong et al. en los afios 2016 y 2017, se estudia la microbiota
intestinal de infantes pretérmino y destaca la importancia de la lactancia materna exclusiva como un factor
clave en la disminucion del riesgo de sepsis neonatal o enterocolitis necrotizante.

En los diferentes articulos de investigaciéon nos encontramos con grandes coincidencias en la recoleccién y
toma de muestras. Mastromarino et al. (2014) colectaron muestras de meconio y la evacuaciéon de un mes



después.

En sus dos estudios realizados en 2016 y 2017 en infantes pretérmino, Cong et al. recolectar6 muestras
diariamente, desde el nacimiento y hasta los 30 dias de vida. El investigador, Martin et al. (2016) utilizo
tiempos mas cortos de toma entre cada muestra (al considerar las evacuaciones de 2 dias, 1 semana, 3 y
6 meses de vida, y 1 semana después del destete) esto coincide con Mastromarino et al. (2014) al recabar
muestras del meconio y de la evacuaciéon al mes de vida.

La gran mayoria de los autores revisados coinciden en la importancia que tiene la toma y procesamiento del
meconio, ya que es una muestra que nos sera de gran ayuda para contrastar los resultados posteriores una vez
que sean alimentados con lactancia materna exclusiva, sucedaneos de la leche o de una manera mixta ya se
tiene un punto de partida.

Cong et al. y Martin et al., coinciden en la utilizacién de espatulas estériles desechables para el manejo de
las muestras fecales a diferencia de Stearns et al., que optaron por una espatula de acero inoxidable. Los
contenedores mas utilizados para el almacenamiento de las muestras fueron tubos y bolsas estériles. (Cong, et
al. 2016 y 2017). En algunos estudios eran las enfermeras especialistas las encargadas de la toma y manejo de
las muestras. Todas las tomas se realizaron durante el cambio del panal y, en los estudios donde se requeria
la toma de muestras en periodos cortos de tiempo, las madres eran instruidas para el manejo de la misma.
Stearns, et al. (2017).

En un estudio realizado por Martin et al. (2016) se hizo la toma de muestras fecales colocandolas en tubos
estériles que contenian RNAlater, una soluciéon estabilizadora que permite almacenar tejidos sin necesidad
de congelar las muestras y como consecuencia no pone en peligro la calidad o cantidad de ARN celular., en
cambio los autores Sang et. al. (2015), Mastromarino, P. et al. (2014), Stearns, et al. (2017), Cong, et al. (2016
y 2017), Azad, et al. (2015) coinciden en que después de la toma de la muestra es necesario congelarse a una
temperatura de -80°C para mantener la composicién bacteriana.

METODOS Y MATERIALES

Durante el desarrollo de la estancia del Verano de la Ciencia 2017 Se realizé una revisioén bibliografica de
34 articulos de los cuales 08 fueron ensayos y 26 de investigacion de los cuales se descartaron 18 tomando en
cuenta los requerimientos y el enfoque que tiene el proyecto.

De los 10 estudios de investigacion utilizados 1 de ellos son multifactoriales, ya que abarcan variables sociales,
culturales, ambientales, uso de antibibticos, etc., 2 de los estudios relacionan variables como la etnia o la
raza, otros 2 son sujetos pretérmino de los cuales uno hace una comparacion respecto al género y de manera
individual se rescata 1 estudio en el cual se destaca el efecto de los antibiéticos antes del parto y en el periodo
perinatal en el desarrollo de la microbiota del recién nacido

Entre otras actividades, se inici6é una base de datos de las embarazadas atendidas en el Centro de Maternidad
Integral del Hospital Universitario en Saltillo Coahuila, tal informacién recabada servird parala consideracién
de los posibles sujetos para el desarrollo de la investigacion a seguir.

La revision de la literatura fue con la intenciéon de definir el modo en que se va a tomar la muestra, al llegar
el momento o fase de coleccién de datos y los materiales a utilizar para llevar a cabo y sustentar la realizacién
del proyecto.

Se descartaron 18 articulos debido a que la relacion que estos tenian con el proyecto era muy poco significativa,
de otra manera se tomaron en cuenta 10 articulos y resimenes de investigaciéon encontrando gran relevancia
para los fines del proyecto.

CONCLUSIONES

Una vez revisados los articulos de investigacion se llegd a la conclusion de que para la elaboracién del proyecto
se tomard en cuenta el analisis de las muestras fecales al momento del nacimiento (meconio) al mesy al afio de
edad de ser posible, ya que en los estudios antes mencionados se notd un cambio significativo en estas fechas
principalmente.

La primera muestra sera tomada por un profesional de enfermeria, del pafal del recién nacido y se colocara
en tubos estériles que contendran RNAlater a una temperatura de -80°C. Las muestras siguientes seran
tomadas por la madre y de igual manera las colocaran en la bolsa y se mantendran en congelacion hasta el
dia de la cita después de la cual se llevara la muestra a congelacion a una temperatura de -80°C.
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EVALUACION DE LAS PROPIEDADES INTERFACIALES DE LOS
HIDRILIZADOS DE B-Lg AISLADA A PARTIR DE UN CONCENTRADO DE
SUERO DE LECHE

Ramirez Cuenca Daniela de Jesus 1 y Avila Rodriguez Mario 2

RESUMEN

El suero de leche fue considerado como un desecho durante muchos anos, debido a esto se realizaron diversas
investigaciones, ya que en ¢l estan presentes las proteinas globulares, entre la mas importante esta la [3- Lg,
usada como tensoactivo de origen natural. Esta propiedad permite obtener productos alimenticios benéficos
tales como: aderezos, salsas; asi como, suplementos para ninos, adultos mayores y deportistas. Es una nueva
alternativa principalmente en la industria de los alimentos, ya que ademas de ser un alimento con alto valor
nutrimental, tiene propiedades anticancerigenas y antimicrobianas. Se realizaron pruebas experimentales
con un suero de leche comercial, obteniendo hidrolizados ¢ identificando sus propiedades tensoactivas de
acuerdo a la determinacién de ciertos parametros que indicaron la estabilidad del producto.

ABSTRACT

Whey was considered a waste for many years, due to this fact several investigations were carried out, since
globular proteins are present in it, the most important being 3-Lg, being used as a surfactant of natural
origin. Allowing to obtain beneficial food products such as: dressings, sauces; As well as supplements for
children, seniors and athletes. It is a new alternative mainly in the food industry, since in addition to being
a food with high nutritional value, it has anticancer and antimicrobial properties. Experimental tests were
performed with a commercial whey, identifying its surfactant properties according to the determination of
certain parameters that indicated the stability of the product

Palabras Clave: Tensoactivo, propiedades tensoactivas, hidrolizados.

INTRODUCCION

Los ingredientes presentes en las proteinas de suero de leche contienen una mezcla de proteinas globulares.
Enla actualidad, varios tipos de proteinas son utilizadas en la industria alimenticia para formar y estabilizar
productos alimenticios basados en emulsion tales como: aderezos, bebidas, postres y salsas (Lam & Nickerson
2013, Wilde 2009). Las proteinas de suero de leche, son superficialmente activas, es decir, a concentraciones
muy bajas se absorben en la superficie o en la interface de los liquidos. Como resultado, producen una
reduccion en la tension superficial y por ende la tension interfacial. (Leman, Kinsella and Kilara, 1989).
Dichas proteinas se adsorben facilmente a las interfaces grasa-agua, formando emulsiones realmente estables.
La adsorciéon de una proteina requiere la interaccion hidrofébica entre la proteina y la superficie que contiene
a la grasa, durante un aumento en la concentraciéon de proteina se facilita la adsorciéon de mas proteina,
aumentando la carga de proteina que es adsorbida y como resultado, una mayor estabilidad de la emulsion
(Leman, Kinsella and Kilara, 1989). Debido a lo anterior, los objetivos planteados fueron el aislamiento de
B-Lg a partir de un concentrado comercial de proteinas de suero de leche e Hidroélisis enzimatica de B-Lg y
evaluacion de propiedades funcionales e interfaciales de los hidrolizados obtenidos.

METODOLOGIA

El procedimiento constd de 4 etapas, a continuacion se presentan detalladamente cada una de ellas.
1.Obtenciéon de B-Lg.

II.Hidrolisis enzimatica de B-Lg.

III.Determinaciéon de parametros (Conductividad eléctrica, Viscosidad y Densidad).
IV.Propiedades espumantes y emulsificantes del Hidrolizado.

1.Obtencion de B-Lg

La muestra se obtuvo de un concentrado de proteinas de suero de leche comercial (7.6 gr, 0.042 gr de Azida
de Sodio en 200 ml de agua desionizada, sometiéndola a un proceso de Hidratacién por 40 minutos a 40°C,
se realizé un ajuste de pH a 4 con H3PO4, continuando con el proceso de precipitaciéon en una reacciéon
expuesta a 60 minutos a 55°C.

Para separar el precipitado formado se centrifugé la muestra a 3000 rpm durante 15 minutos pasando
al proceso de neutralizacién del sobrenadante ajustando el pH a 7 con NaOH 1.5M .Para finalizar esta
etapa, se purifico la muestra por medio de Microfiltracién, usando una membrana de 0.45 pm. Se verifico
la concentraciéon de la muestra (3%) por medio de espectrofotometria UV. Previo al proceso de hidrolisis, la
muestra se sometié a un proceso de desnaturalizacion térmica (reacciéon a 90°C por 15 minutos) para hacer
que la estructura terciaria por la que B-L se compone mayormente se rompiera mas rapido sin afectar la
secundaria.

11.Hidroélisis enzimatica:
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Utilizando un pequeno reactor, se ajust6 el pH a 2 con HCI 2M, a 38 °C, al tener estas condiciones se agregd
la enzima (0.152 gr de pepsina), para activarla. La activacién dura un tiempo de 30 minutos, al término de
la reaccion se inactivo a la enzima neutralizando el pH a 7 con NaOH 1.5. Finalmente se purificé la muestra
mediante 2 filtraciones, la primera por medio de UF usando una membrana de 10 KDa a una presion de 30
PSI, para completar el proceso se cambi6 la membrana a 1 KDa a 40 PSI. (Retenido Hidrolizado)

Se obtuvo una muestra control, realizando el mismo procedimiento a excepcion de la Hidrolisis enzimatica,
siguiendo los mismos pasos pero sin la adicion de la enzima (pepsina).

1ll. Caracterizacion fisicoquimica
CONDUCTIVIDAD ELECTRICA:
Se calibré el conductimetro a 25°C con una solucién estandar de 1413 pS/cm.

DENSIDAD:
Con parametros de 25 °C y una desviacion de 0.0015, siendo esta aceptable para realizar la medicién.

VISCOSIDAD:
A 25 °C se tom6 el tiempo que la muestra tardé en atravesar el viscosimetro, para después calcular la
Viscosidad cinematica y dinamica correspondientes.

LV Propiedades espumantes y emulsificantes

En esta etapa se realizaron 2 pruebas diferentes: Estabilidad del espumado e indice de espumado. Las pruebas
se realizaron por triplicado tanto para la muestra como para el control.

INDICE DE ESPUMADO: Se calcula de la siguiente manera, formula 1).

INDICE DE ESPUMADO: Se calcula de la siguiente manera, férmula 1).
1

Volumen final — Volumen inicial %100

Volumen inicial

ESTABILIDAD DEL ESPUMADO: Utilizando un homogeneizador de alto rendimiento, se coloco la muestra en un
matraz a 7000 rpm por 2 minutos, enseguida se afiadio el espumado en una probeta de 25 ml, midiendo el tiempo que
tardaba en subir la solucion y el tiempo en el que bajaba la espuma. Los célculos se realizaron con la férmula 2).

()
VMax — Vmin x100

VMax

Propiedades emulsificantes

Mediante la relacion 70/30 (W/O) a la muestra se le anadieron 12gr de aceite de canola. Se colocé en un
matraz, en homogeneizador de alto rendimiento a 24,000 rpm durante 3 minutos, finalmente se llevo la
muestra al equipo de Master Sizer para medir el tamafio de gota de la emulsion.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los parametros que se muestran en las Tablas 1, 2 y 3 fueron determinados para la caracterizacion de la
muestra hidrolizada y muestra control.

Tabla. 1. CONDUCTIVIDAD ELECTRICA DE LA MUESTRA HIDROLIZADA Y MUESTRA CONTROL

MUESTRA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA (SIEMENS)
Control 6.358
Muestra 1 1.712

Tabla. 2. DENSIDAD DE MUESTRA HIDROLIZADA Y MUESTRA CONTRIOL

Muestra control 1.0092 gr/n':m3
Muestra 1 1.0037 gr/cm?®

Tabla. 3. VISCOSIDAD DINAMICA Y DESVIACION ESTANDAR

MUESTRA VISCOSIDAD DINAMICA (CP) DESVIACION ESTANDAR
Agua 0.9975 0.43038742
Muestra 1 1.0439 0.15394804
Muestra control 1.0347 0.2145538



Propiedades espumantes. Al hacer una comparacién entre la muestra hidrolizada y el control, el indice de
espumado de la muestra hidrolizada (muestra 1), es mucho mayor, es decir que el proceso que se realiz6 logro
mejorar las propiedades espumantes de las proteinas, como se muestra en la Tabla. 4.

Tabla. 4. PROPIEDADES ESPUMANTES DE MUESTRA CONTROL Y MUESTRA 1

| PROPIEDADES ESPUMANTES MUESTRA CONTROL ‘ MUESTRA 1
[ndice de espumado 79.179% 147.91%
Estabilidad 5.6 minutos 6.66 minutos

Propiedades emulsificantes. Al hacer una comparacion entre los tamafios de gota de la Figura 1 y 2, no se observa un
mejoramiento significativo de las gotas obtenidas, es decir, al finalizar el proceso de hidrolisis no se tienen gotas mas
pequeiias. Por lo tanto el proceso de hidrolisis no cambio ni mejoro dichas propiedades. Los resultados de los tamafios
medios de gota se presentan en la Tabla 5.
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Figura 2. Propiedades emulsificantes muestra 1.
TABLA. 5. TAMANOS MEDIOS DE GOTA DE MUESRTRA CONTROL Y MUESTRA 1
TAMANOS MEDIOS DE GOTA D(@3,2) D(4,3)
Muestra control 5.86 12.96
Muestra 1 6.82 14.96

CONCLUSIONES

Podemos considerar a la 3-Lg como una proteina capaz de reducir la tensién superficial. La percepcion del
consumidor de la calidad esta influenciada por la apariencia, es por ello que las espumas resultan importantes
puesto que presentan un alto indice de estabilidad, necesaria en los alimentos.

Por ende, los parametros determinados son de gran ayuda para verificar que tan estable puede llegar a ser
una proteina globular, por ejemplo en cuanto a viscosidad, es una medida de resistencia, por lo tanto se puede
determinar la interaccién que existe entre una proteina y otra. Todos estos pardmetros se determinaron en
funcién del tiempo, debido a que es un punto importante a tomar en cuenta puesto que reflejan la estructura
y la interaccién entre las proteinas.
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EVALUACION DE LA MODIFICACION POSTRADUCCIONAL
N-GLUCOSILACION EN PROTEINAS PLASMATICAS POR LC-MS EN
PACIENTES CON RIESGO CARDIOVASCULAR.

Maria Teresa Rivas Medina , Carla Montserrat Ramirez Ponce y Nicté Guadalupe Figueroa
Vega .

RESUMEN

Las modificaciones postraduccionales estan tomando auge por su papel en el desarrollo de enfermedades
metabolicas. La glucosilaciéon regula el transporte de glucosa, y las alteraciones en esta via inducen DMT?2 y
enfermedades cardiovasculares; por lo que el estudio de la glucosilacién seria un posible mejor biomarcador
que la hemoglobina glucosilada. El objetivo es evaluar estas moléculas como procedimientos innovadores y
complementarios; mediante un estudio clinico, comparativo, transversal de adultos diabéticos de 30-50 anos,
sin enfermedades créonico-degenerativas, neoplasicas o infecciosas, con y sin control metabdlico; evaluado
por valoraciéon médica y LC-MS. Este abordaje permitira esclarecer el papel de cada uno de los glicanos
para tener un analisis con un enfoque personalizado en el control metabolico, progresion y tratamiento de
la enfermedad.

ABSTRACT

Postraductional modifications are standing out for their role in the development of metabolic diseases.
Glycosylation regulates transport of glucose, and alterations in this pathway induce T2DM and cardiovascular
diseases. Therefore, the study of glycosylation could be a possible better biomarker than glycosylated
hemoglobin. This study pretends to evaluate these molecules as innovative and complementary by a clinical,
compared, cross-sectional study of diabetic adults from 30-50 years without any chronic-degenerative,
neoplastic or infectious diseases, with and without metabolic control; evaluated by medical consultation and
LC-MS. This approach will clarify the role of each of the glycans, as it will allow to have a more personalized
approach in metabolic control, progression and treatment of the disease.

Palabras clave: diabetes mellitus, glucosilacién, biomarcador, LC-MS, riesgo cardiovascular.
INTRODUCCION

Las complicaciones macrovasculares tienen alta mortalidad y morbilidad en la poblacion y urgen
perspectivas novedosas para la identificacion precoz de los factores que intervienen en el deterioro vascular.
Los instrumentos actuales como la hemoglobina glucosilada son insatisfactorios.

Una de las alteraciones tempranas inducidas por el descontrol de la glucemia es la glucosilacién; una
modificaciéon postraduccional. Las modificaciones postraduccionales estan tomando auge por su papel
en el desarrollo de enfermedades metabdlicas como obesidad, diabetes mellitus tipo 2, enfermedades
cardiovasculares y cancer.

La glucosilacion es un proceso bioquimico enzimatico en el cual se adiciona una molécula de aztcar a una
proteina. Existen 2 clases: la N-glucosilacién y la O-glucosilacion. La N-glucosilacion se caracteriza por la
adicién de un oligosacarido complejo al grupo amino libre de un residuo de asparagina en una proteina en el
reticulo endoplasmico rugoso con la implicaciéon de un gran nimero de enzimas.

La N-glucosilacion esta involucrada en la modificacion de proteinas circulantes a través de la adicion de
N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, acido sidlico y fucosa. Estos glicanos pueden dar estabilidad a
las proteinas, participar en procesos de adhesion celular, transporte, depuracion celular y transduccion de
senales. Sin embargo, puede ser causa de enfermedades. Durante la inflamacién, se favorece el incremento
de sialilacion, fucosilacién y decremento de la galactosilacion. Por lo tanto, las proteinas susceptibles de sufrir
esta modificacién postraduccional pueden servir como biomarcadores de inflamacién aguda y crénica y tener
relevancia clinica en la diabetes mellitus tipo 2 y sus complicaciones macrovasculares.

Las principales proteinas que sufren esta modificaciéon son: a-1-glucoproteina acida, haptoglobina, a-1-
antitripsina, a-l-antiquimiotripsina, transferrina, ademas de una correlacién positiva con la proteina C
reactiva, fibrinégeno, IL-6, proteina amiloide A sérica y fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina; todos ellos
asociados con inflamacién de bajo grado y eventos cardiovasculares.

La O- y N-glucosilacion regulan el transporte de glucosa; y las alteraciones en esta via inducen obesidad,
resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2, nefropatia diabética, enfermedades cardiovasculares y
cancer. Por ello, el estudio de la glucosilacion seria un posible mejor biomarcador de hiperglucemia, resistencia
a la insulina y distuncién metabdlica, que la hemoglobina glucosilada.

Desde un abordaje con técnicas como cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas (LC-
MS), se permitira realizar mediciones que distingan las diferencias en la estructura de los glicanos; lo que
ayuda a tener un andlisis mas complejo y detectar y/o dilucidar aquello que realmente contribuye a la
enfermedad, ademas de proporcionar un enfoque mas personalizado en la progresion y tratamiento de la
enfermedad.

Por ello, se plantea la evaluacién de estas moléculas como procedimientos innovadores y complementarios a los
ya existentes, que aportaran un mayor valor predictivo y diagnostico de las complicaciones macrovasculares
en la diabetes.
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Objetivos:

Dilucidar si los niveles de N-glucosilacion son un mejor predictivo de complicaciones macrovasculares de la
diabetes mellitus tipo 2 que la HbAlc. Obtener resultados que sirvan de base para, en etapas posteriores,
examinar otros elementos de estas vias y de componentes aferentes de estos mecanismos de dafo vascular.
Colectar datos antropométricos, signos vitales, antecedentes personales y familiares, niveles de glucosa en
ayuno, HbAlc, perfil de lipidos y subtipos de HDL. Detectar los datos ultrasonograficos de dafio vascular a
través de la medicion del IMT (grosor de la tinica media) y PWV (velocidad de la onda de pulso).

METODOLOGIA

Estudio clinico, comparativo, transversal, con 120 voluntarios adultos de ambos sexos, de 30 a 50 afos, sin
hipertension y otras enfermedades cronico-degenerativas, neoplasicas o infecciosas. Grupos de 20: adultos
sanos de peso normal; adultos con DMT2 de evolucién menor a 5 anos y buen control metabdlico, con HbAlc
<7.0%j adultos con DM'T?2 de evoluciéon menor a 5 afios y descontrol metabélico, con HbAlc >7.0%; adultos
con DMT?2 de evolucién mayor a 10 afios, con datos de dafio cardiovascular; adultos con DMT?2 con datos
de nefropatia moderada con microalbuminuria; adultos con DMT2 con macroalbuminuria y/o creatinina
sérica >1.5 mg/dl. Se obtendran antecedentes personales, familiares, patologia concurrente y se mediran
tension arterial y somatometria.

Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). Se cuantificaron los N-glicanos
en proteinas séricas utilizando el GlycoWorks RapiFluor-MS N-Glycan kit para la desglicosilacion previa al
analisis mediante la LC-MS.

Medicion del engrosamiento de la intima media de la carétida (IMT). Se us6 un ultrasonido Eco-Doppler
con transductor linear para identificar la carétida, y pulsado para medir la velocidad de flujo. E1 IMT se
analiz6 en Modo B, obteniendo el promedio de tres mediciones.

Procedimiento:

Se utilizé un volumen de 7,5 pl de solucion de glicoproteina en este procedimiento (2 mg/ml). Se anadieron
1,2 pL. de GlycoWorks Rapid PNGase I' mezclando hasta homogenizar. Posteriormente, se anadieron 12
pL de la Solucién de Reactivo RapilFluor-MS a la mezcla de desglicosilacion preparada anteriormente. Se
acondicionaran los pozos de una placa GlycoWorks HILIC pElution con 200 pl de agua por pozo y se
equilibraron anadiendo 200 pl de agua/acetonitrilo 15:85. Finalmente, los glicanos eluidos se diluyeron con
310 pl de diluyente de muestra GlycoWorks-DMF/ACN incluido en el kit antes de la cromatografia HILIC.
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Figura 1. Datos representativos de HILIC - FLR - MS para RapiFluor — MS con Intact mAb Standard. El
primer pico es F(6)A2[6]G(4)1, el segundo es F(6)A2[3]G(4)1.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Este abordaje permitira esclarecer el papel de cada uno de los glicanos, en la obesidad, diabetes y
riesgo cardiovascular. Ademads, la evaluacion de estas moléculas proveera informaciéon de estos como
procedimientos innovadores y complementarios a los ya existentes que aportaran un mayor valor predictivo
y diagnoéstico de las complicaciones macrovasculares en la diabetes. El abordaje de este tema con técnicas
como cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas (LC-MS) esta permitiendo realizar
mediciones que distinguen las diferencias en la estructura de los glicanos, lo que permitira tener analisis mas
complejos, detectar y/o dilucidar aquellos que realmente contribuyen a la enfermedad, ademas de ofrecer
un enfoque mas personalizado en la progresion y tratamiento de la enfermedad. Para esto, en una cohorte
de pacientes con diabetes y diverso control metabolico, se identificaron y cuantificaron los N-glicanos en
proteinas plasmaticas mediante el GlycoWorks RapiFluor-MS N-Glycan kit, que permite la identificacion
de 10 N-glicanos.



BIBLIOGRAFIA

AKINKUOLIE, A. O.,, PRADHAN, A. D., BURING, J. E., RIDKER, P. M., & MORA, S. (2015). “Novel
Protein Glycan Side-Chain Biomarker and Risk of Incident type 2 Diabetes Mellitus”. En Arteriosclerosis,
Thombosis, and Vascular Biology, Journal of The American Heart Association, Abril, [pp.1-11].

FREEZE, H. H. (2013). “Understanding Human Glycosylation Disorders: Biochemistry Leads the Charge”.
En Jornal of Biological Chemistry, Nam. 10, Vol. CCLXXXVIII, Enero, [pp. 6936-6945].

FROST, D. C., & LI, L. (2014). “Recent Advances in Mass Spectrometry-Based Glycoproteomics”. En
Advances in Protein Chemistry and Structural Biology, Vol. XCV, Julio, [pp.71-123].

GOWD, V., GURUKAR, A., & CHILKUNDA, N. D. (2016). “Glycosaminoglycan remodeling during
diabetes and the role of dietary factors in their modulation”. En World Journal of Diabetes, Nam. 4, Vol. VII,
Febrero, [pp. 67-73].

KOZA, S. M., LAUBER, M., FOUNTAIN, K. J., CHAMBERS , E. E., MCCALL, S., BHARADWA], R.
ET AL. (2016). Waters Application Notes. Glycans, Massachusetts: Waters Corporation.

NISHIKAZE, T. (2017). “Sensitive and Structure-Informative N-Glycosylation Analysis by MALDI-MS;
Ionization, Fragmentation, and Derivatization”. En Mass Spectometry,Vol. VI, Agosto, [pp. 1-12].
NOWOTNY, K., JUNG, T., HOHN, A., WEBER, D., & GRUNE, T. (2015). “Advanced Glycation End
Products and Oxidative Stress in Type 2 Diabetes Mellitus”. En Biomolecules, Vol. V, Marzo, [pp.194-222].
PIARULLLF., SARTORE, G., &« LAPOLLA, A. (2013). “Glyco-oxidation and cardiovascular complications
in type 2 diabetes: a clinical update”. En Acta Diabetolégica, Vol. L, Julio, [pp.101-110].

STADLER, K. (2013). “Oxidative Stress In Diabetes”. En Ahmad, S. I. Diabetes. An Old Disease a New
Insight, Nueva York, EUA: Landes Bioscience. Springer Science + Business Media LLC, [pp. 272-287].
TAKAMIYA, R., OHTSUBO, K., & TANIGUCHI, N. (2015). “Glycoredox: New Paradigm for
Glycosylation and Redox Signaling Research”. En Taniguchi, N., Endo, T., Hart, G. W., Seeberger, P. H. &
Wong, H. Glycoscience: Biology and Medicine, Japon: Springer Japan, [pp. 1275-1281].

TESTA, R., VANHOOREN, V., BONFIGLI, A. R., BOEMI, M. OLIVIERI, F., CERIELLO, ET AL.
(2015). “N-Glycimic Changes in Serum Proteins in Type 2 Diabetes Mellitus Correlate with Complications
and with Metabolic Syndrome Parameters”. En PLoS ONE, Nam. 3, Vol. X, Mayo, [pp. 1-16].

VAN SCHERPENZEEL, M., WILLEMS, E., & LEFEBER, D. J. (2016). “Clinical diagnostics and therapy
monitoring in the congenital disorders of glycosylation”. En Glycoconjugate Journal, Vol. XXX, Enero, [pp.
345-358].

YAMAMOTO, Y. (2015). “Enzymatic and non-enzymatic post-translational modifications linking diabetes
and heart disease”. En Journal of Diabetes Investigation, Num. 1, Vol. XI, Enero, [pp.16-17].

127




128

IMPACTO DE LA DIABETES EN HUESO

Jorge Andrés Davila-Morenol, Gabriel Herrera-Pérez2 y Esmeralda Rodriguez-Miranda3

RESUMEN

La diabetes mellitus es un problema epidemiolégico mundial y nacional importante presentandose en el 9.4
% de la poblacién mexicana. Como enfermedad crénico-degenerativa tiene un gran impacto en la salud del
paciente teniendo diversas complicaciones, Sin embargo su impacto y efecto a nivel oseo no ha sido del todo
estudiado. En este trabajo utilizamos un de modelo de diabetes experimental en rata wistar para estudiar
el impacto de esta enfermedad en la composicion quimica del fémur por espectroscopia infrarroja. Nuestros
resultados muestran que son muy semejantes los grupos control y con diabetes experimental a nivel de grupos
los funcionales (CO3)-2, (S104)-3 y (PO4)-3, sin embargo, por las diferencias presentadas en las bandas 599
y 558 cm-1, se presume que estos iones se encuentran en ambientes quimicos diferentes en los enlaces C-O 'y
P-O respectivamente.

ABSTRACT

Diabetes Mellitus is one of the biggest trouble in the national and global epidemiology it is in the 9.4% of the
mexican population. As a chronic-degenerative disease it has a great impact on the patient’s health whith
many different complications, nevertheless its impact and effect in the bone it has not been studied at all. In
this investigation we used a diabetic experimental model in wistar rat to observe the impact in the femur’s
chemical composition by infrared spectroscopy. The results show that they are very equal both groups the
control and the diabetic rats in the level of de funtional groups (CO3)-2, (S104)-3 y (PO4)-3 but the difference
show it in the band 599 y 558 cm-1, show us that the ions in the bone are in different chemical environment
on the bond C-O and P-O respectively.

Palabras Clave: Diabetes, Fémur, Aloxana.
INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un sindrome clinico con alteraciéon en el metabolismo de los carbohidratos;
producida principalmente por una falta relativa o absoluta de la hormona insulina, esta es producida por las
células 3 del pancreas (Smushkin 2010). Su clasificacion se ha dividido principalmente en 3 tipos:

a)DM tipo 1 (DMI) corresponde al 5% de los pacientes diagnosticados con DM (Asociacion Americana de
Diabetes 2017) se produce por una destruccion de las células 3 del pancreas presentandose la ausencia total
parcial de insulina.

b)DM tipo 2 (DM2) se presenta en el 95% los afectados (ADA 2017). Este tipo se caracteriza por niveles
de glucosa plasmatica elevados crénicos (>126mg/dl en ayuno o >200 mg/dl tras 2 horas de ingesta de
alimentos) (Smushkin 2010) producida por una alteracion en el metabolismo de los carbohidratos y en casos
tardios una disminucion en la produccion y sensibilidad a la insulina (Smushkin 2010).

¢)DM gestacional (DMG) se presenta en alrededor del 9.2% de los embarazos (ADA 2015). Por lo regular en la
semana 24 de gestacién (Federacion Internacional de la Diabetes 2015). Presenta una elevacion en los niveles
de glucosa plasmaticos (glucosa postprandial 1 hora >180 mg/dl, glucosa postprandial 2 horas >153mg/dl
ambas con una ingesta de glucosa previa de 75 g. o una glucosa en ayuno de >92 -125 mg/dl) (FID 2015). Aun
no se ha identificado la causa, sin embargo se cree las hormas placentarias (gonadotropina coriénica huma,
estrogenos y progesterona) promueven una menor sensibilidad organica a la insulina. (ADA 2015).
Epidemiologia:

Segun estimaciones realizadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el ano 2014 la
prevalencia de DM a nivel mundial fue del 8.5 %. Segun el informe mundial sobre la diabetes publicado en el
2016, existe un total de 422 millones de personas afectadas. A nivel nacional, se estima existian hasta el afio
2016 una prevalencia de pacientes diagnosticados con diabetes de 9.4 % (ENSANU'T 2016). A nivel region
centro donde se incluye Aguascalientes y Guanajuato existe una prevalencia mayor del 9.8 % de la poblaciéon
diagnosticada. (ENSANUT 2016).

Fisiopatologia:

Lainsulina es una hormona secretada por las células 3 del pancreas que mantiene la concentracion de glucosa
en sangre entre 80-105 mg/dl teniendo su principal blanco en musculo liso, tejido adiposo y en los hepatocitos,
teniendo impacto particular principalmente a nivel metabdlico (Olivares Reyes et al. 2008). En la Figura 1 se
ilustra la secrecion de la insulina por el pancreas:

Figura 1 Metabolismo de la Insulina a nivel Pancredtico
Fuente: Bazaga-Isla M. (2011). “Insulina” en Instituto

I de T logias Educativas y de Fo
del Profi d C Itad en:
1 http://cerezo.pntic.mec.es/~jgarc247/2_bachto/anho_in
N fernacional_quimica/05insulina.htm (fecha de It
3-07-2017)




1.Los transportadores Glut 2 permiten el paso de glucosa de la circulacién al interior de la célula 3 del
pancreas. La glucosa que ingresa es metabolizada por las vias de la glucdlisis, por el Ciclo de Krebs y la
fosforilacion oxidativa produciendo ATP. El cociente ATP/ADP promueve el cierre de los canales de K+
sensibles a ATP provocando la despolarizacién del potencial de membrana de la célula.

2.La despolarizacioén activa los canales de Ca2+ sensibles a voltaje permitiendo su entrada, provocando que
las vesiculas cargadas con insulina liberen su contenido al torrente sanguineo.

La principal funcién de la insulina es activar y exponer el transportador de glucosa Glut 4 presente musculo y
tejido adiposo mediante la activacion de segundos mensajeros. El transportador Glut 4 permite la entrada de
glucosa al interior de la célula para ser utilizada en la generacién de ATP (Figura 2). En la DM2 la afeccion
sucede principalmente a nivel del receptor el cual se vuelve menos sensible a la insulina evitando asi la
exposicion de Glut 4 a la membrana celular. Lo anterior promueve la hiperglicemia en la DM2.
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Danos de la DM2:

Retinopatia diabética: es un padecimiento presente en el 60% de los pacientes con DM2. Inicia como una
retinopatia no proliferativa resultado de la glicacién de las proteinas en la retina y la isquemia propia de la
DM. Al avanzar esta isquemia se promueve la angiogénesis evolucionando a retinopatia proliferativa.
Cataratas: en los pacientes con DM2 existe 2 tipos las cataratas: subscapulares y las seniles, predominando
estas ultimas, ambas promovidas la glicacién de las proteinas que constituyen al cristalino.

Nefropatia Diabética: esta comienza como un proceso de microalbuminuria (albumina urinaria entre los
30-300mg/24 horas) que progresa a una macroalbuminuria (mayor a 300 mg/24horas) posterior a una
proteinuria (150 mg/24 horas de proteina en orina) donde el cuadro se establece llegando en algunos casos a
la insuficiencia renal crénica.

Neuropatia diabética: en los pacientes con DM se presenta principalmente 2 complicaciones clasicas,
la primera es neuropatia autonémica, manifestada principalmente por disfunciones digestivas y en casos
avanzados disfuncién sexual. La segunda es la neuropatia periférica manifestada por dolor de tipo urente o
quemante y en gran medida por disestesias y anhidrosis.

Cardiovascular: dentro de esta encontramos cardiopatia producida por microangiopatias y enfermedad
vascular periférica dada por la produccion de placas de ateroma.

Relacion del Esqueleto con la DM:

Existe evidencia que sugiere que la DM2 se asocia con un aumento moderado del riesgo de fracturas de
cadera y no vertebrales, a pesar de que la densidad mineral 6sea (DMO) es normal a elevada en los pacientes
con DM?2 independientemente del sexo y el origen étnico del paciente. En la DM2 y el indice de masa
corporal (IMC) se asocia estrechamente con la DMO vy esto podria explicar, en parte, el aumento de la
DMO en comparaciéon con las personas sanas. Sin embargo, muchos estudios muestran que la DMO mas
elevada persiste en los pacientes con DM2 atn después de ajustar el IMC, lo que sugiere la existencia de otros
factores, como la hiperinsulinemia, que podrian contribuir a una mayor DMO en estos pacientes. También
la DMO se asocia con un aumento de la tasa de pérdida ésea lo cual podria contribuir al riesgo de fractura
en los pacientes con DM2. El mayor riesgo de fractura a pesar de una masa 6sea normal o incluso aumentada
en las personas con DM2 implica la alteracién de la microarquitectura 6sea o déficit en las propiedades del
material 6seo que contribuyen a la fragilidad esquelética en estos pacientes. Adicionalmente, también esta
implicado el aumento de la incidencia o la gravedad de las caidas, tal vez atribuible a la hipoglucemia después
del tratamiento con insulina, o a las complicaciones de la enfermedad microvascular, como la neuropatia o
la retinopatia.

Muchas complicaciones de la DM2 estan producidas por la acumulacién de los productos finales de la
glicacién avanzada (PFGA) en diversos tejidos lo que podria tener efectos negativos sobre la calidad 6sea, sin
embargo aunque se presume que los PFGA acumulados en el tejido 6seo de las personas con DM2, los datos
muestran que el aumento de los PEGA en el hueso de estos pacientes es escaso y por lo tanto se desconoce cual
es la importancia de estos hallazgos respecto de la fragilidad del esqueleto en los seres humanos con DM. Por
otro lado, en investigaciones in vitro, se ha demostrado que la osteocalcina, una proteina que anteriormente
se correlacionaba Gnicamente con la remodelacion 6sea, tiene una clara relacion con el metabolismo de los
carbohidratos al intervenir en la proliferacién de las células 3 del pancreas y en la expresion y secrecion de
insulina (Preciado-Estrella 2009).

La evaluacion de las propiedades mecanicas de la matriz 6sea y en general de la composiciéon quimica del
hueso es problematica por la complicacion para obtener las muestras de médula 6sea o hueso, lo cual se vuelve
inviable hacerse rutinariamente en los estudios clinicos. Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo
se utiliz6 un modelo de diabetes experimental (DE) en rata wistar mediante el empleo de alloxana con la
finalidad de obtener informacién sobre las alteraciones en la composicién quimica del hueso entre ratas
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sin DE y con DE las cuales pudieran estar asociadas a la fragilidad mediante la utilizacion de la técnica de
Espectroscopia Infrarroja (FTIR).

METODOS Y MATERIALES

Animales

Los animales utilizados en este trabajo se trataron de acuerdo conlo establecido enla Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, correspondiente a técnicas experimentales (analgesia y anestesia), administracién de
fluidos y sustancias, asi como métodos de eutanasia de los animales empleados y tomando en cuenta las
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio utilizados para la
investigacion cientifica.

Se utilizaron 8 ratas hembra de la cepa Wistar, con un peso promedio de 180 g, se mantuvieron bajo
condiciones estandar; ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y temperatura de 22°C+2°C. Se les proporciono
agua y alimento ad libitum. Los animales fueron proporcionados por el bioterio del Departamento de
Medicina y Nutricién, de la Division de Ciencias de la Salud, Campus Leoén, de la Universidad de Guanajuato
Induccion de diabetes experimental

La inducciéon de DE se realizé mediante la administracién via intraperitoneal de 200 mg de alloxana/Kg
de peso corporal. Posteriormente se registré el peso y nivel de glucosa de los grupos semanalmente. Para
determinar el nivel de glucosa en las ratas se utiliz6 un glucometro. La muestra de sangre se obtuvo de la vena
de la cola; las muestras se tomaron antes del periodo de oscuridad. Se consideraron ratas con DE aquellas
que presentaron >200 mg/dl.

Obtencién de fémur

Se realizo la diseccion de los fémures (izquierdo y derecho de cada rata), posteriormente se eliminé todo el
tejido con tijeras y pinzas, evitando danar la superficie del hueso. Para evitar el dafio a la superficie del hueso
se utilizaron escarabajos del Orden Coledptera y de la Familia Dermestidae para limpiar los fémures de las
ratas evitando asi utilizar algtin tratamiento quimico o enzimatico.

Analisis quimico de los huesos: Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

La técnica de Espectroscopia Infrarroja permite la identificacion de los grupos funcionales especificos en un
compuesto, para que dichos grupos funcionales sean activos o se asocien con una interaccién con la radiaciéon
infrarrojo se deben cumplir dos condiciones fundamentales, la energia asociada a la vibraciéon de los dtomos
A-B debe estar comprendida en el intervalo de frecuencias o longitud de onda de la radiacién infrarroja
que se utiliza para perturbar al sistema y la segunda condicién fundamental del enlace quimico es que debe
presentar un momento bipolar LI = q x r, donde r es la distancia con caracter vectorial. Actualmente los
espectrofotometros que son empleados para el andlisis vibracional de los enlaces quimicos cuentan integrado
en sus programas de manejo de espectros un algoritmo a base de combinaciones lineales de funciones senos
y cosenos conocida como la Transformada de Fourier (FT por sus siglas en inglés), la aplicacién de esta
herramienta matematica permite sustituir el interferograma con amplitudes negativas y positivas a solamente
valores positivos y en una escala directamente proporcional con la frecuencia. Para este trabajo se utiliz6 un
espectrofotémetro marca Perkin-Elmer modelo Spectrum IX.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos del andlisis espectroscépico infrarrojo de las cabezas pulverizadas de los fémures
de rata se muestran en la Figura 3. Se muestra el espectro de la absorbancia en un intervalo de nimero
de onda de 4000 a 500 cm-1. Tanto para el caso de ratas control (C) como para el caso de rata diabética
experimental (DE). En la region de los 3700 a 3000 cm-1 se identifica una banda fuerte y muy ancha asignada
a las vibraciones de estiramiento de los enlaces MO-H asociadas principalmente al agua molecular ligada
a los diferentes componentes del hueso. En ambos casos se identifican sefiales de vibraciones a 2920 y 2846
cm-lcorrespondientes a especie de CG-H siendo un poco mas intensas relativamente para el caso DE. Entre
los valores de 1700 y 1390 cm-1, asi como a 872 y 599 cm-1 la senal a se tiene una de las principales zonas
de intencién para esta técnica que es la region en donde el i6n carbonato (CO3)-2 presenta sus vibraciones
principales, no se identifica un cambio importante entre el caso C y el DE, solamente un poco mas intensa
la senal a 1538 cm-1 que puede ser afectada por la cantidad de agua (MO-H). Se confirma la presencia de
silicatos (SiO4)-3 en ambos casos con la banda a 1246 cm-1, para ambos casos la sefiala correspondiente al
16n fosfato (PO4)-3 de 1000 y 558 cm-1 (Beasley 2014). En la Figura 4 se muestra la region de los 1725 a 550
cm-1 de los espectros, en esta regién se puede notar un cambio en la intensidad el espectro de C y la DE en
la banda que esta a 1538 cm-1, un cambio relativamente importante a nivel de los grupos funcionales de 16n
carbonato (CO3)-2 a 599 cm-1 y para el i6n fosfato (PO4)-3 en 558 cm-1.
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CONCLUSIONES

Basado en los resultados de espectroscopia infrarroja se puede comprobar que a nivel de grupos funcionales
en ambos casos C y DE correspondientes al (CO3)-2, (S104)-3 y (PO4)-3 es muy semejante, sin embargo
por las diferencias presentadas en las bandas 599 y 558 cm-1, se presume que estos lones se encuentran en
ambientes quimicos diferentes en los enlaces C-O y P-O respectivamente mostrando que pudo existir una
alteracion en ambos compuestos quimicos presentes en el fémur de la rata con DE.
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EXPOSICION AMBIENTAL DURANTE EL EMBARAZO Y MALFORMACIONES
CONGENITAS EN EL HOSPITAL MATERNO INFANTIL DE IRAPUATO

Jessica Paola Delgado Gonzalez , Dr. Benigno Linares Segovia y Dra. Virginia Alvarez Jiménez

RESUMEN

Las malformaciones congénitas son un problema de salud publica, ya que causan mortalidad infantil, enfer-
medades créonicas y discapacidad. El origen puede ser causas genéticas, ambientales o desconocidas. Se ha
estimado que 47% ocurre por causas desconocidas, 25% son genéticos, 25% son multifactoriales y 3% son
causados por agentes fisicos, quimicos o biolégicos. Metodologia: Se realizé un estudio de casos y controles,
durante el periodo de junio-julio del 2017 se registraron los casos de recién nacidos con malformaciones
congénitas en un Hospital Materno Infantil, para los controles se seleccionaron aleatoriamente recién nacidos
teéricamente sanos. La herramienta empleada para evaluar los factores de riesgo fue la hoja verde de salud
ambiental reproductiva. Resultados: Se registraron 13 casos de malformaciones congénitas, la tasa de malfor-
maciones congénitas fue de 14 x 1000 recién nacidos sanos, los 3 factores que mas se asociaron a la presencia
de malformaciones congénitas fueron: Ser adolescente (OR= 1.52, IC= 95%, 1.02- 4.3), primigesta (OR=
1.57, IC= 95%, 1.07 — 5.1) y la exposicién a sustancias quimicas (OR= 9.3, IC=95%, 2.2 — 39.4). Conclu-
sion: Los factores sociodemograficos, ambientales y culturales influyeron en el desarrollo de malformaciones
congénitas. En nuestra serie, la exposicion a sustancias quimicas y el embarazo en adolescentes fueron los
principales factores de riesgo modificables.

Palabras clave: malformaciones congénitas, factores de riesgo, embarazo.

ABSTRACT

Congenital malformations are a public health problem, as they cause infant mortality, chronic diseases and
disability. The source may be genetic, environmental or unknown causes. It has been estimated that 47%
occur for unknown causes, 25% are genetic, 25% are multifactorial and 3% are caused by physical, chemical
or biological agents. Methods: A case-control study was carried out during the period June-July 2017. Cases
of newborns with congenital malformations were registered in a Maternal and Child Hospital. For the
controls, randomly selected neonates were theoretically healthy. The tool used to assess risk factors was the
green leaf of environmental reproductive health. Results: There were 13 cases of congenital malformations,
congenital malformations rates were 14 x 1000 healthy newborns, the three factors that were most associated
with the presence of congenital malformations were: Being adolescent (OR = 1.52, CI = 95% , 1.0-2.3),
primigest (OR = 1.57, CI = 95%, 1.07 - 5.1) and exposure to chemicals (OR = 9.3, CI = 95%, 2.2 - 39.4).
Conclusion: Sociodemographic, environmental and cultural factors influenced the development of congenital
malformations. In our series, exposure to chemicals and pregnancy in adolescents were the major modifiable
risk factors.

Key words: congenital malformations, risk factors, pregnancy.
INTRODUCCION

Las malformaciones, defectos o anomalias congénitas (MC), se deben a alteraciones en el desarrollo
morfologico, estructural, funcional, o molecular del embrion. Sus repercusiones pueden ser: el aspecto
estético, las alteraciones funcionales con secuelas transitorias o permanentes, o incluso la muerte (Nava
Flores, 2011). Las malformaciones congénitas son un problema de salud publica, ya que causan mortalidad
infantil, enfermedades crénicas y discapacidad.

Se calcula que cada afo 276.000 recién nacidos fallecen durante las primeras cuatro semanas de vida en el
mundo debido a anomalias congénitas. (OMS, 2015). Los defectos de nacimiento son la principal causa de
mortalidad infantil en todo el mundo y en 2010 fue la segunda causa en México (Fernandez Cantén, 2012).
Su frecuencia varia del 3 al 5% en los neonatos vivos, pero se eleva al considerar los fallecidos y los productos
de abortos. Cuando una mujer embarazada se expone a algin agente teratégeno, a un proceso infeccioso
o padece una enfermedad crénico-degenerativa, la frecuencia de MC aumenta hasta 14.9 por 1,000 y la
mortalidad hasta 15.1%, comparada con el 12.2% de la mortalidad perinatal general (Nava Flores, 2011).
El origen puede ser causas genéticas, ambientales o desconocidas Se ha estimado que 47% ocurre por causas
desconocidas, 25% son genéticos, 25% son multifactoriales, es decir una combinaciéon de factores genéticos
y ambientales; y 3% son causados por agentes fisicos, quimicos o biologicos (Benitez Leite, 2009). Estudios
epidemiolégicos han encontrado una mayor prevalencia de malformaciones congénitas en los ninos nacidos
de madres que viven en regiones con alto uso de plaguicidas. La mayoria de los plaguicidas son disruptores
endocrinos, con accién mutagénica, teratogénica y genotoxica. Entre las principales razones de las mujeres
embarazadas que tienen contacto con sustancias teratogénicas se encuentra la asociacion de problemas
de salud publica preexistentes (como la falta de atencién médica, consumo de drogas y alcohol, falta de
saneamiento basico) a otras cuestiones soclales como la pobreza y el analfabetismo (Reidpath y Allotey,
2003, Organizaciéon Mundial de la Salud, 2015a). Por lo tanto, los descendientes de las mujeres socialmente
destavorecidas son mas vulnerables a los defectos de nacimiento, causando un impacto en la mortalidad
infantil y los gastos de salud con atencion especializada. (Ueker, M. E., 2017).

Como se ha explicado entonces el 25% de los casos aproximadamente de MC a nivel mundial se debe a
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multiples factores modificables y que debemos identificar precisamente para crear estrategias y programas
que controlen o terminen con las exposiciones antes y durante el embarazo y disminuir la incidencia de
anomalias congénitas. Objetivo general:

*Determinar los factores de riesgo para el desarrollo de malformaciones congénitas en el Hospital Materno
Infantil de Irapuato.

Especificos:

eDeterminar la prevalencia de malformaciones congénitas.

*Aplicar la encuesta de salud ambiental reproductiva para detectar factores de riesgo.

*Conocer los factores de riesgo asociados a malformaciones congénitas.

METODOS Y MATERIALES

Se realiz6 un estudio de casos y controles, alos cuales se les aplico la hoja verde de salud ambiental reproductiva
validada en el Hospital Materno Infantil de Irapuato que detecta los principales riesgos medioambientales
durante el embarazo y la lactancia y se recolectaron los datos de dichas encuestas en una base de datos (Epi
info 7.2®). El universo de trabajo fue el Hospital Materno Infantil de Irapuato (HMII), para los casos se
encuesto a las madres con recién nacido vivo o muerto con malformaciéon congénita, deformidad o anomalia
cromosoémica diagnosticada y a sus parejas. Se recabaron los datos de los casos de malformaciones congénitas
registrados en el Hospital Materno Infantil de Irapuato del ano 2016 a la fecha considerando como base la
clasificacion que propone la Clasificacion Internacional de Enfermedades Revision 10 (CIE-10) en el capitulo
XVII “Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias cromosémicas”. Para los controles se tomaron
en cuenta los datos de las madres y padres con recién nacido vivo sano dentro del HMII y se excluyeron
aquellos con malformacion congénita de etiologia ya definida o con errores congénitos del metabolismo.
Los factores de riesgo analizados fueron: uso de anticonceptivos, patologia en el embarazo, exposicion a
radiaciones ionizantes 3 meses antes del embarazo o durante, riesgo laboral del padre, riesgos ambientales
en el hogar, exposicion a sustancias quimicas antes y durante el embarazo, tabaquismo activo de la madre 3
meses antes del embarazo, tabaquismo pasivo durante el embarazo, tabaquismo activo del padre, consumo
de drogas en la madre, consumo de drogas por el padre, alcoholismo de la madre 3 meses antes del embarazo,
alcoholismo del padre, uso de plaguicidas domiciliarios y morbilidad en la madre y/ o el padre.

Para el analisis se incluyeron 13 casos de malformaciones congénitas mediante muestreo por simple
disponibilidad (muestreo no probabilistico) y 93 controles de los cuales se eliminaron 13 por no contar con la
informacion suficiente y se utilizo6 el programa SPSS version 15.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudiaron 93 pacientes, 13 casos de malformaciones congénitas (13.98%) y 80 controles (86.02%). La
relacion casos-controles fue de 1:6. En la tabla 1 se muestran las caracteristicas demogréficas y clinicas de
los grupos de estudio. No observamos diferencia significativa por la edad de la madre entre grupos (p=0.10);
pero en el grupo de las casos la edad del padre fue significativamente mayor que en los controles (p=0.01). No
se observo diferencia significativa en la escolaridad de las madres entre grupos (p=0.15) ni en los padres. El
promedio de edad gestacional fue de 36.3 £ 6.7 semanas.

Se observo que en la mayoria de los casos de MCi (53.8%) la madre fue primigesta mientras que en los controles
fue multigesta (54.8%) (p=0.02). No se observé diferencia significativa en nimero de partos, abortos, ni
cesareas entre los grupos. En el 53.8% de los casos y el 55.7% de los controles del embarazo fue un embarazo
deseado (p=0.90). El 100% de los casos y 92.5% de los controles recibié control prenatal adecuado con un
promedio de 6.75 + 2 consultas antes del parto.

Tabla 1. Caracteristicas demogrdficas de los grupos de estudio

Variable en estudio Casos Controles P
n=13 n= 80
Edad de la madre 24 (18 -36) 22 (21-24) 0.10
Edad del padre 29 (20-39) 24 (22 -25) 0.01
Escolaridad de la madre No. (%)
Analfabeta 0 1(1.3) 0.15
Primaria 1(7.7) 17 (21.3)
Secundaria 8 (61.5) 50 (62.5)
Bachillerato 4 (30.8) 7(8.8)
Profesional 0 5(6.3)
Escolaridad del padre
Analfabeta 0 4(4.3) 0.74
Primaria 3(23.D) 22 (27.8)
Secundaria 8 (61.5) 34 (43.0)
Bachillerato 20154 12 (15.2)
Profesional 0 7(8.9)
Posgrado
Antecedentes ginecobstétricos
N° de gestas 1(1-4 2(1-2) 0.09
N° de partos 1(0-3) 1(0-1) 0.48
N° de cesareas 1(0-1) 0 0.28
N° de abortos 1(0-1) 0 0.29
Embarazo planificado 7(53.8) 44 (55.7) 0.90
Control prenatal 13 (100) 74 (92.5) 0.59




En el andlisis de regresion logistica, los 3 factores que més se asociaron a la presencia de malformaciones
congénitas fueron: Ser adolescente (OR= 1.52, IC= 95%, 1.02- 4.3), primigesta (OR= 1.57, IC= 95%, 1.07
—5.1) y la exposicién a sustancias quimicas en areas de recreo, tales como mecanica automotriz, pintura y
motociclismo (OR= 9.3, IC=95%, 2.2 — 39.4).

CONCLUSIONES

El embarazo constituye una situacion que modifica la fisiologia de distintos érganos y sistemas. La aparicion
de enfermedades antes o durante la gestacion predisponen el riesgo de presentar complicaciones. Las
complicaciones durante el embarazo pueden ser consecuencia de enfermedades cronicas de la madre,
enfermedades infecciosas, patologias relacionadas con el embarazo o resultado de exposiciones ambientales.
Esto tendrd repercusiones en la formacién del producto que podria derivar en malformaciones congénitas.
La metodologia tradicionalmente empleada en el analisis de factores de riesgo hace uso tnico del subsistema
de informacion a nivel nacional que recaba los datos del recién nacido vivo o de las muertes fetales en los
formatos del certificado de nacimiento y certificado de muerte fetal, respectivamente. Se ha sugerido que
la recopilacion de estadisticas mediante dicha metodologia pudiera infraestimar asociaciones importantes
puesto que sélo considera factores demograficos y clinicos y deja fuera los factores ambientales. Los factores
sociodemograficos, ambientales y culturales influyeron en el desarrollo de malformaciones congénitas.
En nuestra serie, la exposicién a sustancias quimicas durante las actividades recreativas y el embarazo en
adolescentes fueron los principales factores de riesgo modificables. La herramienta empleada, la hoja verde
de salud ambiental reproductiva, fue de utilidad para identificar dichos factores que podrian contribuir a la
presencia de malformaciones congénitas.
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CAMBIOS CELULARES PRODUCIDOS EN EL SISTEMA NERVIOSO DURANTE
EL DESARROLLO LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER EN RATONES 3xTg-AD.

Maria Fernanda Del Aguila Cabreral y Sofia Yolanda Diaz Miranda2

RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer es una de las demencias mas con mayor prevalencia en el mundo, ya que es
neurodegenerativa, grave y mortal; por lo que se busca encontrar y comprender cuales son los cambios celu-
lares que se producen en el sistema nervioso durante el desarrollo de esta enfermedad. Se realizaron distintas
pruebas siendo la técnica de inmunohistoquimica una de las principales para marcar los puntos de interés en
el sistema nervioso durante la enfermedad de Alzheimer. Con estas pruebas se comprob6 la presencia de la
proteina tau, el péptido 3-amiloide y la glia en el sistema nervioso de los ratones 3xTg-AD a diferentes edades,
lo cual puede ayudar a comprender mejor ésta patologia y proponer a futuro algun tratamiento para ello.
Palabras Clave: Alzheimer, inmunohistoquimica, hipocampo, ratén, 3xTg-AD

ABSTRACT

Alzheimer's disease 1s one of the most important dementias in the world, since it is neurodegenerative,
severe and deadly; So it is sought to find and understand what are the cellular changes that occur in the
nervous system during the development of this disease. Several tests were performed being the technique
of immunohistochemistry one of the main to mark the points of interest in the nervous system during
Alzheimer's disease. With these tests the presence of tau protein, 3-amyloid peptide and glia in the nervous
system of 3xTg-AD mice at different ages was verified, which can help to better understand this pathology
and to propose some treatment in the future. it.

Keywords: Alzheimer, inmunohistochemistry, hippocampus, mice 3xTg-AD

INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo progresivo, que, a su vez, es la causa
mas comun de demencia durante el envejecimiento; se caracteriza por dos lesiones distintivas: placas difusas
y neuriticas, compuestas predominantemente por el péptido f-amiloide (Af), y marafas neurofibrilares,
compuestas de agregados filamentosos de proteina tau hiperfosforilada (Oddo et al., 2003). La EA es un
proceso degenerativo con una anatomia patolégica bien definida que habitualmente comienza a nivel del
hipocampo, incluyendo el subiculo, para irse extendiendo progresivamente hacia los 16bulos temporal lateral,
frontal y parietal; este patrén de progresion anatomopatolégica correlaciona bien con la evolucion de los
déficits cognitivos. A medida que progresa la enfermedad, la atrofia hipocampica se extiende con un patréon
que sigue la trayectoria conocida de la diseminacién de placas neurales y marafas neurofibrilares, lo que
resulta ser un predictor significativo de diagnoéstico clinico.

Para imitar las neuropatologias de los humanos en ratones se utilizan distintos modelos como los transgénicos
olasinyecciones intracerebrales; porlo que se busco duplicar o imitar mejor las caracteristicas histopatologicas
de la enfermedad de Alzheimer (EA) mediante un modelo triple transgénico de EA (3xTg-AD) que alberga
tres transgenes: la proteina precursora [-amiloide (3APPSwe), presenilina-1 (PSIM146V), y tauP301L.
(Oddo et al, 2003).

La glia es el grupo de células mas abundante en el cerebro; participa en la formacion, operaciéon y modulacion
de los circuitos sinapticos, en consecuencia, los estudios recientes presentan a la glia como un elemento
fundamental para investigar y conocer sobre la fisiologia del sistema nervioso central (Reyes-Haro, et al.,
2014). La inmunohistoquimica es un método histopatoloégico que se basa en la utilizacién de anticuerpos
que se unen a un antigeno especifico que se quiere identificar; ésta técnica permite localizar una sustancia
tisular o citolégica, identificando los marcadores antigénicos caracteristicos de una linea celular, células que
secretan una proteina, receptores de membrana, gradientes de concentracion tisulares o células que han
respondido a una hormona (Key, et al., 2006). Por ello, se propone implementar el modelo triple transgénico
en ratones de diferentes edades para poder analizar los cambios celulares que suceden en el sistema nervioso
durante el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer por medio de inmunohistoquimicas con anticuerpos
especificos(anti-Bam10, anti-499, GFAP) que nos permiten detectar la expresion de las placas neurales, las
marafas neurofibrilares y la glia en las zonas especificas del cerebro como el hipocampo, que esta relacionado
con la memoria. La tincién de Nissl es un método utilizado para tenir los cuerpos celulares mediante colorantes
basicos y que marca la distribucién de las neuronas, tifiéndose solamente los ntcleos de las células gliales.

El proposito de este documento es evidenciar las actividades que se realizaron durante la estancia del
verano 2017 de la ciencia region centro en el laboratorio de Neuromorfometria y desarrollo del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM-campus Juriquilla, presentando algunos de los protocolos que se llevan a cabo
para cumplir con los objetivos de encontrar y comprender cuales son los cambios celulares que se producen
en el sistema nervioso durante el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.



METODOLOGIA

Para el desarrollo experimental en el presente trabajo se utilizaron ratones 3xTg-AD de 30 dias y 19 meses de
edad, proporcionados por el bioterio del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico (UNAM) campus Juriquilla, Qro., cumpliendo con las normas oficiales para el manejo de animales
de laboratorio.

PERFUSION

Los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal, se tomé el peso corporal y fue registrado. Se realizo
la técnica de perfusion intracardiaca, colocando al animal en un bote con rejilla para comenzar a incidir
en piel con tijeras rectas en linea media abdominal, tomando con una pinza el extremo inferior de la piel,
incidiendo en musculo y cortando con las tijeras en una sola linea central hasta el diafragma, el cual también
se corta. Se tomd la base del térax y por medio de dos lineas laterales se cort6 y se coloco hacia atras para
dejar expuesta la cavidad toracica y poder manipular el corazén. El corazon fue canalizado introduciendo
una aguja sin filo, por la que fluye la solucién salina y después el fijador (paraformaldehido al 4% con un
pH de 7.4), en el ventriculo izquierdo del corazén, y se abre la llave de solucién salina para que fluya por
el torrente sanguineo, sujetando la aguja y el corazén con una pinza para que no se muevan. Se incidi6 en
la auricula derecha del corazén para que saliera la solucién salina y pasara por el organismo para lavar.
Inmediatamente, sin sacar la aguja del corazén se hace pasar la solucion fijadora hasta observar que los ojos,
lengua y cola estén completamente blancos. Posteriormente, se extrajo el encéfalo por decapitaciéon y posfija
en la misma solucién fijadora de paraformaldehido al 4% y 24 horas después se coloca en sacarosa al 30%
almacenandose en el refrigerador por 24 h o hasta que el encéfalo se sumerja en el fondo del frasco.

Después se realizaron cortes sagitales de ambos hemisferios en un criostato marca Leica a 40 pm, recogiendo
los cortes cada 320 micras (siendo 8 series); los tejidos obtenidos se colocaron en PBS al 0.1M con Azida de
sodio 0.1% para conservarlos hasta realizar la técnica de inmunohistoquimica.

INMUNHISTOQUIMICAS

Se eligieron 8 tejidos cerebrales de cada serie de ratones 3xTg-AD que tuvieran la regién del hipocampo.
Se colocaron en pozos con perdxido de hidréogeno con metanol en 50ml de agua para desenmascarar los
epitopes. Seguido de un lavado con PBS 0.1 M por 10 minutos. Se pusieron en PBS-Tritén 0.1% (50ml de
PBS con 500ml de triton). Se cambiaron a PBS-T con el anticuerpo anti-499 (1:500) y antiBam10 (1:500)
y GFAP (1:500) y se incubaron toda la noche a 4°C en agitacion. Al dia siguiente se realizaron tres lavados
de 5min cada uno con PBS 0.01M y se agregé el anticuerpo secundario (crecido en ratéon con concentracion
1:500) por 2 horas y procediendo a hacer tres lavados de 5-10min con PBS 0.01M. Se agregd A+B (2 gotas 1:1)
y se dejé a temperatura ambiente por 1:30h. Después se hicieron 3 lavados con PBS 0.1M de 10 minutos y 1
lavado con acetato de sodio (pH 6, 0.2M). Posteriormente se revel6 con diaminobenzidina (DAB), diluyendo
0-0001g de glucosa oxidasa en 100pl de agua desionizada, se tomaron 10 ply se agregaron a la solucién para
activar DAB. (Soluciéon para 10 mL: En ImL de agua desionizada se agregaron 10 mg de DAB, en 9 mL de
NAS 0.1M, pH 6 agregar 40 mg D’ glucosa y 8 mg de cloruro de amonio). Por tltimo, se montaron los tejidos
en un portaobjetos, colocando resina a base de xilenos y se sobrepuso un cubreobjetos evitando la formacion
de burbujas.

TINCION DE NISSL

Esta técnica sirve paramarcarlos cuerpos celulares (en el citoplasma, especificamente el reticulo endoplasmico
rugoso) presentes en tejidos de 8 series primero, se montaron las series de tejidos en portaobjetos y después,
se hidrataron durante 15 minutos en PBS 0.1M, para después pasarlos por la tinciéon con violeta de cresilo
por 1 minuto. Se preparé6 un tren de alcoholes del 50%, 60%, 70%, 80%, 96% y del 100%, para asi pasar
los portaobjetos por cada uno de ellos, metiendo y sacando las laminillas con el propésito de enjuagar para
asi quitar el exceso de colorante. Después de terminar de lavar en alcohol al 100%, se procedié a pasarlos
por xilol usado para que terminaran de transparentar y después pasarlos a xilol nuevo. Se secaron al aire y
enseguida se cubrio6 la superficie del portaobjetos con suficiente resina disuelta en xilol para sobreponer un
cubreobjetos evitando la formaciéon de burbujas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La inmunohistoquimica muestra la presencia de beta amiloide, las maranas neurofibrilares y la glia en
los tejidos cerebrales de los ratones transgénicos de 30 dias (la,lb,lc) y 19 meses (lc,1d,le) de edad, como
se muestra en la figura 1. Se puede observar y distinguir claramente el gran aumento de la marca con la
diferencia de edades, debido a que la presencia de Bam10, tau y GFAP es mas evidente en los ratones de 19
meses de edad. Los cortes fueron tomados de hipocampo con una imagen de aumento de 100 pm.
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Fiura 1. Inmunotincién de Bam10, tau y GFAP en tejidos de ratones 3xTg-AD.
El panel a nos muestra la presencia de Bam10 y la aparicion de la placas neurales en hipocampo en un
tejido de un raton 3xTg-AD con 30 dias de edad, en b se observa la presencia de tau formando las marafas
neurofibrilares a los 30 dias de edad, especificamente en subiculo. En el panel ¢ se observa la glia existente
en hipocampo a los 30 dias de edad. En el panel d,e y { se puede observar de la misma manera la expresién
de Baml0, tau (marafas neurofibrilares) y GFAP (glia), respectivamente, en los tejidos de 19 meses de edad
en hipocampo y subiculo, se puede apreciar la diferencia entre ambas edades, ya que es muy claro que hay
mayor expresion y concenrtracion de genes en los tejidos de 19 meses de edad a comparacion con los de 30
dias, lo que nos lleva a concluir que la presencia de placas neurales y maranas neurofibrilares son las lesiones
distintivas durante el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.
Lafigura 2 nos muestra que la tinciéon de Nissl se llevo a cabo con eficacia, éstas son lasimagenes representativas
de la tincion con violeta de cresilo aplicada a los tejidos de diferentes aproximaciones del cerebro de 30 dias de
edad. Los cortes fueron realizados de manera sagital y se tomaron cortes donde apareciera hipocampo desde
lo mas externo hasta lo mas interno del cerebro

Figura 2. Histologia con técnica de violeta de cresilo en tejidos de ratones 3xTg-AD.

CONCLUSIONES

El desarrollo de la enfermedad de Alzheimer se puede observar mediante pruebas de inmunohistoquimica
que nos muestren la expresién de beta amiloide, las maranas neurofibrilares y la glia en el hipocampo, siendo
éstas consideradas como caracteristicas principales y mas evidentes de ésta demencia. Es evidente que en
animales 3xTg-AD de edad corta (30 dias) no hay mucha expresion de la proteina tau y el péptido 3-amiloi-
de, sin embargo, en los ratones adultos (19 meses de edad) existe gran presencia de éstos, lo que nos lleva a



concluir que, en efecto, la enfermedad de Alzheimer es una demencia neurodegenerativa que va progresando
con el tiempo.
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CARACTERIZACION DE UNA ASPARAGINASA PARA EL TRATAMIENTO DE
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Claudia Elizabeth Ramirez Rodriguezl y Martha Leticia Santos Martinez2

RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la enfermedad mas importante en la hematologia pediatrica, ya
que es la neoplasia mas coman en nifios menores de 15 anos. Las células E. coli quimicamente competentes
BL21 (DE3) son ideales para el uso con sistemas de expresion basados en el promotor T7 bacteriofago, éstas
contienen liségeno DE3 que contiene el gen de la RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor lacC5,
por lo tanto se utiliza IPTG para inducir la expresion de la RNA polimerasa. Los marcadores genéticos mas
importantes ayudan al ARN y a las proteinas a acumularse a altos niveles sin degradacion.

ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most important disease in pediatric hematology, since it is the
most common neoplasm in children under 15 years of age. Chemically competent E. coli cells BL21 (DE3) are
ideal for use with expression systems based on the bacteriophage T'7 promoter, they contain the lysene DE3
containing the T7 RNA polymerase gene under the control of the lacC5 promoter, hence Both IPTG is used
to induce the expression of RNA polymerase. The most important genetic markers help RNA and proteins
accumulate at high levels without degradation.

Palabras Clave: LLA, IPTG, cepas BL21.

INTRODUCCION

Laleucemia aguda se caracteriza por la proliferacion neoplasica de cualquier célula del tejido hematopoyético.
Es una enfermedad muy grave que puede ocasionar la muerte en un lapso corto, si no se trata de manera
adecuada. La leucemia se clasifica de acuerdo con la célula de la cual se origina (denominados blastos).
Se reconocen dos grandes familias de leucemia aguda: la linfoblastica (LLA) y la mieloblastica (LMA),
clasificacion muy util porque la leucemia aguda es un padecimiento de evolucién variable, segtin sea el tipo
de célula afectada. (Almaguer y Pérez, 2015).

Debido a que las formulas comerciales de esta enzima tienen origen enterobacteriano provocando reacciones
de hipersensibilidad y formacion de antiecuerpos entre los pacientes; ademds, tienen una limitada distribucion
farmacocinética y una rapida eliminaciéon del cuerpo. Las LL-ASNasa se clasifican en dos tipos: bacteriano
y planta. Las L-ASNasa de tipo planta poseen una alta similaridad con las aspartilglucosamidasas, que
también poseen actividad de L-ASNasa, provenientes de bacterias y humanos. Estas se expresan primero
como precursores inactivos, requiriendo de una posterior autoprotedlisis para su activacion y la formacion
de formas oligoméricas activas asi como heterotetrameros (dimeros de heterodimeros alfa y beta). El presente
trabajo muestra la sobreexpresion heteréloga de la proteina L-ASNasa, purificacion de L-ASNasa por
cromatografia de afinidad por niquel y la cuantificacién de la proteina por el método de Bradford.

METODOS Y MATERIALES

Optimizacién de la concentraciéon de IPTG utilizada para la producciéon de la L-ASNasa recombinante
Uno de los parametros cominmente utilizados durante la optimizaciéon del rendimiento de produccién de
proteinas recombinantes, es la concentracion de IPTG. Esta optimizacion se realizé en 26.25 ml de medio de
cultivo debido a que no se cuenta con la cantidad suficiente de IPTG para realizarla en biorreactor. Inocular
6 ml de medio LB, adicionado con Kanamicina (0.03 mg/ml) y cloranfenicol (0.033 mg/ml). Dejar crecer el
cultivo durante toda la noche a 37°C con agitacién constante. Inocular cada uno de los cinco matraces de
25 ml de medio LB (previamente calentados y con antibiéticos correspondientes) con 1.25 ml de pre-indculo.
Permitir crecer el cultivo a 37°C con agitacion hasta alcanzar una DO600 de 5.5-6.0. Inducir la expresion de
la proteina anadiendo IPTG, crecer el cultivo durante ocho horas y Tras finalizar el periodo post-induccion,
cosechar las células mediante centrifugacion a 4000 x g por 20 minutos.

Purificaciéon de L-ASNasa por cromatografia de afinidad por niquel

Centrifugar tubos Falcon a 4000 rpm durante 15 minutos a 4°C (guardar pellets a -20°C), posteriormente
resuspender pellets en buffer A; y agregar lisozima y DNasa, mezclar bien e incubar en hielo por 15 a 30
minutos. Centrifugar el lisado a 12000 rpm por 30 minutos a 4°C y por tltimo recuperar el sobrenadante
y guardar en el refrigerador. La capacidad de unién es de 40 mg de proteina/ml de resina por lo tanto
se utilizaron 3 ml de resina para 5 Lt de cultivo, el cual cuenta con menos de 40 mg de proteina/ Lt
aproximadamente. En un vaso de precitado de 200 ml agregar la resina y lavar con 60 ml de buffer A. Dejar
en agitacion toda la noche en refrigeracion

Cuantificacion de la proteina por el método de Bradford
La concentracién de L-ASNasa fue determinada a partir de una curva de calibracién de Albumina de Suero
Bovino (BSA). El ensayo se realizé por duplicado. El rango de concentracion de las soluciones estandar de



BSA fue de 0.002 mg/ml a 0.02 mg/ml. La solucién problema se prepard con 10 pl de proteina dializada y
990 pl de agua. A todas las soluciones se les agregd 300 pl de reactivo de Bradford. Se les dejoé reposar por 15
minutos. Finalmente se leyeron las absorbancias a 600 nm en espectrofotémetro (Eppendort biophotometer)
y se genero la curva de calibracién.

RESULTADOS

Electroforesis SDS-PAGE

Se mostroé la presencia de la Asparaginasa en el gel, asi se pudo determinar el peso molecular de la proteina.
En este gel podemos observar el peso de la subunidad alfa que es de 18 kDa y la subunidad beta de 13
kDa. Sin embargo la banda de 13 kDa no se observa muy bien debido a que hubo mal manejo de corrida
aumentando el voltaje de la misma y quedando no muy definida la banda. A pesar de ello, este resultado es
similar al reportado por Guzman-Rodriguez y col., 2014, concluyendo que la proteina que trabajamos es la
de interés. Por otro lado, se observé la casi nula presencia del precursor de 32 kDa debido a que la proteina
se hidrolizo ya que la proteina permanecié en incubacion a 37°C por un mes.
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Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% de las muestras de induccién y proteina purificada.
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FIGURA 2. Gel de corrida de asparaginasa (Guzman-Rodriguez y col.)

CONCLUSIONES

L-ASNasa se ha utilizado para el tratamiento de leucemia linfoblastica aguda (LLA). En este trabajo se
pudo expresar la proteina y se pudo purificarla después. Actualmente siguen las investigaciones sobre la
produccién de la proteina L-ASNasa. Posteriormente se determinaria la actividad enzimatica de la proteina,

sin embargo no se pudo desarrollar por falta de tiempo. El siguiente paso es utilizar la proteina en lineas
celular de linfoblastos.
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EVALUACION DEL METABOLISMO OSEO EN RATAS WISTAR CON DIABETES
EXPERIMENTAL

Ramirez-Chan Irasema Sacnicté 1 Rodriguez-Miranda Esmeralda 2 Herrera-Pérez
Gabriel 3

RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad caracterizada por la deficiencia de la accién de insulina, se
relaciona a variaciones del metabolismo de carbohidratos. En estudios recientes se ha demostrado que la
insulina estimula la secrecién de osteocalcina por los osteoblastos la cual a su vez estimula las células § del
pancreas, células del tejido adiposo, higado y musculo regulando de esta manera los niveles de glucosa en
sangre. En este trabajo se utiliz6 un modelo de Diabetes Experimental (DE) para la medicién de osteocalcina.
Los resultados demuestran que en las ratas con DE el nivel de osteocalcina (239 36 pg/mlL) fue menor al
control (338436 pg/mL). Palabras clave: Osteocalcina, diabetes experimental, alloxana, metabolismo 6seo,
termogravimetria

ABSTRACT

The diabetes mellitus (DM) is a disease characterized by a deficiency of the action of insulin is related to
change in the metabolism of carbohydrates. Recent studies have shown that insulin stimulate osteocalcin
secretion by the osteoblast which in turn stimulates the B cells of pancreas, adipocyte tissue, liver and muscle
regulating glucose blood levels in the body. In this work we use an experimental diabetes (DE), model. Our
results show DE rats osteocalcin levels (239+36 pg/ml) was lower than the control (338£36 pg/ml). These
data support the hypothesis osteocalcin participates in glucose metabolism.

Keywords: Osteocancin, experimental diabetes, alloxan, mineral metabolism,termogravimetric

INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM), cuarta causa de muerte en los paises desarrollados, constituye una amenaza
creciente para la salud mundial, en México es la segunda causa de muerte de acuerdo a las cifras del INEGI
del 2014. La DM describe un desorden metabélico multifactorial caracterizado por una hiperglucemia crénica
consecuencia de defectos en la secrecién y/o en las acciones de la insulina (Sacks et al.2011). De acuerdo a
la Sociedad Americana de Diabetes (ADA), la DM esta clasificada en tres categorias principales: Diabetes
tipo I (DM1), la tipo 2 (DM2), y la tercera categoria (DM3) se refiere otros tipos especificos de la enfermedad
causadas por defectos genéticos, endocrinopatologias, entre otros (Sacks et al., 2011). Actualmente, el nimero
de pacientes con DM se incrementa notoriamente cada afio. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
calcula que en el mundo hay mas de 382 millones de personas con DM, una cifra poco exacta ya que existen
miles de personas que padecen la enfermedad y no saben que la tienen. México ocupa el sexto lugar a nivel
mundial en DM, siendo la DM2 la mas frecuente teniendo 90% de los casos (Radenkovié, Stojanovié, &
Prostran, 2015). De los 13 millones que padecen esta enfermedad sélo el 25% tiene algun tipo de control
metabolico, De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién del 2012 la prevalencia de DM diabetes
paso de 9.2% en el 2012 a 9.4% para el 2016. El costo total de la DM en México paso de 2, 970 millones de
pesos en el 2003 a 8, 836 millones para el 2010.

1Departamento de Biologia, Instituto Tecnoldégico Superior de Irapuato. Carretera Irapuato - Silao
Kilémetro 12.5, Centro, 36821 Irapuato, Gto., México. isacnicte@hotmail.com

2 Departamento de Medicina y Nutricion, Division de Ciencias de la Salud, Universidad de Guanajuato
Campus Leén. Aquiles Serdan 924 Col Obregon CP 36200-. Leon Gto. Mexico.

3 Departamento de Materiales, Instituto Tecnolégico Superior de Irapuato. Carretera Irapuato - Silao
Kilémetro 12.5, Centro, 36821 Irapuato, Gto., México. gaherrera@itesi.edu.mx

Relacion del esqueleto y la DM

La remodelacion ésea, es el proceso biologico en el que el tejido 6seo es destruido por los osteoclastos y
renovado por los osteoblastos, este proceso es dependiente en gran medida por el gasto energético del
organismo, se¢ ha visto que en la anorexia nerviosa y la DM se encuentran asociadas con la osteoporosis y la
pérdida 6sea (Ferron & Lacombe, 2014). El vinculo entre el esqueleto y la DM es la osteocalcina (Ferron &
Lacombe, 2014). la osteocalcina favorece la proliferacion de células 3 y adipositos. Lee et al., 2007 establece
que el esqueleto ejerce una regulacion endécrina del metabolismo energético, lo cual contribuye a la apariciéon
de trastornos metabolicos.

Los huesos estan compuestas por matrices de nanocompuestos, principalmente nanocristales de hidroxiapatita
en una matriz rica de coldgeno, especializados en dar soporte mecanico y como reserva de minerales, en
particular calcio y fosfato. El mineral 6seo estd compuesto principalmente por hidroxiapatita y una parte
proteica de colageno. El colageno actiia como base en la cual diminutos cristales planos de hidroxiapatita
se unen para formar el hueso. De manera similar, la hidroxiapatita en el mineral del hueso esta en forma de
nanocristales de dimensiones entre 4x50x50 (nm) (Bernabéu Martinez et al., 2006). El principal papel de los
minerales es dotar de dureza y rigidez al hueso, mientras que el colageno lo dota de resistencia a la tracciéon y
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flexién. Por otro lado, la formacién del hueso es un proceso estrictamente regulado que tiene lugar durante
el desarrollo embrionario, el crecimiento, la remodelacién y la reparacién de fracturas. En condiciones
fisiologicas el hueso se encuentra en constante renovacion o remodelacion gracias a la acciéon coordinada de
los osteoblastos que son los responsables de la sintesis y mineralizacién de la matriz 6sea y de los osteoclastos
cuya funcién es la de reabosrber la matriz 6sea liberando el calcio a la sangre. La remodelacién 6sea es un
proceso dependiente en gran medida por el gasto energético del organismo, se ha visto que en patologias
como la anorexia nerviosa y la DM se encuentran asociadas con la osteoporosis y la pérdida é6sea (Ferron &
Lacombe, 2014). El vinculo entre el esqueleto y la DM es la osteocalcina (Ferron & Lacombe, 2014)

La Osteocalcina es una proteina secretada por los osteoblastos la cual, tiene una funcién hormonal (Lee
NK 2009). Actta sobre las células B pancreaticas para aumentar la secrecion de insulina en el musculo
y el tejido adiposo blanco para promover la homeostasis de la glucosa (Ferron, et al 2014). En 2007, Lee et
al 2007. sugirieron que en ratones, la osteocalcina actia como la hormona que afecta la sensibilidad de la
insulina y el gasto de energia. Se reporté que la osteocalcina mejora la tolerancia a la glucosa mediante el
aumento de la proliferacion de células B yla expresion y secrecion de insulina. Estos mismos autores también
demostraron que la osteocalcina, aumenta la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos y la expresion
de adiponectina, protegiendo de esta manera a los ratones de la adiposidad (Mathieu Ferron, Jianwen Wei,
Tatsuya Yohizawa, Patricia Ducy, 2011).

Muchas complicaciones de la DM2 estan producidas por la acumulacién de los productos finales de la
glicacion avanzada (PFGA), que se generan a partir de la glicacidaciéon quimica no enzimatica de los grupos
amino de las proteinas y que se acumulan en diversos tejidos, incluyendo el hueso, en funcién del tiempo y la
concentracion de glucosa. Sin embargo, aunque se presume que los PFGA acumulados en el tejido 6seo de las
personas con DM2, los datos muestran que el aumento de los PFGA en el hueso de estos pacientes es escaso y
por lo tanto se desconoce la razon de la fragilidad del esqueleto en pacientes con DM2.

Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo se cuantifico el nivel de osteocalcina el suero evaluar el
metabolismo 6seo en las ratas Wistar con DE, asi como cuantificar el nivel de osteocalcina en las ratas con
DE, comparar pardmetros macroscopicos del fémur de las ratas Wistar con DE y sin DE, mediantes esta
forma hacer la caracterizacion del fémur mediante, analisis termogravimétrico (TGA) y térmico diferencial

(DTA)

METODOS Y MATERIALES

Los animales utilizados en este trabajo fueron tratados de acuerdo alo establecido enla norma oficial mexicana
NOM-062-Z00-1999, correspondiente a técnicas experimentales (analgesia y anestesia), administracion de
fluidos y sustancias asi como métodos de eutanasia de los animales empleados, asi como especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio utilizados para la investigacién
cientifica.

Animales de experimentacion. Se utilizaron ratas (11machos y 11hembras) de la cepa Wistar, con un peso
promedio de 193.5g%37, se mantuvieron bajo condiciones estandar; ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y
temperatura de 22°C+2°C. Se les proporciono agua y alimento ad libitum. Los animales de experimentacién
fueron proporcionados por el bioterio del Departamento de Medicina y Nutricién, de la Divisién de Ciencias
de la Salud, Campus Leon, de la Universidad de Guanajuato.

Inducciéon de DE. De acuerdo con Figueroa G., Pérez H., & Mejia Z., 2013 se realizé la induccién de DE
mediante la administracién via intraperitoneal de 200mg de Alloxana/Kg de peso corporal. Se registré el
peso ynivel de glucosa de los grupos previo a la induccién y posteriormente de forma semanal. Se consideraron
ratas con DE aquellas que presentaron >200 mg/dl de glucosa, para la determinacion de glucosa se utilizé un
glucometro (71361-80 Monitor FreeStyle Optium Neo).

Obtencién de suero. Después de tres semanas de lainduccién de DE se obtuvo una muestra de sangre mediante
puncion cardiaca. Los animales se anestesiaron con Pentobarbital soédico (xxx) (0.3-04ml) siguiendo a la
NOM-062-Z00-1999. La sangre obtenida se centrifugo a 3500 rpm de 3 a 5 minutos, posteriormente el
sobrenadante (suero) se volvié a centrifugar a 5000 rpm. Con el suero (sobrenadante) se hicieron alicuotas de
2000L y se almaceno a -20°C para su uso posterior.

Cuantificacién de osteocalcina. Se cuantifico el nivel de osteocalcina con un kit para ratas (Rat
ucOC(Undercarboxylated Osteocalcin ELISA Kit) el cual se ley6 en un lector de microplacas, utilizando el
sistema de captura de imagenes Gen 5TM(Microplate Data Collection and Analysis Software).

Diseccion y limpieza del fémur. Después de haber obtenido la sangre por puncién cardiaca se realizo la
diseccién de los fémures (izquierdo y derecho de cada rata), se elimind todo el tejido con tijeras y pinzas,
evitando danar la superficie del hueso posteriormente se utilizaron escarabajos del Orden Coleoptera de la
Familia Dermestidae para limpiar los fémures de las ratas evitando utilizar algtn tratamiento quimico o
enzimatico, que pudiera danara la composicién quimica de la superficie del hueso.

Registro de parametros macroscopicos. Una vez limpios los fémures, se procedi6 a registrar el peso, longitud
total, didmetro de la epifisis superior e inferior, diafisis y del cuello, utilizando un vernier digital asi como
también se utilizo el software para la captura de fotografias y verificaciéon de las medidas de previamente
realizadas con el vernier.



Analisis quimico de los huesos

Analisis termogravimétrico (TGA). Mediante el andlisis TGA se usé para caracterizar las propiedades fisicas
y quimicas de los huesos, en funcién de la temperatura en una atmosfera controlada de forma precisa. Los
instrumentos comerciales empleados en termogravimetria constan de: una balanza analitica, un horno, un
sistema de gas purga para proporcionar una atmosfera inerte y un microprocesador/microordenador para
el control de instrumento, asi como la adquisicion y visualizaciéon de datos (Skoog Douglas A. et al, 2001).

Analisis Térmico Diferencial (DTA) Mediante esta técnica se identificar el tipo de proceso térmico cuando
hay cambio de temperatura controlada que actiian sobre una muestra.

RESULTADOS

Se obtuvo un grupo de ratas con DE cémo se report6 en la literatura. El peso del grupo control fue de
263.66£84.75, mientras que el grupo con DE mantuvo un peso de 193.5g+37, el peso del grupo con DE fue
mas lento con respecto al grupo control, el nivel de glucosa que se registré para el grupo control fue de 61£9
y 360+64.10 mg/dl estos datos fueron obtenidos a partir de la tercer semana de induccion, para la obtencién
de estos datos se utiliz6 el modelo de Radenkovic et al., 2015. (ver figura 1 y 2).
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Figura 1. Peso del grupo control y grupo con DE Figura 2. Niveles de glucosa del grupo control

y el grupo con DE

Nuestros resultados demuestran que el nivel de osteocalcina en las ratas con DE fue de 239 £36 pg/mL y para
el control 338+36 pg/mL. El valor de osteocalcina fue mayor en el grupo control que en el grupo con DE, lo
cual sugiere que la osteocalcina tiene una relacién con el metabolismo de la glucosa.
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Figura 3. Nivel de osteocalcina * P< 0.05,n >4

Se obtuvieron los fémures (izquierdo y derecho) del grupo control y el de las ratas con DE, sin embargo los
datos indicaron que no hubo una diferencia significativa en los pardmetros macroscopicos del fémur entre los
dos grupos (datos no mostrados).

De acuerdo a los analisis de TGA, la maxima velocidad de pérdida de peso fue a 340 °C en ambos casos, sin
embargo el grupo con DE solo perdi6 el 26.23 % mientras que el control el 35.23%. El analisis por DTA no
muestra diferencias en el proceso de calcinaciéon entre ambos grupos (ver figura 4 y 5).
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DE. B) Pérdida de peso de 35.23% grupo a partir de los 340°C,
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CONCLUSIONES

Se observo una diferencia de ~100 pg/ml de osteocalcina entre el grupo control y el grupo con DE.

De acuerdo al andlisis macroscopico no muestrarén diferencias significativas entre ambos grupos.

De acuerdo a los analisis de TGA, la maxima velocidad de pérdida de peso fue a 340 °C en ambos casos, sin
embargo el grupo con DE solo perdi6 el 26.23 % mientras que el control el 35.23%.

El analisis por DTA no muestra diferencias en el proceso de calcinacién entre ambos grupos.
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DETERMINACION DE BACTERIAS COLIFORMES EN MUESTRAS DE AGUA DE
BEBEDEROS DE ESCUELAS PUBLICAS DEL MUNICIPIO DE IRAPUATO.

Fernanda Gémez Paramo , Francisco Alejo Iturvide , Maria Azucena Marquez Lucio

RESUMEN

En los ultimos afios, algunas organizaciones han implementado un programa de bebederos de agua potable
en las escuelas del pais. Este programa se ha implementado en Irapuato y ya se cuenta con varias las escuelas
beneficiadas, aunque el funcionamiento no es muy eficiente, asi como el mantenimiento. Sin embargo, otras
escuelas de Irapuato, que no han sido beneficiadas con este programa, cuentan con bebederos, pero también
carecen de mantenimiento y su funcionamiento en ocasiones es deficiente. Ademas, en varias escuelas con
este servicio se han presentado casos de nifios enfermos, esto causado por el consumo del agua abastecida
mediante estos sistemas. El objetivo de este trabajo es evaluar la calidad del agua de 6 escuelas publicas de
Irapuato, realizando un analisis microbiolégico y buscando como principales indicadores de contaminacién
a Bacterias Coliformes, a partir de muestras representativas de cada bebedero de agua potable. El analisis
microbioldgico de agua es una practica que nos ayuda a conocer la carga bacteriana que se encuentra en este
recurso. Este dato, especificamente de Coliformes, nos ayudara a saber si el agua de los bebederos y grifos de
las escuelas es buena para su consumo.

ABSTRACT

In recent years, some organizations have been implemented a drinking water fountains program in the
schools of the country. This program has been implemented in Irapuato and there are several schools
benefited, although the operation is not very efficient, as well as the maintenance. Nevertheless, other schools
of Irapuato, that have not been benefited with this program, have drinking water fountains, but also there
have lack of maintenance and its operation is sometimes deficient. In addition, in several schools with this
service there cases have been filed of sick children, this caused by the consumption of the water supplied
by these systems. The objective of this work is to evaluate the water quality of six Irapuato public schools,
performing a microbiological analysis and searching like main contamination indicators to Coliform Bacteria,
from representative samples from each drinking water fountains. The microbiological analysis of water is a
practice that helps us to know the bacterial load found in this resource. This data, specifically of Coliforms,
will help us to know if the water of drinking fountains and taps of the schools is good for consumption.
Palabras Clave: Bebedero, calidad del agua, Coliformes.

INTRODUCCION

El agua engloba una gran cantidad de temas de discusion en cuanto a su calidad, tratamiento y consumo,
es también el principal detonante de varias enfermedades en todo el mundo, teniendo como enfermedad
sobresaliente a la gastroenteritis, causante de diarreas y vomito. Actualmente existen muchos problemas
con la contaminaciéon del agua, esto debido a la sobrepoblacion y abuso de este recurso. mas de la mitad
de la poblacién mundial consume agua contaminada con bacterias patogenas de origen fecal, causantes
de enfermedades que van desde gastroenteritis leve hasta casos graves de disenteria, célera y ficbre tifoidea
(Mora et al. 2012) y por falta de un tratamiento adecuado, las aguas subterraneas presentan una amenaza, ya
que en muchos lugares el abastecimiento es a partir de estas aguas y el riesgo de contraer alguna enfermedad
es mas latente. El consumo de agua es muy promovido, hay organizaciones que implementan programas
referentes a esto, por ejemplo, la instalacion de bebederos en las escuelas del pais, con el fin de disminuir el
consumo de las bebidas azucaradas en los nifios. En Irapuato hay varias escuelas que cuentan con bebederos,
pero representan un riesgo de salud para los nifios que consumen el agua proveniente de estos sistemas,
ademas se han manifestado enfermedades como la diarrea debido a su consumo. El principal problema con
esto es que los bebederos no cuentan con el mantenimiento adecuado, en algunas escuelas no funcionan
al 100 %, en otros casos, los nifios no saben utilizarlos de la forma correcta. En otras escuelas suspenden
su uso por el riesgo que representan. Los principales contaminantes que se presentan en el agua son los
microorganismos, y estos son de cierta forma los causantes de enfermedades. Las Bacterias Coliformes son
unos de estos microorganismos, estas bacterias indican la contaminacion fecal en el agua y, por lo tanto, en
este trabajo se pretende encontrar a estos indicadores en el agua de los bebederos de seis escuelas de Irapuato,
esto mediante el muestreo en cada una de ellas y procesando las muestras por normatividad correspondiente.

MARCO TEORICO

La técnica del Numero Mas Probable (NMP) es una de las mas utilizadas para el recuento de Bacterias
Coliformes en agua. Los métodos para Coliformes Totales se basan en la siembra de una cantidad de muestra
en tubos con Caldo Lactosado el cual contiene una campana de fermentacion en la que se encontrara el
gas producto de la fermentacién de la lactosa a 35°C (Martinez et al. 2012). Después de este procedimiento
se continua con una confirmacién utilizando medios selectivos. La técnica utilizada en este trabajo es
estandarizada, por lo que se da seguimiento a la norma correspondiente a la determinaciéon (NOM-112-
SSA1-1994). Parala expresion de resultados se tomara en cuenta el indice del NMP tomado tablas de referencia
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en norma de acuerdo a la cantidad de muestra y concentraciones inoculadas (NOM-210-SSA1-2014).

METODOS Y MATERIALES

LUGARES DE MUESTREO

Para este trabajo se eligieron seis escuelas publicas de la cuidad de Irapuato que contaran con bebederos, su
distribucién no es de manera equitativa debido a que son muy pocas las escuelas que cuentan con este servicio
o que tienen sus bebederos en funcionamiento, debido a esto, la mitad de las escuelas seleccionadas tenian
sus bebederos en funcionamiento, mientras que las otras tres escuelas contaban con funcionamiento nulo de
bebederos. Sin embargo, no se descartaron pues se observo y se tomé en cuenta que los nifios toman agua
directamente de la llave, ya sea de los bafos o de tomas alternas en el interior de la escuela y ademas con esa
agua también se lavan las manos. Se tomaron 100ml de muestra de bebederos para las escuelas que contaban
con ellos y muestras adicionales del grifo, y para las que no, se tomaron muestras del grifo en banos de nifas
y ninos y otra muestra de una llave adicional dentro de las escuelas.

Enla Figura 1 que se presenta a continuacion se pueden observar los seis sitios de muestreo. Las escuelas no se
presentan con nombres, en acuerdo con cada una de ellas. Para esto se nombran con E1, E2, E3, E4, E5 y E6.

el N i gl )
Figura 1 Sitios de muestreo en Irapuato.

Las muestras se recolectaron en frascos estériles y siguiendo las indicaciones de la norma correspondiente
para este procedimiento (NOM-014-SSA1-1993)

De acuerdo a la norma para la determinacion de Coliformes (NOM-112-SSA1-1994), la metodologia fue la
descrita a continuacion.

Mediante la técnica de tubos multiples de fermentacién se inocularon los tubos con las concentraciones
indicadas por norma, se incubaron a 35°C y se realiz6 la observacion de resultados a las 24 y 48 horas, este
primer paso corresponde la prueba presuntiva para Coliformes Totales. Se consideraron positivos los tubos
que presentaron formacion de gas. Posteriormente, se resembraron los tubos positivos en medio Bilis Verde
Brillante y Medio E. C. para la confirmacién de presencia de Coliformes Fecales y E. coli, se incubaron
de 24 a 48 horas y se observo la formacién de gas en los tubos. Los positivos se tomaron para el calculo del
NMP en 100 ml de muestra teniendo como referencia datos de tablas presentes en normatividad (NOM-210-
SSA1-2014)

RESULTADOS

En la siguiente tabla se presentan los resultados de cada una de las escuelas para Coliformes, las muestras de
cada una de ellas se tomaron de acuerdo a las posibilidades de estas. Como se puede ver, tres de las escuelas
no fueron muestreadas en bebedero debido a que no contaban con ellos. Dos de las escuelas presentaron
su valor maximo para cada una de las pruebas y para cada una de las fuentes de muestreo, esto es, >1600

NMP/100 ml.

Tabla 1 Resultados obtenidos y expresados en NMP/100 ml de muestra de cada una de las escuelas objeto de
estudio.

Escuela Coliformes Totales NMP/100ml Coliformes Fecales E. coli NMP/100ml
NMP/100ml
E1 Bebedero >1600 210 24
Llave 920 920 64
E2 Bebedero 13 13 13
E3 Bailos >1600 180 32
Llave 20 11 14
E4 Bafios >1600 210 24
Llave 6.1 4 <1.8
E5S Bebedero
Llave
M S
H >1600 >1600 >1600
E6 M
H




Para las muestras de bebedero en tres de las escuelas se encontrd que el agua no es apta para su consumo ya
que la presencia de Bacterias Coliformes sobrepasa los limites establecidos por las normas, aunque una de ellas
muestra un valor bajo de 13 NMP/100 ml de muestra sigue siendo no apta para su consumo. Comparando,
por ejemplo, los resultados en dos escuelas, tanto en bebedero como para agua de la llave, se observa que no
existe una diferencia significativa en su calidad pues presentan valores cercanos o similares (véanse resultados
de la escuela E1 y E5) y por lo tanto el consumo de cualquiera de las dos fuentes no es recomendable, ademas,
estos resultados se presentan en las muestras de las fuentes abastecidas por pozos que constituyen la principal
fuente de agua potable.

Actualmente, ya se cuentan con varios estudios sobre la calidad del agua potable que hacen referencia a la
presencia de Coliformes, y al igual que en este trabajo, su presencia es elevada. De acuerdo a (Mora et al.
2012) y a (Sanchez et al. 2000), la presencia de Coliformes Totales, Fecales y E.coli en el agua destinada al
consumo humano representa un peligro potencial parala salud humana y sugiere un tratamiento mas eficiente
para lograr una mejora en su calidad para que por lo tanto no represente un riesgo para los consumidores,
principalmente ninos.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos revelan que la calidad del agua en las escuelas es muy variada, esto se debe a que
en la mayoria de estas se tenian tomas distintas, abastecimiento de agua subterranea y abastecimiento de
la red publica. todos estos valores indican la presencia de contaminacién fecal en el agua, y sobrepasan los
limites establecidos por las normas, por lo que representa un riesgo para los ninos que la consumen. Pero hay
que tomar en cuenta que esa contaminacion no se puede deber totalmente a las redes de abastecimiento, el
mantenimiento de los sistemas de bebederos o en las tuberias influye en los resultados. Si bien los bebederos
que se encontraban en funcionamiento contaban con filtros, estos no eran suficientes. Se puede establecer
que a pesar de que el agua de bebedero deberia presentar mejor calidad que el agua procedente de grifos,
esto no es asi, pues en la mayoria de las muestras se presentaron resultados similares y maximos. Todo esto
sugiere un mantenimiento, tratamiento y funcionamiento eficiente para bebederos, filtros y tuberias, con el
objetivo de que el agua presente una calidad que sea apta para su consumo, y que, por lo tanto, no represente
un riesgo para la salud.
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RESUMEN

Una de las causas mas recurrentes de muerte en la actualidad es el cancer en sus distintas modalidades. A
pesar de que se cuenta con tecnologia avanzada, varias de las técnicas de diagnoéstico temprano o tratamiento
resultan invasivas o dolorosas para los pacientes, por lo que con éste trabajo se busca desarrollar un método de
diagnostico de cancer de mama que no sean invasivos para los pacientes. Aplicando el efecto SERS con na-
noparticulas de Ag para espectroscopia Raman, se buscé cuantificar la cantidad de acido sialico en muestras
de saliva de mujeres con probabilidad de presentar éste tipo de cancer, para luego comparar los resultados
con los de una biometria.

Palabras clave: cancer de mama, acido sialico, espectroscopia Raman, efecto SERS, nanoparticulas

ABSTRACT

One of the most common causes of death on the actual world is cancer in its different modalities. Although the
advanced tecnology is available, most of the techniques of early diagnosis or treatment are painful or invasive
for the patients, so in this investigation seeks to develop a method of diagnosis of breast cancer that is not
invasiv for patients. The SERS effect whit nanoparticles of Ag for Raman spectroscopy, we search to cuantify
sialyc acid on salivary samples of women with probability of have this type of cancer, and then compare the
results with those of biometry.

Key words: breast cancer, sialic acid, Raman spectroscopy, SERS effect, nanoparticules

INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, los casos de cancer en el mundo han aumentado
considerablemente en los dltimos anos, siendo el de mama uno de los mas frecuentes (Marie-Knaul et al.,
2009). Las numerosas muertes que se dan cada afio debido a esta causa, podrian evitarse si se realizara un
diagnoéstico temprano.

Para prevenirlo o diagnosticarlo antes de que se vuelva un problema grave, existen diferentes métodos como
los ultrasonidos, mamografias, imagenes de resonancia o biopsias, pero cada uno de ellos presenta limitacio-
nes frente a varios factores (Tabla 1), por lo que se ha buscado implementar otro tipo de técnicas que optimi-
cen la deteccion de ésta enfermedad y sean menos invasivos para los usuarios.

Tabla 1. Métodos de deteccién oportuna de cancer de mama.

Limitaciones

* 10% de falsos negativos en mujeres de

Sensibilidad y especificidad Beneficios
Sensibilidad: *Detecta abultamientos de 2

77 a 95 %, con un rango de 54 mm. entre 50 y 69 afios, y de 25% en mujeres de
a 58% entre las mujeres =+ Contribuye a la disminucién entre 40 y 49 afios
menores de 40 afios de la mortalidad por céncer de «De 7 a 8 % de falsos positivos en mujeres
Especificidad: 83.61% mama de entre 40 a 59 afios y de 4 2 5% en las de
60 a 79 afios.
Sensibilidad: 97.61% * Valora estructura interna en °*Es recomendable usarla como técnica
Especificidad: 91.49% miltilpes planos. complementaria.
« Efectivo en mamas de predominio
graso o denso.
Sensibilidad: 40 a 69% * Detecta abultaiento de hasta 2« Puede provocar la realizacion de biopsias
Especificidad: 88 a 99% mm. complementarias.
* Puede detectar canceres que la
mastografia no.
Lofoniete s Sensibilidad: 78 % aprox. * No hay compresion de los senos « La radiacion puede provocar alteraciones
magnética Especificidad: 30 a 95% en células sanas.
* Es costoso.
* Son tardadas

Fuente: Elaboracion propia. Cuadro en el que se hace una comparacion entre las ventajas, desventajas y confiabilidad de
algunas de las técnicas de deteccion temprana de cancer de mama.



Una de ellas ha sido aplicar el uso de espectroscopia Raman amplificada por resonancia superficial (SERS
por sus siglas en inglés Suface-enhanced Raman Scattering) la cual se fundamenta en la deteccion de la es-
tructura molecular de analitos a muy bajas concentraciones (Ortiz, 2014) aplicandola en muestras biolégicas,
como la saliva, implementando nanoparticulas metalicas. Los avances en el desarrollo de nanoparticulas han
permitido orientar su uso al area médica y contribuir a la deteccion e incluso cura de enfermedades letales
como el cancer. Las nanoparticulas son utiles para éste fin debido a su estabilidad, tamafio (miden entre 1 a
100 nm), relacién con el agua, por el tiempo que pueden permanecer dentro del cuerpo y que pueden llegar a
los lugares mas reconditos de ¢l, ademas de su funcionabilidad (Perfézou et al., 2012).

La técnica con nanoparticulas en este caso tiene como funcion amplificar la intensidad de las sefales del
compuesto de interés. La aplicacion de la técnica SERS esta directamente relacionada con las propiedades
morfologicas y superficiales de los metales empleados (Garcia & Sanchez, 2005). La reducciéon del tamafio y
la dimensionalidad de los metales son factores fundamentales en las propiedades electrénicas ya que al dismi-
nuir el tamano, también disminuye la escala de longitud espacial del movimiento electrénico (Ortiz, 2014).

METODOLOGIA

Se utilizaron 10 muestras de saliva de pacientes voluntarios del hospital de Soledad, San Luis Potost, las cua-
les fueron lavadas en la centrifuga durante 10 minutos a 6000 rpm. El sobrenadante fue extraido y transferido
a nuevos viales para su analisis.

Sintesis de nanoparticulas.

Para la sintesis de nanoparticulas (NPs), se prepararon dos soluciones de 100 mL; una de citrato trisédico y
otra de AgNO3. Esta tltima se calenté a 90°C: en una placa de calentamiento cuidando de subir la tempera-
tura poco a poco. Después se agregé la solucion de citrato, todo esto mientras las soluciones eran mezcladas
por un agitador magnético. Se dej6 enfriar la solucién resultante a temperatura ambiente. Para el lavado de
las NPs, se centrifugé la soluciéon en una mini centrifuga Thomas Scientific modelo C1008-R, repartiéndola
en viales. Se hicieron 2 lavados por cada vial. Se desecho el sobrenadante y el precipitado resultante de cada
uno fue vertido dentro de un vial pequenio de vidrio. Debido a que las NPs estaban muy concentradas, se
diluyeron poniendo 1 mL de éstas en un tubo Eppendorff'y se agregaron 10 mL de agua desionizada, some-
tiéndolo al bano ultrasonicado Branson 1-291 por unos segundos, para obtener una mezcla homogénea. Se
puso cada muestra en celdas Malvern codigo zen0118, la técnica empleada fue DL con el software Zetasizer
para identificar el tamafo y estabilidad de la muestra.

Se utilizaron sustratos de silicio como base para las observaciones en microscopio SERS.

Espectroscopia Raman.

Se calibré conssilicio y con soluciones de 50, 20, 15, 10 5y 1 mgedl-1 de acido sidlico, utilizando el laser verde
de 532 nm. Se colocaron las nanoparticulas y cada soluciéon de 4cido sialico en los orificios de un portaobjetos
de aluminio, en proporciones de 2:1.

De igual manera, cada muestra de los pacientes fue colocada en el portaobjetos en las mismas proporciones
en que se realizo la calibracion para luego comparar las intensidades con respecto las obtenidas de las con-
centraciones del 4cido sidlico.

RESULTADOS

Al finalizar la elaboraciéon de las nanoparticulas, el software Zetasizer indicé que existia una polidispersion
muy pronunciada entre ellas, con un tamafo promedio de entre 5 y 10 nm. Poseian un potencial Z de 128
mV/, resultado que si era lo esperado, ya que el valor que indica una estabilidad muy aproximada a la ade-
cuada de las particulas que es de 130 mVI.

Una vez que se contd con los resultados de la espectroscopia Raman, se utiliz6 el programa VancouverRama-
nAlgorithm para dejarlos libres de fluorescencia y posteriormente, introducir los datos al software Origin 8.6.
nes frente a varios factores (Tabla 1), por lo que se ha buscado implementar otro tipo de técnicas que optimi-
cen la deteccion de ésta enfermedad y sean menos invasivos para los usuarios.
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Para ésta técnica, se toman en cuenta 3 picos importantes de intensidad Raman a 1001, 1237 y 1391 cm-1, ya
que son los que distinguen al acido sialico de otros compuestos existentes dentro de las muestras. Al calibrar
con las concentraciones de 1, 5, 10, 15, 20 y 50 mgedl-1 se elaboraron los espectros Raman (Fig. 1) y se
tomaron los valores mayores a dichas intensidades para ajustarlas (Figs.2, 3, 4).
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Fig.2. Ajuste de intensidad Raman en el pico 1001 ¢m -1 Fig. 3. Ajuste de intensidad Raman en el pico 1257 cm-1
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Fig.4. Ajuste de intensidad Raman en el pico 1391 cm-1

Se compararon los resultados de intensidad Raman de los pacientes con los datos de ajuste, para luego
calcular el promedio de concentracién de acido sidlico en cada una de las muestras (Tabla 2) y determinar si
poseen una cantidad normal o anormal de dicho compuesto en su organismo. De acuerdo con Hernandez
y sus colaboradores (2016) concentraciones mayores a 7 mg/dL se consideran resultados positivos al cancer.

Tabla 2. Promedio de concentracién de dcido sidlico en muestras de saliva.

Paciente Promedio de concentracién de
4cido sidlico (mg/dL)
5.46
1.16
1
44 .42
23.59
44,73
50
50
50
35.28

BEvo®aou s wio—

De acuerdo con los resultados, 7 de las 10 pacientes podrian presentar cancer de mama (resaltados en color
verde en la Tabla 2). Es necesario aclarar que las elevadas concentraciones de acido sialico también estan
asociadas a otro tipo de enfermedades, por lo que ain es necesario contar con mas informacién acerca de
los antecedentes médicos de cada persona para tener mayor confiabilidad en los resultados y el porcentaje de
falsos positivos sea menor.



CONCLUSIONES

La medicién de la concentracién de acido sidlico en los fluidos corporales de las personas, puede ser un
indicador importante de que hay alguna alteracién en su organismo, como el cancer. Al ser posible medirlo
en fluidos faciles de muestrear, como la saliva, resulta un método efectivo de diagnédstico no invasivo. A largo
plazo, podria perfeccionarse la técnica para que sea mas especifica y no se necesite del apoyo de otro método
para confirmar los resultados.
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GENERACION DE MUTANTES EN EL HONGO PATOGENO
Sporothrix schenckii

Daniela Itzel Sandoval Amézquital y Héctor Manuel Mora Montes2

RESUMEN

La esporotricosis es una enfermedad croénica infecciosa de tipo micética que afecta a humanos y a animales.
Por muchos anos, ésta micosis subcutanea ha sido atribuida a un unico agente etiolégico; sin embargo, se
conoce ahora un complejo de al menos cuatro especies patogénicas, incluida Sporothrix schenckii; por lo cual
ha sido de importancia estudiar la composicion de la pared celular para determinar y mejorar el diagnéstico
clinico y su tratamiento. Ein el siguiente reporte se describe el trabajo experimental realizado en el hongo S.
schenckii para implementar la modificacién de un gen que codifica para la Gp70, glicoproteina de la pared
celular importante en la virulencia del hongo, mediante el sistema CRISPR/Cas9.

ABSTRACT

The sporotrichosis is chronic fungal infectious disease that affects humans and animals. For many years, this
subcutaneous mycosis had been attributed to a single etiological agent; however, it is now known a complex
of at least four pathogenic species, including Sporothrix schenckii by which has been important to study
the composition of the cell wall to determine and improve the diagnosis clinically and its treatment. The
following report describes the experimental work carried out in the fungus S. schenckii to implement the
modification of a gene that encodes for the Gp70, glycoprotein of the important cell wall in the virulence of
the fungus, by CRISPR /Cas9 system.

Palabras Clave: Sporothrix schenkii, glicoproteina, pared celular, CRISPR/Cas9.

INTRODUCCION

El hongo Sporothrix schenckii es el agente etiologico de la esporotricosis, una micosis subcutanea endémica
en América Latina, cuya prevalencia ha aumentado significativamente durante los Gltimos anos principal-
mente en pacientes inmunocomprometidos. Este hongo es dimorfo con una fase micelial y una fase de leva-
dura. In vitro, sus fases pueden obtenerse dependiendo de la temperatura y pH que se emplee en su cultivo, a
25°C'y pH acido se manifiesta su forma micelial; mientras que a 37°C y pH basico se transforma en su forma
patégena, como levadura.

La capacidad de un microorganismo para adherirse a los tejidos y las células del huésped es fundamental
para la colonizacién y la difusién. La adhesina importante descrita en la pared celular de S. schenckii, gli-
coproteina 70, se ha demostrado para mediar la uniéon de las células de levadura para la matriz dérmica y
fibronectina. Gp70 también juega un papel fundamental como un antigeno, que puede modular la respuesta
inmune de huésped.

Agrobacterium tumefaciens y sus especies relacionadas como A. rhizogenes y A. vitis son patégenos reco-
nocidos de plantas y tienen la capacidad de integrar establemente parte de su material genético dentro del
genoma de su hospedero. Desde anos atras se ha venido estudiando en detalle el mecanismo por el cual A.
tumefaciens induce la formacién de tumores en plantas y el conocimiento adquirido ha sido fundamental
para su uso como herramienta en la ingenieria genética de plantas. Asi mismo, esta interacciéon ha dado pie
a formular modelos de sefalizacion celular, transporte célula a célula, importe nuclear de proteinas y ADN
y mecanismos de integraciéon genémica.

En un trabajo previo fue realizada la extraccion de ADN de S. schenckii y la region de interés fue flanqueada
por iniciadores disefiados especificamente para el gen a analizar. El fragmento amplificado se insert6 en pSi-
lent. Después el inserto se lig6 al vector de mantenimiento pJet, para posteriormente ser ligado en pBgGHg
y asi transformar a Agrobacerium y desde ahi indujo la mutacién en el hongo. Sin embargo, nuestro trabajo
se encarg6 de implementar el sistema CRISPR/Cas9, para llevar a cabo un mutaciéon del hongo que involu-
craba a la glicoproteina 70, la cual forma parte de la pared celular de S. schenckii.

Las repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas (CRISPR, por sus siglas en in-
glés), junto con la endonucleasa Cas, forman el complejo CRISPR/Cas. Debido a su actividad como endonu-
cleasa y capacidad de reconocimiento en secuencias especificas, el sistema CRISPR/Cas se ha aprovechado
en la ingenieria genética para activar genes, reprimirlos, inducir mutaciones puntuales y cambiar secuencias
mediante recombinaciéon homologa.



MARCO TEORICO

El hongo Sporothrix schenckii es el agente etiologico de la esporotricosis, que por muchos afios, ésta micosis
subcutanea ha sido atribuida a un tnico agente etiol6gico; sin embargo, se conoce ahora un complejo de al
menos cuatro especies patogénicas, incluidas Sporothrix schenckii sensu stricto y Sporothrix brasiliensis.

Algunos informes indican que las diferencias en las formas clinicas de la esporotricosis son debidas a tras-
tornos inmunolégicos de hospedador, ya que estos determinan el grado de invasion fingica. Las proteinas
presentes en la pared celular de S. schenckii asi como de otros hongos similares, se involucran con la pato-
genicidad del hongo debido a que inducen respuestas inmunes anémalas; por lo cual ha sido de importancia
estudiar la composicion de la pared celular para determinar y mejorar el diagnoéstico clinico y su tratamiento.
La pared celular es la envoltura superficial de la célula fingica y desempena un papel central en la interaccion
huésped-patégeno, mediando asi diversos procesos asociados con la patogénesis de estos microorganismos.
La pared celular de S. schenckii consta de glucanos alcali-solubles y alcali-insolubles en ambas fases morfolo-
gicas. Otros factores de virulencia conocidos de S. schenckii son enzimas extracelulares, adhesinas y melani-
na. La adhesina importante descrita en la pared celular de S. schenckii, es la glicoproteina Gp 70.

Elsistema CRISPR/Cas se descubrio en la bacterias como un mecanismo de defensa inmune, ya que al infec-
tarse éstas afladen ADN de patdgenos entre secuencias palindromicas repetidas, generando al transcribirse
un ARN llamado ARNecr. Al llevarse a cabo una segunda infeccién, el ARNcr acoplado con Cas reconoce
el transcrito del patégeno y Cas degrada al ARNm de manera analoga al ARN de silenciamiento (AR Nii).
Gracias a su capacidad de reconocimiento en secuencias especificas y a su actividad como nucleasa, este sis-
tema ha revolucionado la ingenieria genética.

METODOS Y MATERIALES

Microorganismos empleados y condiciones de cultivo

S. schenckii.- Para obtener fase micelial se llevaron a cabo cultivos en placas con medio YPD ajustado a pH
4.5 a una temperatura de 28°C. Para su fase de levadura, se utilizé6 medio liquido YPD pH 7.8.

A. tumefaciens.- Se realizaron cultivos en medio LB, adicionando antibiéticos a los que se presentaban resis-
tencia (ampicilina, ampicilina+kanamicina), esto dependiendo de la cepa utilizada.

Ligacién de oligos sgRNA en CRISPR/Cas U6-1y U6-2

En un trabajo previo se realizo la preparacion y alineacion de los tres oligos sgRINA con los que se contaban,
luego se procedi a la ligacién con las siguientes condiciones y se incubaron a 37°C por 3 horas: buffer 1 pl,
enzima ligasa 1 pl, oligos 1 pl (1, 2, 3), vector 2 pl U6-1 y 3 pl U6-2 segtin sea el caso, aforando con H20d a
un volumen final de 10 pl.

Extraccion de DNA genémico
Se sigui6 el protocolo utilizando perlas de extraccion, centrifugando e incubando en hielo segun lo descrito
en la metodologia, en lo cual se obtuvieron unas pastillas que se procedieron a amplificar por medio de PCR.

Transformacion de células competentes de E. coli con los productos de ligacién

Se colectan alicuotas de 6 pl cada una de células competentes de E.coli DH5a. Una se utiliza para incorporar
el producto de la ligacion (1.1, 1.2, 1.3, 2.1, 2.2 y 2.3) y las otras dos como controles. Se le anaden 200pl de
medio LB para finalmente sembrar el contenido de cada tubo en placas de LB+ampicilina.

Electroforésis del producto de PCR

Cada muestra fue cargada con 1 pl de regulador amortiguador de Naranja en un gel de agarosa al 0.8%,
tenido con BrEt y colocado en una camara electroforética. Después de que el colorante indic6 que la mues-
tra habia migrado lo conveniente se examiné con luz ultravioleta en el Molecular Imager ChemiDoc XRS
System de Biorad.

Extraccion de DNA plasmidico

Se siguid el protocolo Mini Prep después de cosechar las células transformantes de E. coli, resuspendiendo en
soluciones, centrifugando e incubando en hielo segun lo descrito en la metodologia, en lo cual se obtuvieron
unas pastillas que se procedieron a clonar por medio de PCR.

PCR de DNA plasmidico

La clonacién de nuestros oligos (1, 2, 3) se corroboré por amplificacion, se llevo a cabo a partir de DNA plas-
midico extraido de células transformadas de E. coli DH5a. La reaccién fue preparada con 2.5 pl de buffer,
1.5 pl de MgCl2, 0.5 pl de dN'I'Ps, 0.2 pl de Taq polimerasa, 1.0 pl de cada oligo (directo y reverso), 1.0 pl
DNA vy se aforé con H20d hasta 25 pl. Las condiciones del termociclador se programaron en: 94°C/3min.
94°C/30s. 55°C/30s. 72°C/40s. 72°C/5min * 30 ciclos. Duracién aproximada lhr 26min.

Purificacion del gel de agarosa

Se corta del gel de agarosa la banda de interés y se pone en un tubo eppendorf. Se anaden los reactivos del
UltraClean® 15 DNA Purification Kit siguiendo el protocolo de centrifugacion para finalmente obtener los
eluidos.
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Digestion de plasmidos

e Enzima BsmBI

Se realiz6 la prueba con 4 pl de cada plasmido (U6-1 y U6-2), 2 ul de enzima, 5 pl de buffer y se afor6 con
H20d a un volumen final de 50 pl, dejando incubar a 37°C por 3 hrs.

* Enzima Sac Iy Xba I
Se realizo la prueba con 5 pl de cada clona positiva, 1 pl de cada enzima, 2 pl de buffer y se afor6 con H20d
a un volumen final de 20 pl, dejando incubar a 37°C por 3 hrs.

Transformacion en Agrobacterium tumefaciens
Para la transformacion, se adiciond el plasmido a la bacteria, congelando con nitrégeno liquido e incubando,
para después incubar las células en placas y posteriormente seleccionar las células transformantes.

Transformacion de S. schenckii mediada por A. tumefaciens

Se prepararon las células transformantes Agl 1 y Agro 8 con medio de induccién, el antibi6tico correspon-
diente y acetosiringona; luego se realizé la preparacion de cajas Petri con medio YPD (+AS y -AS) con celofan
estéril y se anadi6 100 pl de Agrobacterium y 100 pl de conidias de hongo, se dejaron incubando a 28°C por
aproximadamente 2 o 3 dias, para asi obtener los mutantes.

RESULTADOS

Clonacion de las construcciones U6-1 y U6-2 en el vector pBGgHg

Figura 2. Electroforesis del producto de la extraccion de plidsmido de las transformantes de E.coli. Se
presentan las clonas que fueron seleccionadas y purificadas para llevar a cabo la transformacién de
Agrobacterium, en el carril 1y 2 tenemos construcciones de U6-1, mientras que el carril 3 corresponde a
construccion en U6-2.

Transformacién de Agrobacterium con las construcciones en pBGgHg

Figura 3. Cultivo de las cepas transformantes de Agrobacterium en medio LB.

Transformacidén mediada por Agrobacterium de S. schenkii

\ 4
Figura 4. Cultivo de la cepa transformante Agl1 en Figura 5. Cultivo de Ia cepa transformante Aglf en
medio YPD pH 4.5. medio YPD pH 4.5 + acetosiringona.

Figura 6. Cultivo de la cepa transformante #8 en Figura 7. Cultivo de la cepa transformante #8 en
medio YPD pH 4.5. medio YPD pH 4.5 + acetosiringona.



CONCLUSIONES

Se logré llevar a cabo el protocolo de transformacioén de una manera exitosa, sin embargo hay que seguir rea-
lizando estudios para corroborar si el sistema empleado ha funcionado satisfactoriamente, asi como también,
verificar cudl es la modificacion ha tenido nuestro hongo respecto a su patogenicidad.

Debido a la virulencia antes mencionada, es necesario y benéfico seguir realizando investigaciones sobre los
componentes de la pared celular de S. schenckii, principalmente de las proteinas de las cuales esta mayormen-
te formada; ya que de mano de la ingenieria genética, se pueden llegar a realizar grandes aportaciones que
nos ayuden a combatir la alta incidencia de la esporotricosis.
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TRANSFORMACION DE E.COLI (DH5 «) PARA LA PRODUCCION DE
LAS PROTEINAS: o-LACTOALBUMINAY LACTOFERRINAHUMANA

Lorena Valeria Carmona Martinez y Dr. Sergio de Jesus Romero Gémez

RESUMEN

Varias especies de mamiferos producen lactoferrina y a- Lactoalbumina, siendo la primera una glicoproteina
no hémica de unién a hierro perteneciente a la familia de las transferrinas y la segunda una proteina del suero
de la leche que puede sintetizar o producir lactosa. La lactoferrina y a- Lactoalbumina estan presentes en
una variedad de fluidos exocrinos y es particularmente abundante en leche y calostro Este trabajo se llevo a
cabo con el objetivo de la transformacion de cepas de E.Coli para la produccion industrial de las proteinas
a- Lactoalbumina y Lactoferrina humana. Principalmente se hizo una transformacién y comparacion de
las cepas DH5 a y unas quimicamente competentes, siendo previo la identificacién de las tltimas. Después
mediante un miniprep se consigui6 la purificacion de los plasmidos para posterior hacer una verificaciéon una
verificacion de la transformacion de EColi.

Palabras clave: Ecoli, Digestion enzimatica, electroforesis a- Lactoalbumina y Lactoferrina.

INTRODUCCION

La transformacién genética es un proceso mediante el cual la célula capta moléculas de ADN libre y
las mantiene en su interior en forma de un replicon extracromosémico o las incorpora a su genoma por
recombinaciéon homoéloga. Muchas bacterias pueden activamente incorporar ADN ex6geno mediante una
capacidad genéticamente programada denominada competencia natural. El estado de competencia natural
nunca ha sido demostrado directamente en Escherichia coli y en la mayoria de los casos, se emplea el
término de transformacion genética en lugar de permeabilizacion artificial del ADN (Rivero et al, 2008).

El procedimiento de lisis alcalina se refiere al miniprep mas cominmente utilizado. E1 ADN de plasmido
se prepara a partir de pequenas cantidades de muchos cultivos diferentes (1 a 24) de bacterias que contienen
plasmidos. Las bacterias se lisan por tratamiento con una solucién que contiene dodecilsulfato sédico (SDS)y
NaOH (SDS desnaturaliza proteinas bacterianas, y NaOH desnaturaliza cromosémico y ADN plasmidico).
La mezcla se neutraliza con acetato de potasio, haciendo que el DNA del plasmido cerrado covalentemente
se recupere rapidamente. La mayor parte del ADN cromosémico y las proteinas bacterianas precipitan, al
igual que el SDS, que forma un complejo con potasio y se eliminan por centrifugacion. El ADN de plasmido
reanudado del sobrenadante se concentra entonces por precipitacion con etanol (Wiley, 2003).

METODOLOGIA

1)Transformacion de E.Coli DH5 a

Se mantuvo en un medio enriquecido de LB (caldo Luria) con la receta original utilizando la siguiente
formula (referente a 1L):

-10 g triptona

-5 g extracto de levadura

-5 g NaCl

-1 ml de NaOH al IN (ajustar pH a 7)

-15 g agar

Esterilizandose todo a 121°C (15 Ibs de presion) durante 25 min. Después se dejo en cajas Petri para su
solidificacion y a continuacién se inoculo en estriado.

Posteriormente al ver el crecimiento se hi
control negativo donde no hubo crecimiento para 1a comparacion ae las cepas quimicamente competentes y
las InvitroGen.

as colonias reportadas. Se tomo un

Se dejoé en columnas las células transformadas y con una varilla se estri6 para dejar incubar a 37°C, se
tomo con la asa 1 colonia para vaciar en 3 placas de las cepas transformadas con invitrogen. Para posterior
hacer conservas.



2) Purificacion de plasmidos

Se inoculo SmL de medio LB esteril con una sola colonia bacteriana, se dejo crecer hasta la saturaciéon

Se centrifugo 1.5 mL de células durante 20 segundos en una microcentrifuga a velocidad maxima para sedi-
mentar. Se eliminé el sobrenadante con pipeta Pasteur

Se re suspendi6 el sedimento en 100 pl de soluciéon GTE y dejo reposar 5 min a temperatura ambiente.

Se afiadié 200 pl de solucion NaOH / SDS, mezclandolo al tubo con el dedo y colocandolo en hielo por 5
min.

Se anadi6 150 pl de solucién de acetato de potasio y agitar a velocidad maxima durante 2 segundos para
mezclar.

Se coloco en hielo durante 5 min, asegurando que la mezcla estuvo completa.

Se volvié a centrifugar por 3 minutos en la microcentrifuga para sedimentar los restos celulares y el AND
cromoso6mico

Se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo, mezclandolo con 0.8 mL de etanol al 95% y luego se dejo
reposar por 2 min a temperatura ambiente para precipitar los acidos nucleicos

Se centrifugo después por 1 min a temperatura ambiente para sedimentar el ADN plasmidico y ARN.

Se eliminé el sobrenadante, lavando el sedimento con 1 mL de etanol al 70% y se puso a secar la pastilla al
vacio.

Se re suspendio el sedimento en 30 pl de tampoén TE y se utilizé 5 pl del ADN resuspendido para los proxi-
mos procesos

3)Verificacion de la correcta transformacion de E.Coli (Genotififacion)
3.1) PCR

Se preparé el master mix con la siguiente formulacién:

-Agua RNAsas (libre): 14.1 ml

-Buffer 5x: 6 pl

-dNTPs: 0.6 pl

-Primer F: 0.6 pl

-Primer R: 0.6 pl

-TAG Polimerasa: 0.2 pl

Del master mix se tom6 5 pl y se agregd 2 pl del DNA (diluido) para cargar 7 pl en cada tubo eppendort (5

en total).

Posterior se llevo al termociclador con una temperatura de alineamiento de 55°C.

A continuacion se realiz6 una electroforesis preparando en 100mL de agua tridestilada, agregar 2mL de TAE
50x mas lg de agarosa en agitaciéon. Despues se tom6 25 mL para agregarle 0.8 pl de Bromuro de Etidio.

3.2) Digestion con enzimas de restricciéon
Se utilizo el protocolo de Invitro Gen de Anza Buffer 10x, siendo una digestion doble con las enzimas Xbal
y Xhol, el cual estipula la preparaciéon de una mezcla de reacciéon afiadiendo reactivos en el orden indicado:
comenzando por agualibre de nucleasa cuanto se requiera para completar el volumen final de 50 pL., Anza™
10X Buffer or Anza 10X Red Buffer 2 pL., DNA 1 pg, Anza™ restriction enzyme 1 1 pL, todo esto para la
primera reaccién en cuanto a la segunda; es igual solo que se le aflade 1 pL. de Anza™ restriction enzyme 2.
Se incubo a 37 ° C durante 15 minutos. Para posterior elaborar otra electroforesis tal y cual como en el PCR

RESULTADOS

CONTEO DE COLONIAS

Tabla 1. Conteo de colonias de cepas

Cepas InvitroGen Cepas quimicamente
competentes
a-LA 1 UFC a-LA 2UFC
LF 8 UFC LF 2UFC
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Cuantificacion en Nanodrop
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Fig 1. Cuantificacién de DNA de la Lactoferrina
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Fig 2. Cuantificacion de DNA de la a- Lactoalbumina
PCR y Electroforesis

Fig 3. Resultados del PCR y electroforesis de Lactoferrina y a- Lactoalbumina

Digestién enzimdtica

Fig 4. Resultados nativos de digestién enzimdtica con positivo y electroforesis
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DISCUSION

Se utilizaron cepas comerciales de Invitro Gen para probarlas con cepas de E.Coli DH5 a quimicamente
competentes por el método de Cloruro de Calcio, esto con la finalidad de saber si las cepas eran competentes y
escoger las mejores. Esto se vio reflejado en la cuantificacién con el Nanodrop teniendo los resultados nativos
y cerciorarse de que cantidad del DNA en cuanto a las dos cepas se obtuvo como se puede observar en la
Fig 1 y la Fig 2. En cuanto a la purificacion, se llevé a cabo un PCR y electroforesis para cerciorarse de que
la E.Coli se encuentra transformada. Por lo que pudimos observar en la Fig 3, que existen algunos subpro-
ductos en cuanto a las bandas mostrando un PM elevado por lo que se sugiere una optimizacién en cuanto
al PCR para poder encontrar la temperatura de alineamiento mas adecuada. Ya que el primer dimer se uni6
al segundo primer demostrando asi que esta no es la temperatura optima, el DNA no esta completamente
integrado provocando asi que los plasmidos se unan entre si; marcando un PM elevado. Por ultimo debido a
que este trabajo sera patentado, en las indicaciones del proceso se requiere una reafirmacion de la transfor-
macioén; por lo tanto se llevé a cabo una digestién con enzimas de restriccion, notandose asi en la imagen Fig 4
se puede reafirmar que en efecto la E.Coli se encuentra transformada pero al igual que en el proceso anterior
unas bandas marcadas, lo que nos lleva a sugerir que en el proceso de incubacion se deje por 45 min, en vez
de los 15 min con los que se habia realizado la digestiéon enzimatica.

CONCLUSIONES

Se logré la optimizacién en el proceso de trasformacion de las cepas de E.Coli para la produccion de las pro-
teinas a-Lactoalbumina y Lactoferrina para producirse a nivel industrial basado en los sistemas de expresion
E.Coli como hospedero para la propagaciéon de los plasmidos y la utilizaciéon de Pichia Pastoris SMD1168
para su expresion.
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CONTRIBUCION DE LAS FRUTAS Y LAS HORTALIZAS EN LA
NUTRICION Y LA SALUD HUMANA
(MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN EL FRUTO DEL MANGO ATAULFO)

Anahi Gudifio Gudifio1 y Elhadi Yahia Kazuz 2

RESUMEN

El presente proyecto de investigacion fue realizado en la Universidad Auténoma de Querétaro, campus
Juriquilla, facultad de ciencias naturales especificamente en el laboratorio de fitoquimicos y nutriciéon, donde
se realizaron los experimentos necesarios para cumplir con parte de las primeras dos etapas del proyecto que
se trabaja actualmente llamado, “Actividad enzimatica en diferentes variedades de mango y su relacién con el
contenido de fitoquimicos durante su maduracién poscosecha”, todo esto con la finalidad de atacar la enzima
que impide la coloracién amarilla de la cascara en el mango, aun cuando el interior de esta fruta se encuentra
maduro, y por tal motivo se impide la comercializacién de dicho producto en algunos lugares, provocando
que los productores enfrenten perdidas monetarias.

ABSTRACT

The present research project was carried out at the Autonomous University of Querétaro, Campus Juriquilla,
faculty of natural sciences specifically in the phytochemical and nutrition laboratory, where the necessary
experiments were carried out to comply with part of the first stages of the project that is currently working
Called "Enzymatic activity in different mango varieties and their relation to the phytochemical content
during post-harvest maturation”, all with the aim of attacking the enzyme that prevents the yellow coloration
of the shell in the mango, even when the interior of this fruit is ripe, and for this reason it prevents the
commercialization of this product in some places, causing the producers to face monetary losses.

Palabras Clave: Enzimas, mango, coloracién, actividad enzimatica.

INTRODUCCION

El mango es una fruta tropical que se consume en diferentes partes del mundo dado que es considerado
como uno de los frutos preferidos a causa de su atractivo color y delicioso sabor. Ademas de que tiene
propiedades que ayudan a mejorar la apariencia y salud de las personas. 5 de los beneficios que aporta el
mango, son (SALUDI80, 2017):

-Favorece la digestion

-Protege la vista

-Mejora la piel

-Previene la anemia

-Evita la retenciéon de liquidos

Algunas de las propiedades que presenta dicho fruto son los siguientes nutrientes: Hierro, Calcio,
Potasio, Yodo, Zinc, Magnesio, Sodio, vitamina A, Vitamina Bl, Vitamina B2, Vitamina B3,Vitamina
B5, Vitamina B6, Vitamina B9, Vitamina C, Vitamina E, Vitamina K, y Fosforo, ademas de que es
antioxidante y anticancerigeno. (DIA, 2016)

Es por todo esto que el mango resulta ser importante y beneficioso para las personas, por lo tanto es
producido en diferentes paises y México no es la excepcion.

En México el cultivo de este fruto tiene una gran importancia agricola y econémica, resultando ser uno de
los principales frutos que se produce, puesto que se cosecha en 23 estados de la Republica Mexicana, fue
por ello que en el afio 2015 nuestro pais ocup6 el quinto lugar a nivel mundial en la produccién de mango.
(SAGARPA, 2017)

Entre las variedades de mango que se producen en el pais se encuentran Kent, Keitt, Tommy Atkins,
Haden, Ataulfo y Manila (México, 2014), los cuales son exportados a diferentes paises y con el paso de los
anos tanto la produccién como la exportacion de mango han incrementado lo que beneficia al pais y a los
productores.

Sin embargo, existe un problema que se presenta en el mercado en cuanto a la comercializacién de algunos
mangos, puesto que cuando un mango no resulta ser lo suficientemente atractivo, es decir, cuando no es
del todo, no se vende en determinadas zonas y esto se debe a que existen algunos mangos que aunque se
encuentran maduros en su interior su cascara no cambia de color verde a color amarillo.

Debido a esto en este proyecto de investigacion se busca descubrir cual enzima es la que impide que el
mango pase de color verde a amarillo y bajo qué condiciones para poder asi proponer una solucién al
problema que puedan enfrentar los agricultores de este tipo de mango.



METODOS Y MATERIALES

Los materiales utilizados para realizar las primeras etapas del proyecto fueron: colorimetro, pentréometro,
espectrofotometro, liofilizadora, centrifuga, homogeneizador, rotavapor, vortex, matraz, agitadores
magnéticos, tubos falcon, entre muchos otros materiales generales que se encuentran en un laboratorio de
quimica.

SELECCION, MUESTREO Y CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Se colectaron 30 frutos recién cosechados que a simple vista presentaron cierta homogeneidad en tamano,
color y madurez. Cada uno de ellos se lavé adecuadamente con agua y se sec6, después de esto se identifico
cada uno de ellos de manera individual, pues cada uno debia representar una muestra significativa de su
estado de madurez.

Se pesaron y fueron almacenados. La temperatura y humedad fueron monitoreadas durante el periodo de
almacenamiento, anotando la temperatura dos veces al dia (por la mafiana y por la tarde).

En un inicio se tomaron de 2 a 3 mangos, eligiendo los que representaron la menor madurez. Esto se hizo
cada dia, (algunas veces solo se tomaba 1 mango), hasta terminar con la totalidad de mangos colectada.

ANALISIS EN FRESCO

+COLOR

Utilizando un colorimetro se determiné los espacios de color externo CIELAB de tres secciones de cada
mango. Una vez obtenido el color de la cascara se procedié a determinar la firmeza para luego medir
rapidamente, el color de la fruta, anotando cada dato en la hoja de registro.

+FIRMEZA

Se determind la firmeza de cada mango utilizando un penetrémetro con punta de ocho milimetros.

Es importante resaltar que para este paso se destiné a 1 persona para medir la firmeza y fue siempre la misma
persona quien midi6 la firmeza hasta terminar con la variedad de mango que se trabajaba.

Una vez realizados los pasos anteriores se destinaba la cantidad de pulpa y cascara de mango necesaria para
realizar los analisis en fresco y el resto se destinaba para ser liofilizado, por lo que se congelaba con N2 liquido
y se colocaban las muestran en frascos, los cuales eran almacenados en REVCO.

*Todos los andlisis que a continuacion se detallan (tanto en fresco como en liofilizado) se realizaron en pulpa
y cascara por separado.

ANALISIS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los procedimientos que a continuacién se describen, fueron los que se siguieron para realizar cada una de
las pruebas para evaluar la actividad enzimatica de clorofilisa, polifenol oxidasa y fenilalanina amonio liasa.

+Clorofilasa

1.Preparar buffer de fosfatos 5 mM (pH=7) que contenga KCI 50 mM y Triton-X100 al 0.24%

2.Suspender 0.6 g de acetone powder en 18 mL del buffer preparado.

3.Agitar en plato magnético por 1 hora a 30 °C.

4.Filtrar con gasa.

5.Centrifugar a 12000 G durante 15 minutos (10351 RPM)

6.Colectar el sobrenadante (enzima extraida).

7.Preparar una solucién con 0.1 pmol/mL de clorofilas disueltas en acetona.

8.Preparar una solucion al 0.24% de Triton-X 100 de buffer Tris 100 mM (pH=8.5)

9.Mezclar sobrenadante, buffer y clorofilas en una proporciéon 5:5:1 en un tubo Eppendorf.

10.Reposar la mezcla a temperatura ambiente durante 1 hora en la oscuridad.

11.Detener el avance de la reaccion agregando una mezcla fria de 2 mL de acetona y 4 mL de hexano y
mezclando vigorosamente.

12.Centrifugar la mezcla a 12000 gravedades por 10 minutos a 4 °C.

13.Separar la fase inferior.

14.Analizar en espectrofotémetro UV-Vis a 665 nm de longitud de onda (NOTA: el coeficiente de extincién
molar del clorofilido a es 54.1 mM-1cm-1).

+Fenilalanina amonio liasa

1.Preparar buffer de boratos (pH=8.8) afladiendo mercaptoetanol (5 mM) y cisteina (10 mM) y enfriar.

2. Suspender 0.2 g de acetone powder en 20 mL de buffer de boratos.

3.Agitar en plato magnético por 30 minutos a 4 °C.

4.Centrifugar a 14000 G por 30 minutos.

5.Colectar el sobrenadante (enzima extraida).

6.Preparar una solucién de 10 mg/mL de fenilalanina.

7.Mezclar 1 mL de solucién de fenilalanina, 2.5 mL de agua destilada, 1.5 mL de buffer de boratos y 0.5 mL
del sobrenadante.

8.Reposar la mezcla a temperatura ambiente por una hora en la oscuridad.

9.Detener el avance de la reaccion agregando 0.5 mL de 4cido clorhidrico 5 N a la mezcla.

10.Analizar en espectrofotometro UV-Vis a 280 nm de longitud de onda (NOTA: el coeficiente de extincién
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molar del 4cido cindmico a es 167 mM-lcm-1).

+Polifenol oxidasa

1.Preparar buffer de 4cido citrico-fosfato (pH=6.2).

2.Preparar 100 mL de una solucién de 2 mg/mL de acetone powder en buffer de 4cido citrico-fosfatos.
3.Agitar en plato magnético por 10 minutos.

4.Filtrar con papel Whatman.

5.Preparar solucion 0.1 M de catecol o 0.01 M de acido caféico.

6. Tomar 10 mL del filtrado y mezclar con 5 mL de soluciéon del polifenol elegido.

7.Agitar vigorosamente durante 30 segundos.

8.Analizar en espectrofotometro UV-Vis a 420 nm de longitud de onda.

ANALISIS EN LIOFILIZADO

En esta parte solo se estuvo trabajando en lo siguiente:

+Se tom6 cada una de las muestras que se encontraban en el REVCO vy fueron colocadas en tubos falcon,
para después ser llevadas a la liofilizadora y ahi permanecieron por 48 horas.

+Después del tiempo indicado se retiraron las muestras de la liofilizadora y fueron trituradas manualmente
utilizando morteros.

+Una vez molidas las muestras se colocaban en frascos y eran llevadas al refrigerador de -20° con el que se
cuenta en el laboratorio.

EXTRACCION DE PROTEINA

*Ein esta parte se tom6 muestra de los mangos, tanto de pulpa como de cascara y se agregaban inicialmente
20 ml de acetona y utilizando el homogeneizador se mezclaron por 1 minuto.

*Después de esto se decantaba la acetona a un matraz y se agregaban 10 ml de acetona nuevamente
mezclandose en el homogeneizador por 30 segundos.

*Se realizo este procedimiento por 20 veces o en dado caso hasta lograr que la acetona quedara incolora.
*Después de los 20 lavados (o en algunas veces mas lavados) se filtraba la proteina (polvo) resultante y se
colocaba en una caja Petri para ser llevada al refrigerador de -20°.

L
Figura 1. Extraccion de pulpa y cascaray
medicién de firmeza.

Figura 3. Congelamiento de mango con N2 liquido. Figura 4. Extraccién de proteina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que se esperan obtener son los siguientes:

Clorofilasa

Se espera encontrar un comportamiento similar al que se muestra en las figuras 5,en donde la actividad
de la Clorofilasa se expresa en micromoles de clorofilido producidos por minuto por gramo de precipitado
enzimatico, dicha actividad se grafica en funcién del tiempo transcurrido desde la cosecha del fruto. Se
espera encontrar que el mango Ataulfo siempre tenga diferencia significativa en la actividad de la clorofilasa
comparandola en cascara y en pulpa (figura 5), y ademas, que con el paso del tiempo esta actividad sea



constante, a pesar de que a simple vista esta actividad ya no es perceptible debido a la degradacion de la
clorofila.
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Figura 5. Actividad de la clorofilasa en mango Ataulfo

En cambio, en mango petacén (variedad Kent) se esperan resultados similares al Ataulfo en pulpa pero
distintos en cascara, esto debido a su poco o nulo cambio de coloracién, dicho comportamiento se representa
en la figura 6. Se observan dos casos distintos, el primero se podria deber a que las propiedades fisicoquimicas
de esta variedad no son las adecuadas para activar la enzima clorofilasa en cuyo caso la actividad de esta
seria similar a la del Ataulfo. El segundo caso implica la ausencia de la enzima donde la actividad seria
nula y el poco cambio de color se deberia en su mayoria a la sintesis de nuevos fitoquimicos, en su mayoria
carotenoides. (Vilchis, 2017)

Fenilalanina amonio liasa

Se ha demostrado la presencia de compuestos polifendlicos en el mango, por tanto debe encontrarse actividad
de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL por sus siglas en inglés). Se espera que la actividad de la enzima
sea siempre similar en pulpa y en cascara (esto puede cambiar hasta hacer una revision bibliografica acerca
de la concentracion de polifenoles en ambas partes de mango). En este caso se esperan tres posibilidades en
cuanto a la actividad de la PAL en funcién del tiempo, un aumento o un decremento graduales o que ésta sea
constante en todo momento. La presencia de esta enzima también puede ser corroborada mediante biologia
molecular, aunque, de no encontrar actividad de esta, seria claro que es debido a su ausencia. Un resultado
adicional en cuanto a la PAL seria que, de no encontrar actividad enzimatica, se sabria que la ruta por la cual
se sintetizan los polifenoles en el mango es por la via del acido malénico y no por la del dcido shikimico pues
uno de los productos de esta tltima via es la fenilalanina, la cudl es el sustrato de la enzima estudiada. No se
espera diferencia tampoco en la actividad determinada para cada variedad de mango estudiada (Ataulfo o
Kent), pues la coloracién de ambos esta mas en funciéon de la concentracion de otros fitoquimicos como son
las clorofilas y los carotenoides. (Vilchis, 2017)

Polifenol oxidasa

En cuanto a la actividad de la Polifenol oxidasa (PPO) se espera que para ambas variedades exista un
incremento en su actividad en la pulpa y en la cascara se mantenga constante a lo largo del tiempo. Un caso
eventual seria el de encontrar que ni en pulpa ni en cascara exista actividad de la PPO o ésta es muy baja.

(Vilchis, 2017)

CONCLUSIONES

Los resultados que se obtuvieron durante este tiempo en las pruebas realizadas fueron los siguientes:

+En cuanto a la prueba de Clorofilasa fue en esta en la que se present6 la mayor actividad enzimatica a
diferencia de las otras pruebas.

+En PPO se present6 actividad enzimatica sobre todo en la cascara, esto fue mientras los mangos estaban
verdes, puesto que conforme maduraban los mangos la actividad de PPO se fue perdiendo y por el contrario
en la pulpa se empez6 a presentar un pequeno incremento de actividad.

+En la prueba de PAL no se mostré actividad enzimatica cuando se trabajé con pulpa y cascara que se
obtenia de los procesos antes descritos, mientras que al realizar la prueba con proteina de cascara y pulpa se
reflejé un poco de actividad.

Cabe mencionar que estos son los resultados que se han presentado en parte de las dos primeras etapas del
proyecto que se continua desarrollando por lo que es dificil presentar conclusiones concretas.
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TITULO: ESTADO NUTRICIONAL, Y SU ASOCIACION CON FACTORES
SOCIALES, DEPRESION, IMAGEN CORPORAL, AL ESTILO DE VIDA,
ACTIVIDAD FiSICA'Y CALIDAD DEL SUENO DEL ADULTO MAYOR DE LA
COMARCA LAGUNERA DE COAHUILAY DURANGO.
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FRANCISCO JAVIER LOPEZ RINCON.

RESUMEN

Este es un estudio descriptivo, observacional y de corte transversal, cuyo objetivo es describir el nivel del
estilo de vida del adulto mayor, siendo estos residentes de la Comarca Lagura de Coahuila. Se analizaron las
variables como el estado civil, sexo, y el intrumento Fantastic que nos determina estilo de vida del participante,
asociado a la salud. Se seleccionaron 24 individuos de manera alaeatoria y tomando como referencia los
criterios de exclusion, para la obtencion de datos. E1 62.5% fueron mujeres y 37.5% restante fueron hombres.

ABSTRACT

This is a descriptive, observational and cross-sectional study, whose objective is to describe the level of lifestyle
of the elderly, being these residents of Comarca Lagura de Coahuila. We analyzed variables such as marital
status, sex, and the Fantastic instrument that determines the participant's lifestyle. Twenty-four individuals
were randomly selected and using exclusion criteria for data collection. 62.5% were women and 37.5% were
men.

INTRODUCCION

La Organizacién de las Naciones Unidas publicé que existen 6,929,7265,043 de personas en el mundo
(Programa Mundial sobre Censos y Poblacion 2010). Parte de esta poblacion el 925,281,038 millones son
Adultos Mayores, es mas que evidente que se ha tenido un incremento en la pirdmide poblacional, muy
acentuado, ya que para el 2010 solo existian 650 millones de personas (Organizacién Mundial para la Salud
2011) con una edad de mas de 60 anos.

Hoy en dia la esperanza de vida al nacer representa un indicador positivo que conlleva retos por atender
ya que estos resultados que se ven en la composicion mundial de la poblacién infantil esta decreciendo y la
poblacién de Adultos Mayores se ha incrementado a nivel mundial, esto advierte de la necesidad de investigar
e indagar en las situaciones en las que estd inmerso el Adulto Mayor en su vida diaria, para establecer nuevas
politicas, retas y metas para atender este universo.

El pais Mexicano, esta presentando un grave y latente problema, que es la obesidad en la poblacién, esto
atenta la problematica de salud, por ende las enfermedades crénicas degenerativas que reflejado un
incremento en la estadisticas.

El estilo de vida en los adultos mayores, hoy en dia causa una incertidumbre ya que varios autores este es
una decision de pensamiento y razén (Luz S. Alvarez C. 2012) menciona que este compete exclusivamente
al ambito personal, para dar paso a una perspectiva que se indaga por las condiciones materiales, sociales y
culturales que favorecen la adopcién de los comportamientos.

En esta prueba piloto que se realizé con 24 adultos mayores, la finalidad es describir algunos elementos que
se encuentran alrededor del estado nuticional del adulto mayor, la depresion y planteando evidencia el Indice
de Masa Corporal (IMC), centrandonos en esté reporte en el el estilo de vida del Adulto Mayor, con la vaildez
y fiabilidad del instrumento Fantastic.

Marco teorico.

El estado de Coahuila se localiza en el noreste de México y comparte una frontera de 512 kilémetros con
Texas. Tiene 38 municipios. Su capital es Saltillo. Se limita en el norte por Texas, (EE.UU.), en el este por
Nuevo Leon, en el sur por San Luis Potosi y Zacatecas, en el oeste por Durango y Chihuahua. (Avila Curiel
A., 2005)

Actualmente, la poblacién del estado de Coahuila representa 2.4% de la nacional, con 2.75 millones de
habitantes (Coahuila, 2015) asi mismo en y de acuerdo con las cifras que proporciona el apartado de salud
en el estado tiene un poco mas de 234 mil personas adultos mayores que equivale al 8.6 % de la poblaciéon
total del estado. Se estima que para el afio 2030 el 17.5% de la poblacién tendra 60 afos o mas y que para el
2050 aumentara a un 28%, es dectr, se tendra una poblacién con un mayor grado de envejecimiento y una
consecuente disminucion en sus capacidades (Salud, 2011). Ante el aumento previsto en la esperanza de vida,
el envejecimiento y la disminucion paulatina de capacidades que ello implica, se convierte en un problema
social de magnitud cada vez mayor.

Uno de los problemas mas graves que se enfrenta en el pais es la obesidad de la poblacién lo cual incrementa
la problematica de salud acentuando las enfermedades crénico degenerativas; en 2006 se reporté que en
adultos de 20 anos o mayores la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 69.7%, lo que ubicé a México



como uno de los paises con mayor prevalencia en la region de América y a nivel global. En esta investigacion
realizada muestra que si bien es cierto la obesidad es considerada como una epidemia mundial; en México
hay regiones donde el problema es mas evidente la region norte del pais tanto en hombres como en mujeres
es donde se observan los valores mas altos de IMC y circunferencia de cintura en comparacion con las demas
regiones del pais. (Vaquera S, 2013)

De acuerdo a lo que publica ENSANUT 2012 en el Estado la tendencia en la prevalencia de sobrepeso y
obesidad en los Gltimos seis aflos se observa un incremento de 17.9% en la prevalencia de obesidad en el caso
de los hombres y un incremento de 11.8% en el caso de las mujeres en adulto mayores de 20 anos comparado
con la edicion de 2006. Dejando manifiesto que en Coahuila el sobrepeso y la obesidad fueron un problema
de salud publica que afect6 a 7 de cada 10 hombres y mujeres mayores de 20 anos. (Pablica, 2013)

La depresion en el adulto mayor es muy frecuente, en publicaciones recientes se detalla que en el adulto mayor
en promedio el 10% sufre depresion siendo esta asociada a factores de riesgo como fragilidad, deterioro
cognitivo entre otros. (OMS 2015)

Laimagen que cada individuo tiene apariencia fisica es muy subjetiva y en muchos casos difiere de lo que los
demas observan con claridad, en ese proceso de autopercepcion intervienen diferentes factores en ocasiones
asociados al estado depresivo que a su vez depende del estado nutricional. (Marrodan 2007)

Pregunta de investigacion.

¢Cual es el grado de asociacion entre el estado nutricional del Adulto Mayor, la autopercepcion de la imagen
corporal, la depresién y la calidad del sueno y las variables sociodemograficas?.

Objetivo general.

Determinar el grado de asociaciéon entre el estado nutricional del adulto mayor la autopercepcion de la
imagen corporal, la depresion y la calidad del suefio y las variables sociodemogréficas.

METODOS Y MATERIALES.

La presente investigacion corresponde a un estudio de tipo cuantitativo, descriptivo, de corte transversal.

Muestra:

Esta fue una prueba piloto conformada por 24 adultos mayores de la comarca lagunera de Coahuila y
Durango, o a quienes previa firma del consentimiento informado, se aplicara los instrumentos. El tipo de
muestreo que se utilizara sera No probabilistico por conveniencia.

Criterios de inclusion:

Para hacer parte de la poblacién objeto de estudio de esta investigacion, seran tenidos en cuenta los siguientes
requisitos indispensables:

*Ser mayor de 60 anos de edad.

*Ambos sexos

*Que acepten participar en el estudio

Criterios de exclusion:
*Quien decida abandonar el estudio.
*Que no firmen el consentimiento informado.

Estrategias de Analisis:
Los datos se capturaron en el programa SPSS V22 para obtener frecuencias con IC 95%, y analisis de
asociacién mediante analisis bivariado de Chicuadrada O jiy significancia con p 0.03.

RESULTADOS.

Se realizé un estudio descriptivo observacional con 24 participantes de los cuales 9 eran del sexo masculino a
lo que equivale a un 37.5 % y 15 del sexo femenino obteniendo un 62.5 % de los entrevistados.

Respecto al estado civil, 11 son casados lo cual representa un 45.8 %, 6 de ellos son viudos con un 25%, 4
divorciados es el equivalente al 16.7%, 2 participantes con un estatus de separados con un 8.3% vy 1 soltero
el cual ocupa el 4.2%.

En cuestiéon de los hijos, los datos que se obtuvieron fue que en promedio los participantes tuvieron 3 hijos,
obteniendo un resultado de 3.29% como promedio de los datos obtenidos.

El rango de edad de los participantes oscila entre los 60 y 88 afos, con una mediana de 71 afios.

A lo que se refiere del peso corporal, los resultados arrojaron que hay un rango entre 50 y 90 kg, el promedio
del peso es de 69 kg en relacién a su talla que es 1.48 y 1.8, siendo el 1.63 el promedio de esta.

Se pudo observar en los datos estadisticos que se analizaron que Indice de Masa Corporal se encuentra entre

17 y 37, con una mediana de 26.

E175 % de los entrevistados profesan la religion catélica, el 12.5% la religion Cristiana y el 12.55 ninguna.
El estado emocional 14 de los participantes se encuentra en un estado normal con un 41.7% y 10 entrevistados
con depresion lo que abarca un 41.7 %, de acuerdo al instrumento aplicado y tomando en cuenta los criterios
de Yesavage.

Se realizé una correlacién entre el estado civil y la depresién, a lo cual no se obtuvo una significante
estadistica.

En relacion con el sexo y la depresion no se encontraron relacion estadistica alguna.

En base a los resultados obtenidos en la prueba Fantastic, el cual esta integrado por 25 items y nueve
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dominios que es el instrumento que mide el estilo de vida, se encontr6 que el 20.8% de la poblacional
estudiada, se encuentra en Zona de Peligro y el 75% en un estilo de vida bajo y solo el 4% en Adecuado.
Se concluye que los items que conforman el Cuestionario de Estilos de Vida Saludables tienen validez y
confiabilidad.

CONCLUSIONES.

En el presente estudio de piloto, se encontraron cifras de importancia ya 5 personas de las 24 encuestadas se
encuentran en un estilo de vida, en relacion con su salud en zona de peligro, 18 participantes en un nivel bajo
y una sola persona, con un nivel adecuado.

Esto nos da un rumbo para ampliar el estudio a mas participantes y asi poder contrastar con datos mas
numerosos el estudio de investigacion, para una evidencia definitiva.

En relacién con otros estudios realizados en el pais, empleando el instrumento Fantastic, se ha encontrado,
que el GBS estuvo asociado a los estilos de vida y a los factores socioeconémicos. Se determiné que hombres y
mujeres que presentaron estilos de vida malos, tienen un promedio mas alto de GBS y un nivel socioeconémico
bajo. Por lo contario, un segundo grupo tuvieron estilos de vida buenos, un promedio de GBS menor y un
nivel socioeconémico regular, estos resultados son la evidencia de Patricia Pavon Leén (2015), que realizo un
estudio transversal, de mas de 60 afos, en diferentes clinicas en Xalapa, Veracruz, en el periodo de agosto de
2013 a junio de 2014, en el cual el objetivo era analizar si el gasto de bolsillo, depende de los estilos de vida y
el factor socioeconémico en los adultos mayores de 60 afios.

Para la OMS (2012) estilo de vida determina un ciclo vital, con el fin de preservar la vida, manteniéndose
sano y llegar a paliar la discapacidad y el dolor en la vejez, por lo tanto es de importancia ampliar el estudio
de investigacion, para obtener datos mas definitivos.
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COMPARACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN NEONATOS
CON Y SIN LACTANCIA MATERNA EXCLUSIVA.

Sanchez-Aguilar Cindy Aleyois ; Delabra-Salinas, Maria Magdalena ; Rios-Willars,
Ernesto

RESUMEN

La microbiota gastrointestinal es un ecosistema complejo y dinamico formado por varios cientos de microbios
precisa de los estimulos inmunogénicos de la microbiota en desarrollo para su maduraciéon. Uno de los
determinantes mas significativos de la microbiota intestinal es el tipo de alimentacion. El presente trabajo
muestra una revision bibliogréafica con la cual se realizé una comparacion entre la microbiota intestinal de
los neonatos lactados con leche materna y los lactados con férmula, esto con la intencién de resaltar el rol de
enfermeria en el fomento de la LME en la Atencién Primaria, y cémo influye en la salud del infante a corto
y largo plazo.

ABSTRACT

The gastrointestinal microbiota is a complex and dynamic ecosystem made up of several hundred
different microbes, mainly bacteria. At birth, the infant has an immature immune system, which requires
the immunogenic stimulus of the developing microbiota for its maturation. One of the most significant
determinants of the intestinal microbiota is the type of feed. The present work shows a bibliographical review
with which a comparison was made between the intestinal microbiota of breastfed and formula-fed infants,
with the intention of highlighting the role of nursing in the promotion of LME in Primary Health Care, and
how it influences the health of the infant at short and long term.

Palabras clave: Neonato, enfermeria, LME, microbiota, formula.

INTRODUCCION

Se entiende por microbiota al conjunto de microorganismos que cohabitan en diferentes regiones anatomicas
de individuos sanos, en un nicho ecolégico determinado. Su composicion es diversa y especializada,
dependiente de la regién o tracto donde se localice. Estos microorganismos conviven en contacto directo con
el hombre, y mantienen una relacion simbidtica con beneficios bidireccionales. (La Rosa, Gomez & Sanchez,

2014)

La microbiota gastrointestinal es un ecosistema complejo y dinamico formado por varios cientos de microbios
diferentes, principalmente bacterias (1011-12 bacterias/g de contenido colénico, formando el 60% de la masa
fecal total). EI ntmero total de bacterias excede 10 veces el nimero de células humanas, y la coleccion de
genoma microbiolégico (microbioma) contiene 100 veces més genes que el genoma humano. Su composicion
y concentracion fisiologica varia en todo el tracto gastrointestinal y en los diferentes estadios de la vida,
progresando desde la esterilidad en el recién nacido hasta la extremadamente variable y densa colonizacion
del intestino adulto. (Guaraldi & Salvatori, 2012)

En el ser humano, la microbiota gastrointestinal juega un papel activo en la digestién y fermentacién de
carbohidratos, en la produccién de vitaminas, en el desarrollo y maduracion del sistema inmunitario mucosal
gastrointestinal (GALT) y en la defensa frente a patégenos intestinales. (LLa Rosa et al., 2014)

Al nacimiento, el neonato cuenta con un sistema inmunitario inmaduro, que precisa de los estimulos
inmunogénicos de la microbiota en desarrollo para su maduracion. El papel de la microbiota humana en el
proceso salud-enfermedad se ha redefinido durante los recientes afios, y su rol fisiologico se ha enriquecido.
(La Rosa etal., 2014)

El intestino fetal es estéril y se encuentra lleno de liquido amniético. El establecimiento de la poblacion
microbial intestinal es un proceso continuo y complejo que inicia en el parto y continua por varios afos bajo
la influencia de factores internos y externos (Guaraldi & Salvatori, 2012) como lo son el entorno, la dieta, la
edad gestacional, la hospitalizacion, el uso de antibidticos, el tipo de parto y el tipo de alimentacion.
Actualmente, uno de los determinantes mas significativos y estudiados es el tipo de alimentacion en el periodo
neonatal, ya que este periodo es crucial para la colonizacién intestinal y, por ende, para la formacién de la
microbiota intestinal. (Sang A Lee, ct. al., 2015)

Un extenso niimero de microbios son conocidos por colonizar el intestino neonatal en las primeras semanas de
vida, (Jost, Lacroix, Braegger & Chassard, 2015) debido a la abundancia de oxigeno en el intestino neonatal,
los microorganismos anaerobios facultativos (principalmente enterobacterias, enterococos y especies de
estreptococos) representan los primeros colonizadores: Escherichia coli, Enterococcus fecalis y faecium
son los mas representativos, seguidos por Klebsiella y Enterobacter, y, mas raro y transitorio, Aeromonas,
Pseudomonas, Acinetobacter, estreptococos alfa hemoliticos y estafilococos coagulasa-negativos. (Guaraldi
& Salvatori, 2012) Durante el crecimiento, estas bacterias consumen O2 y cambian el medio intestinal,
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permitiendo la proliferaciéon de bacterias anaerébicas. (Le Huérou-Luron, Blas & Boudry, 2010)

Las bacterias — bifidobacterias, lactobacilos, enterobacterias, estafilococos — han sido detectadas en las heces
fecales de los neonatos, en la leche materna y eventualmente en heces fecales de la madre, por lo cual se asume
que son transferidas verticalmente de la madre al neonato a través de la lactancia directa.

Este mecanismo pudiera explicar, en parte, las diferencias en el establecimiento de la microbiota intestinal
entre los ninos lactados con leche humana y lactados con formula. Los neonatos lactados exclusivamente con
leche materna han mostrado una microbiota relativamente simple y estable durante las primeras semanas de
vida. (Jost, Lacroix et al., 2015) Este hecho se atribuye generalmente a los oligosacaridos tinicos encontrados
en la leche materna, que sirven como sustratos metabolicos selectivos para un nimero limitado de microbios
en el intestino. (Azad, et al., 2013) En contraste, la microbiota de los neonatos lactados con formula ha sido
reportada como mas diversa pero menos estable, es decir, que se encuentra en un estado cambiante. (Jost,
Lacroix et al., 2015)

El establecimiento inicial de la microbiota representa un estado critico para la maduracién intestinal y para
la programacion metabdlica e inmunoldgica, y tiene importantes repercusiones en la salud, las cuales son
benéficamente influenciadas por la lactancia materna exclusiva. (Jost, Lacroix et al., 2015)

El periodo de LME constituye una oportunidad Gnica de manipular la microbiota intestinal en favor de la
salud de los neonatos. (Goldsmith, O'Sullivan, Smilowitz & Freeman, 2015) La leche materna presenta una
composicion compleja y dinamica, influenciada por la edad gestacional al momento del parto, el periodo de
lactancia y la dieta de la madre; difiere mucho con la composicion de la formula en cuanto a concentracion
de nutrientes, y ain mas importante, por la presencia de factores de crecimiento, citocinas, inmunoglobulinas
y enzimas encargadas de la digestién. (Guaraldi & Salvatori, 2012)

Los beneficios a largo plazo han ganado atenciéon en las altimas décadas, pues es bien conocido que la
lactancia materna puede brindar proteccién contra enfermedades tales como la enfermedad inflamatoria
intestinal, enterocolitis necrotizante, leucemia, sepsis en RN prematuros y diabetes, asi como obesidad y otros
sindromes metabélicos. (Le Huérou-Luron et al., 2010)

La alimentacién del lactante deberia considerarse un tema de salud publica y no solo una elecciéon segtin el
estilo de vida de cada familia, puesto que tiene un gran impacto nutricional, econémico y psicologico que
resulta beneficioso tanto para la madre como para el hijo.

Para el desarrollo de la estancia en el Verano de la Ciencia, se realiz6 una revision bibliografica con el objetivo
de hacer una busqueda y selecciéon de instrumentos que servirian para cuantificar los componentes de la
microbiota intestinal en neonatos. Esta revision sirvié de base para realizar la comparacion de la microbiota
intestinal entre neonatos con y sin lactancia materna exclusiva, esto sera un parteaguas en el desarrollo
futuro de un protocolo de investigaciéon el cual pretende describir la microbiota intestinal de los neonatos
del Centro Integral de Maternidad, programa instaurado en un Hospital privado de la ciudad de Saltillo,
Coahuila. Esto con el propoésito de incrementar, en mayor medida, la alimentacién por lactancia materna
exclusiva y fomentar el apego a la misma hasta la edad recomendada por la OMS, sin dejar de resaltar el rol
de enfermeria y su labor como promotora de la LME.

Metodologia utilizada por los autores para la toma de muestras

Lametodologia empleada porlos diversos autores es muy similar. La mayoria de los autores revisados utilizaron
disetios descriptivos, de cohorte prospectivo, longitudinales y observacionales no aleatorios donde sélo los
estudios realizados en infantes pretérmino (Cong et al., 2016, 2017) tuvieron cierta intervencién por parte
de los investigadores. En la mayoria de los estudios, se incluyeron madres que cursaron un embarazo sano -
independientemente del tipo de parto - y bebes que nacieron sin complicaciones; aun asi, se contrastaron los
resultados de dichos estudios con los realizados por Cong et al. en los anos 2016 y 2017, en los cuales estudia la
microbiota intestinal de infantes pretérmino y destaca la importancia de la lactancia materna exclusiva como
un factor clave en la disminucién del riesgo de sepsis neonatal o enterocolitis necrotizante.

En cuanto a la toma de muestras se encontraron diferencias no significativas en los tiempos. Mastromarino
et al. (2014) colectaron muestras de meconio y la evacuacién de un mes después. Por su parte, Martin et al.
(2016) utiliz6 tiempos mas cortos de toma entre cada muestra (al considerar las evacuaciones de 2 dias, 1
semana, 3 y 6 meses de vida, y 1 semana después del destete) pero coincide con Mastromarino et al. (2014)
al recabar muestras del meconio y de la evacuacion al mes de vida. En sus dos estudios realizados en 2016
y 2017 en infantes pretérmino, Cong et al. recolectaron muestras diariamente, desde el nacimiento y hasta
los 30 dias de vida. Stearns et al. (2017), por su parte, estudiaron la microbiota intestinal a lo largo de 1 afo,
poniendo en evidencia la importancia de ciertos factores étnicos o culturales en la formacién y maduracién
de la microbiota intestinal.

Esimportante resaltar la importancia de considerar la microbiota del meconio, pues esto ayudara a contrastar
las tomas posteriores, cuando la lactancia (ya sea con féormula o materna) ya se encuentra establecida,
aproximadamente a los 6 meses de vida, o a los 12 meses, edad en la que la microbiota intestinal se encuentra
ya bien establecida, cerca de lo que podria ser la microbiota intestinal adulta. (Palmer, Bik, DiGiulio, Relman
& Brown, 2007).



Los instrumentos utilizados para la toma de muestras en los distintos articulos revisados no difieren mucho
unos de otros pues, como es el caso de Cong et al. y Martin et al., utilizaron espatulas estériles desechables
para el manejo de las muestras fecales, y Stearns et al., que optaron por una espatula de acero inoxidable. Los
contenedores mas utilizados para el almacenamiento de las muestras fueron tubos y bolsas estériles. Todas las
tomas se realizaban durante el cambio del panal y, en los estudios donde se requeria la toma de muestras en
periodos cortos de tiempo, las madres eran instruidas para el manejo de la misma.

Los estudios sugieren almacenar las muestras a -80°C en caso de que su procesamiento no sea inmediato,
paraevitar alteraciones en la microbiota presente. En el caso de Martin et al. (2016) las muestras fecales fueron
colocadas en tubos estériles que contenian RNAlater, una solucién estabilizadora que permite almacenar
tejidos sin necesidad de congelar las muestras y, por ende, no pone en peligro la calidad o cantidad de ARN
celular.

Resultados de la comparacion de la microbiota intestinal
La leche materna es una fuente temprana de bacterias y de nutrimentos introducidos al intestino del bebe
dentro de las primeras semanas después del nacimiento. (Pannaraj et al., 2017)

En el estudio realizado por Sang A Lee et al. (2015) se encontraron 3 filos — o troncos — predominantes en
la microbiota de los neonatos: Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria. La Actinobacteria fue el filo
predominante con un promedio de 70.55% del total de lecturas. Estos resultados parecen tener similitud con
el analisis realizado por Cong et al. (2016) en infantes prematuros, el cual arrojé secuencias pertenecientes a
5 filos, 11 clases, 42 familias y 64 géneros. El filo Proteobacteria fue el mas abundante, sumando el 54.3% del
total de lecturas, seguido por el filo Firmicute con 39.2%, Bacteroides con 3.9%, Actinobacteria con 2.4%
y Fusobacteria con un 0.2%, un filo que, hasta el momento, no se habia detectado en estudios realizados en
infantes a término.

Palmer, Bik, DiGiulio, Relman & Brown (2007) también coinciden en este aspecto, pues en su estudio
destacan las Proteobacterias, Bacteroides, Firmicutes, Actinobacterias y Verrumicrobia como las colonias
predominantes en la microbiota colénica.

La colonizaciéon con lactobacilos y bifidobacterias en el intestino inhibe el crecimiento de microorganismos
patdgenos, tales como Staphyococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Yersina enterocolitica, y Clostridium
perfringens. (Sang A Lee et al., 2015)

Dentro de los infantes lactados exclusivamente con leche materna, Sang A Lee et al. (2015) exponen a la
familia Bifidobacteriaceae como la mas predominante, abarcando el 70.12% de sus muestras, comparado
con el 36.61% encontrado en los bebes lactados con formula, los cuales tuvieron una proporcion de
Enterobacteriaceae mayor que los amamantados, con un 12.64% y 3.17% respectivamente, resultado que
casualmente coincide con el realizado por Cong et al. en 2016 donde encontraron que los infantes pretérmino
lactados con leche donada y/o féormula presentaron una microbiota menos compleja en las primeras muestras,
dominada por Enterobacteriales durante los primeros 30 dias de vida. En este caso, el incremento de la
diversidad microbial intestinal fue lento conforme pasaba el tiempo. La familia Actinomycetaceae fue la
segunda mas predominante en el grupo con LME con un 3.73%. (Sang A Lee et al., 2015) Esto coincide
con el resultado obtenido por Stearns et al. (2017) quienes encontraron una mayor abundancia del genero
Bifidobacterium en los bebes lactados con leche materna, pues las madres asiaticas del sur se encontraban
amamantando durante el periodo de desarrollo del estudio, encontrandose de igual forma otros géneros
como Lactococcus, Streptococcus y Enterococcus.

El tnico estudio que difiere de estos resultados fue el realizado por Cong et al. (2017), pues en este, destacé la
baja concentracion de Bifidobacterias en el grupo de infantes pretérmino lactado exclusivamente con leche
materna, pero esto reafirma lo mencionado anteriormente: que la composicién de la leche depende mucho
de la edad gestacional al momento del parto, pues en niflos a término, estas bacterias son el principal grupo
encontrado. Esto también se puede deber a que la leche materna de las madres que dieron a luz a infantes
pretérmino tiene una mayor cantidad de proteinas, grasas, carbohidratos y componentes inmunolégicos,
pero una menor diversidad de oligosacaridos, componente clave para el crecimiento de bifidobacterias.
La carencia de los oligosacaridos puede ser la razén de que microorganismos patdégenos como E. coli,
Helicobacter jejuni, Shigella, V. cholerae y especies de Salmonella se adhieran en la superficie epitelial
intestinal de los neonatos. Este riesgo aumenta si no se implementa la alimentacién con leche propia de la
madre, pues como se menciona anteriormente, las bifidobacterias y los lactobacilos inhiben el crecimiento de
estos microorganismos patoégenos. (Sang A Lee et al., 2015)

Sang A Lee et al. (2015) destaca la presencia de Staphylococcus epidermis en la microbiota de los lactantes
amamantados, sugiriendo que su presencia se asocia al contacto con la piel de la madre durante el
amamantamiento. Esta hipotesis podria confirmarse con el resultado obtenido por Pannaraj et al. (2017)
pues en su estudio menciona la presencia de Firmicutes (Staphylococcaceae y Streptococcaceae) como
filo dominante en la piel areolar de las madres. De este filo, Sang A Lee et al. (2015) muestra la presencia
consistente de la familia Streptococcaceae con un 17.31% y Lactobacillaceae con un 8.02% en los infantes
amamantados. En los infantes lactados con férmula, en cambio, destacan las familias Streptococcaceae
(28.86%), Veillonellaceae (6.12%), Enterococcaceae (4.96%), Lactobacillaceae (2.56%) y Coprobacillus
(1.94%). Azad et al. (2013) identifican 2 familias bacterianas pertenecientes al filo Firmicutes y que estaban
significativamente sobrerrepresentadas en los lactantes que no recibian leche materna: Peptostreptococcaceae
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y Verrucomicrobiaceae. La familia Peptostreptococcaceae incluye C. difficile, un patégeno asociado con la
enfermedad entérica y atopica. Este patogeno es mas cominmente detectado en los nifios formulados que en
los lactantes amamantados.

Un estudio realizado en 2005 (Ley, Backhed, Turnbaugh, Lozupone, Knight & Gordon) menciona que la
presencia del filo Firmicute en cantidades abundantes en la microbiota intestinal, se encuentra relacionado
con el desarrollo de obesidad. La lactancia materna continua como la fuente primaria de ingesta de leche
después de la introduccién de sélidos, parecié suprimir los aumentos en multiples familias dentro del filo
Firmicutes. (Pannaraj et al., 2017)

Un dato importante fue el encontrado por Martin et al. (2016); en su estudio detectaron una mayor cantidad
de Bifidobacterium, Lactobacillus y Enterococcus en el meconio de infantes nacidos por cesarea, lo cual
sugiere que la colonizacién de ciertas bacterias podria iniciar antes del nacimiento, lo cual deja abierta la
interrogante sobre si el feto es realmente estéril.

Pannaj et al. (2017) expone en su estudio que las bacterias de la leche materna influencian el establecimiento
y desarrollo de la microbiota de los bebes con un impacto continuo. Asi mismo, menciona que el cese de la
lactancia materna, mas que la introducciéon de alimentos sélidos es el mayor factor que influye en el desarrollo
de la microbiota adulta. Esta idea concuerda con la establecida en el estudio realizado por Koenig et al. en
2011 que resalta el “destete” como el siguiente paso para la maduracién de la microbiota intestinal de los
infantes.

Es importante mencionar los resultados obtenidos por Azad et al. en su estudio realizado en 2015, donde
muestran que, a los 3 meses de edad, los bebes que fueron expuestos a una profilaxis con antibidticos antes del
parto presentaron una deficiencia de Bacteroidetes, pero se encontr6 mayor abundancia de Enterococcus y
Firmicutes. Lo mas destacado de este estudio es que, alos 3 y 12 meses de edad, y con la ayuda de la lactancia
materna exclusiva (minimo por 3 meses) cambio la composicion de la microbiota intestinal, enriqueciéndose
la poblacion de Proteobacteria y Actinobacteria. Estos cambios no se observaron en infantes de 12 meses que
no fueron amamantados.

El estudio realizado por Sang A Lee et al. (2015) fue el tnico de los estudios revisados que contrasto los
probidticos entre los dos grupos de infantes (lactados con leche materna y lactados con férmula). En su
comparacion realizada de probidticos entre ambos grupos, se demostréd que los probidticos en las muestras de
los lactados con leche materna fueron mas abundantes que en las muestras de los lactados con formula, con
un 93.8% y un 65.6% respectivamente. La proporciéon de B. longum fue mas alta en los lactados con leche
materna, con un 70.0%, que en los lactados con formula, con un 34.2%, y la proporcién de L. gasseri fue
también mas alta en los lactados con leche materna con un 7.9%. Por otro lado, la proporciéon de S. salivarius
de los lactados con formula fue mayor que en los lactados con leche materna, con un porcentaje de 27.2%.

INTRODUCCION

Durante la estancia del 19° Verano de la Ciencia, se realiz6é una revision bibliografica tomando en cuenta
35 articulos de fechas recientes, de los cuales 8 fueron ensayos y 27 fueron articulos de investigacién. De esta
cantidad, se descartaron 15 articulos, pues, a pesar de tener un enfoque en la microbiota intestinal de los
infantes, no guardaban relacién alguna con la lactancia materna exclusiva y no exclusiva, por lo tanto, no
cumplian con los requerimientos de seleccion.

En los 12 estudios restantes utilizados para realizar la comparacién, uno abarca multiples factores (entorno,
dieta, uso de antibioticos, cultura), 2 de ellos hacen comparacién de acuerdo a la etnia o raza, uno aborda el
tema de la profilaxis con antibiéticos intrapartum y como la lactancia materna minimiza sus efectos sobre la
microbiota intestinal de los neonatos en comparacién con la formula, y 2 son estudios realizados en infantes
pretérmino y de los cuales, uno considera el género como variable.

Como parte de las actividades de esta estancia, se estuvo trabajando en una base de datos de mujeres
embarazadas atendidas en el Centro Integral de Maternidad (CIM) del Hospital Universitario de Saltillo,
las cuales se consideraran como posibles sujetos de estudio para el desarrollo del protocolo de investigacion,
considerado ambicioso por algunos investigadores, el cual se pretende realizar en un futuro cercano y tiene
como proposito el describir la microbiota intestinal de los neonatos bajo distintos regimenes alimenticios al
nacimiento, a los 30 dias de vida y al ano de edad. De este modo, serd posible destacar la importancia de la
lactancia materna en la proteccion y buen desarrollo de la salud de los nifios.

CONCLUSION

Con esta revision de la literatura queda un poco mas claro cudl es el rol de este “6rgano” tan complejo
denominado microbiota intestinal en la salud del ser humano y, a pesar de las numerosas similitudes
encontradas, debemos tener en cuenta que la microbiota intestinal es variable de individuo a individuo.
(Palmer et al., 2007) Esto deja una interrogante que muchos estudios se han esforzado en responder: ;Hasta
que grado una microbiota es normal?



Este tema es relativamente nuevo y ha propiciado el resurgimiento de la LME en los paises desarrollados y en
desarrollo, destacando aqui las fallas del personal de salud que se encuentra en constante contacto con madre-
hijo. La practica diaria demuestra que el fracaso de la lactancia materna es responsabilidad del personal de
salud, puesto que debe ser este el que se encuentre correctamente capacitado en técnica y conocimientos para
poder ayudar ala madre a realizar una lactancia materna informada y eficaz. También es responsabilidad de
las instituciones de salud implementar programas como el Apego Inmediato y los Bancos de Leche, asi como
vigilar que se cumplan los lineamientos internacionales que apoyan la LME.

Desde un punto de vista personal, la promocién de la lactancia materna debe hacerse desde el ambito de la
atencion primaria y se debe realizar en dos etapas: 1) prenatalmente: clases de preparacion al parto, visitas
prenatales, y 2) posnatalmente: fomento del apego a la LME, realizado principalmente por el personal de
enfermeria y de pediatria, informando a la madre sobre los beneficios de la misma.

Enfermeria es quien se encuentra en un contacto directo y constante con las madres, por lo tanto, conllevan
una gran responsabilidad en el fomento de la LME, asi como en la deteccion de necesidades y la aplicacion
del proceso enfermero para la resolucion eficaz de las mismas.
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RESUMEN

El presente reporte habla sobre los resultados de la prueba piloto relacionada con el estado nutricional y
su asociacién con factores sociales, depresion, imagen corporal, estilo de vida, actividad fisica y calidad
del sueno del adulto mayor de la comarca lagunera de Coahuila y Durango, en un grupo poblacional de
diferentes clases sociales, se aplicaron diferentes pruebas para analizar la percepcién que tiene el adulto
mayor de si mismo, la capacidad que tiene para sentir satisfacciéon en su vida actual, asi como la actividad
fisica y la calidad en su alimentacion. De igual manera se evalta la capacidad de verla realidad, segtn sus
patologias y su estado de animo ante lo vivido.

ABSTRACT

The present report discusses the results of the pilot test related to nutritional status and its association with
social factors, depression, body image, lifestyle, physical activity and sleep quality of the older adult of the
Coahuila and Durango Lagunera region, In a population group of different social classes, different tests were
applied to analyze the elderly's perception of himself, his ability to feel satisfaction in his current life, as well
as physical activity and quality in his diet. Likewise the ability to see reality is evaluated, according to their
pathologies and their state of mind before the lived.

INTRODUCCION

La leche humana es una mezcla compleja de grasa, proteinas, enzimas, citocinas, anticuerpos y nutrientes
A nivel mundial se vive una realidad ineludible y es que la composicion poblacional se esta modificando
aceleradamente; expresado de manera sintetizada se observa como cada vez la poblacion infantil disminuye
y la poblacién de adultos mayores crece creando lo que se ha denominado “la transiciéon demografica” misma
que plantea retos a los cuales los paises y sus gobiernos tendran que enfrentarlos con acciones muy especificas.
Los adultos mayores representan pues un desafio a las politicas publicas de salud siendo un problema a
abordar con mucha seriedad el estado nutricional.

Uno de los problemas més graves que se enfrenta en el pais es la obesidad de la poblacién lo cual incrementa
la problematica de salud acentuando las enfermedades crénico degenerativas; en 2006 se reporté que en
adultos de 20 afos o mayores la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 69.7%, lo que ubicé a México
como uno de los paises con mayor prevalencia en la region de América y a nivel global. En esta investigacion
realizada muestra que si bien es cierto la obesidad es considerada como una epidemia mundial; en México
hay regiones donde el problema es mas evidente la regioén norte del pais tanto en hombres como en mujeres
es donde se observan los valores mas altos de IMC y circunferencia de cintura en comparacion con las demas
regiones del pais. (Vaquera S, 2013)

En esta prueba piloto en 24 adultos mayores se pretende describir algunos elementos que se encuentran
alrededor del estado nutricional del adulto mayor como el estilo de vida, la depresion y planteando evidencia
el Indice de Masa Corporal (IMC).

MARCO TEORICO

El estado de Coahuila se localiza en el noreste de México y comparte una frontera de 512 kilometros con
Texas. Tiene 38 municipios. Su capital es Saltillo. Se limita en el norte por Texas, (EE.UU.), en el este por
Nuevo Leon, en el sur por San Luis Potosi y Zacatecas, en el oeste por Durango y Chihuahua. (Avila Curiel
AL, 2005)

Actualmente, la poblacién del estado de Coahuila representa 2.4% de la nacional, con 2.75 millones de
habitantes (Coahuila, 2015) asi mismo en y de acuerdo con las cifras que proporciona el apartado de salud
en el estado tiene un poco mas de 234 mil personas adultos mayores que equivale al 8.6 % de la poblacion
total del estado. Se estima que para el afio 2030 el 17.5% de la poblacién tendra 60 anos o mas y que para el
2050 aumentara a un 28%, es decir, se tendra una poblacién con un mayor grado de envejecimiento y una
consecuente disminuciéon en sus capacidades (Salud, 2011). Ante el aumento previsto en la esperanza de vida,
el envejecimiento y la disminucién paulatina de capacidades que ello implica, se convierte en un problema
social de magnitud cada vez mayor.
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Uno de los problemas mas graves que se enfrenta en el pais es la obesidad de la poblacién lo cual incrementa
la problematica de salud acentuando las enfermedades crénico degenerativas; en 2006 se reporté que en
adultos de 20 afos o mayores la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 69.7%, lo que ubicé a México
como uno de los paises con mayor prevalencia en la region de América y a nivel global. En esta investigacion
realizada muestra que si bien es cierto la obesidad es considerada como una epidemia mundial; en México
hay regiones donde el problema es mas evidente la regioén norte del pais tanto en hombres como en mujeres
es donde se observan los valores mas altos de IMC y circunferencia de cintura en comparaciéon con las demas
regiones del pais. (Vaquera S, 2013)

De acuerdo a lo que publica ENSANUT 2012 en el Estado la tendencia en la prevalencia de sobrepeso y
obesidad en los tltimos seis aflos se observa un incremento de 17.9% en la prevalencia de obesidad en el caso
de los hombres y un incremento de 11.8% en el caso de las mujeres en adulto mayores de 20 anos comparado
con la edicion de 2006. Dejando manifiesto que en Coahuila el sobrepeso y la obesidad fueron un problema
de salud publica que afect6 a 7 de cada 10 hombres y mujeres mayores de 20 anos. (Pablica, 2013)

La depresion en el adulto mayor es muy frecuente, en publicaciones recientes se detalla que en el adulto mayor
en promedio el 10% sufre depresion siendo esta asociada a factores de riesgo como fragilidad, deterioro
cognitivo entre otros. (OMS 2015)

Laimagen que cada individuo tiene apariencia fisica es muy subjetiva y en muchos casos difiere de lo que los
demas observan con claridad, en ese proceso de autopercepcion intervienen diferentes factores en ocasiones
asociados al estado depresivo que a su vez depende del estado nutricional. (Marrodan 2007)

Pregunta de investigacion

¢Cual es el grado de asociacién entre el estado nutricional del Adulto Mayor, la autopercepcion de la imagen
corporal, la depresion y la calidad del sueno y las variables sociodemograficas?.

Objetivo general:

Determinar el grado de asociaciéon entre el estado nutricional del adulto mayor la autopercepcion de la
imagen corporal, la depresion y la calidad del suefio y las variables sociodemograficas?.

METODOS Y MATERIALES.

La presente investigacion corresponde a un estudio de tipo cuantitativo, descriptivo, de corte transversal.
Muestra:

La muestra de estara conformada por 150 adultos mayores de la comarca lagunera de Coahuila y Durango,
0 a quienes previa firma del consentimiento informado, se aplicara los instrumentos. El tipo de muestreo que
se utilizara sera No probabilistico por conveniencia.

Criterios de inclusion:

Para hacer parte de la poblacién objeto de estudio de esta investigacion, seran tenidos en cuenta los siguientes
requisitos indispensables:

*Ser mayor de 60 anos de edad.

*Ambos sexos

*Que acepten participar en el estudio

Criterios de exclusion:
*Quien decida abandonar el estudio.
*Que no firmen el consentimiento informado.

RESULTADOS

Se realiz6 un estudio descriptivo observacional con 24 participantes de los cuales 9 eran del sexo masculino
alo que equivale a un 37.5 % y 15 del sexo femenino obteniendo un 62.15 %.

Respecto al estado civil, 11 son casados lo cual representa un 45.8 %, 6 de ellos son viudos con un 25%, 4
divorciados es el equivalente al 16.7%, 2 participantes con un estatus de separados con un 8.3% vy 1 soltero
el cual ocupa el 4.2%.

En cuestion de los hijos, los datos que se obtuvieron fue que en promedio los participantes tuvieron 3 hijos,
obteniendo un resultado de 3.29% de promedio.

El rango de edad oscila entre los 60 y 88 afios, con una mediana de 71 afios.

El promedio del peso corporal, es un rango entre 50 y 90 kg, el promedio del peso es de 69 kg en relacion a
su talla que es 1.48 y 1.8, siendo el 1.63 el promedio de esta.

Con respecto al Indice de Masa Corporal se encuentra entre 17 y 37, con una mediana de 26.

E175 % de los entrevistados profesan la religion catélica, el 12.5% la religion Cristiana y el 12.55 ninguna.
El estado emocional 14 de los participantes se encuentra en un estado normal con un 41.7% y 10 entrevistados
con depresion lo que abarca un 41.7 %, de acuerdo al instrumento aplicado y tomando en cuenta los criterios



de Yesavage.

Se realizé una correlacién entre el estado civil y la depresién, a lo cual no se obtuvo una significante
estadistica.

En relacion con el sexo y la depresion no se encontraron relacion estadistica alguna.

En base a los resultados obtenidos en la prueba Fantastic, que es el instrumento que mide el estilo de vida,
se encontro6 que el 20% de la poblacional estudiada, se encuentra en Zona de Peligro y el 18% en Zona de
Riesgo, y solo el 4% en Adecuado.

CONCLUSIONES.

Al realizar la prueba piloto enfocada en el estado nutricional del paciente, después de la aplicacion de las
pruebas y la medicién de los participantes, uno de los resultados tiene enfoque en el IMC.

De un total de 24 participantes, se obtuvo como resultado que 8 de ellos se encuentran dentro de su peso
normal, en un rango de 17 a 25 puntos de IMC. 13 de los participantes se encuentran con sobrepeso, en un
rango de 25.46 a 29.04 puntos de IMC. 2 de los participantes se encuentran en obesidad tipo I, en un rango
de 31 a 34 puntos de IMC. 1 de los participantes se encuentra en obesidad tipo II, en un rango de 36 puntos
de IMC.

Podemos concluir que el mayor porcentaje de participantes se encuentran fuera de su peso y su estado
nutricional no fue el correcto a lo largo de su vida o a causa de alguna enfermedad, que en la actualidad se

ve reflejado.
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EFECTO DEL ACEITE DE KRILL SOBRE LA CONDUCTA
ALIMENTICIA DE RATAS MACHO ADULTAS SOMETIDAS A
RESTRICCION DE CRECIMIENTO DURANTE SU DESARROLLO
INTRAUTERINO

Ureiio Segura Magali Irais. Flores Mancilla Leopoldo Eduardo

RESUMEN

La obesidad es un problema que puede originarse por deficiencias nutricionales durante la vida intrauterina,
provocar nacimientos prematuros y modificar en la vida adulta la conducta alimenticia (CA) . Poco se
conoce de tratamientos como el aceite de krill que pudieran contrarrestar alteraciones de la CA en ratas
que padecieron restricciéon de crecimiento intrauterino (RIU). Tres grupos (N=5 X grupo) de ratas adultas
con RIU, el grupo Krill suplementado diariamente con 300 mg/kg de peso de aceite de Krill, el grupo
Palma con 300 mg/kg de peso de aceite de Palma y el grupo Control con 300 ul de vehiculo, a cada animal
se implantan electrodos en el ntcleo Arcuato del hipotdlamo y 24 hs 30 min después de privacién de
alimento son evaluadas conductual vy electroencefalograficamente.

ABSTRACT

Obesity could be origin by intrauterine deficiencies, early delivery and altered alimentary induced behavior
(AB) in adulthood, little know of preventive treatments they could be counteract abnormal AB in adults rats
that they suffered intrauterine growth restriction (RIU), groups (N =5 X group) of adult rats with RIU,
the Krill group supplemented daily with 300 mg / kg of Krill oil, Palm group supplemented with 300 mg
/ kg of palm oil and Control group supplemented with 300 ul of vehicle, they were implanted electrodes in
the nucleus Arcuatus of the hypothalamus, 24 hs 30 min after food restriction were evaluated on AB and
electroencephalographic activity.

INTRODUCCION

El analisis conceptual de la obesidad puede ser tan diverso dependiendo del enfoque con que se aborde. Su
definicion varia desde el concepto mas claro y simple (alteraciéon de la composicién corporal caracterizada
por un exceso de grasa), hastala mas compleja como el “desequilibrio entre el aporte y el gasto energético que
es producido por una serie de alteraciones genéticas, bioquimicas, dietéticas y conductuales” (Hernandez,
2004). En la actualidad la prevalencia de sobrepeso y obesidad en México es aproximadamente del 71.4% con
sobrepeso 38.8% y obesidad un 32.4%.(Barquera et. al., 2016).

Retomando el concepto de obesidad, en cuanto a las alteraciones genéticas en la década pasada se ha
reportado la existencia de més de 600 genes y regiones cromosémicas implicadas en la obesidad (Gonzalez,
2011). En donde mutaciones de MC4R (Receptor de melanocortina 4) representan aproximadamente el 6%
de obesidad severa (Simpson, Martin & Bloom, 2009), mientras que los factores nutricionales conllevan a
alteraciones bioquimicas. Se sabe que los acidos grasos omega-3 pueden ser obtenidos de diversas fuentes y
deben ser agregados a la dieta diaria. El consumo de peces marinos y mariscos en general siempre ha sido
recomendado por varias autoridades médicas como una intervencion nutricional a largo plazo para preservar
la salud y prevenir enfermedades. La mayor parte de los beneficios proporcionados por el consumo de
pescados y mariscos proviene de la absorcion adecuada de 4cidos grasos poliinsaturados omega-3 y omega-6,
y antioxidantes (Barros, Poppe, & Bondan, 2014; Tur et al, 2012). El krill es una rica fuente de proteina de
alta calidad que contiene todos los aminoacidos esenciales, con la ventaja sobre otras proteinas animales de
ser baja en grasa y una rica fuente de eicosapentanoico (EPA) y 4dcido docosahexanoico (DHA). Los niveles
de antioxidantes en el krill son mas altos que en los peces, lo que sugiere beneficios contra el dafio oxidativo.
Una hipotesis reciente concerniente no sélo a la obesidad, sino a muchos aspectos de salud en la etapa adulta,
es que la susceptibilidad a enfermedades puede ser programada desde la vida fetal, se cree que la carencia
alimenticia desde esta etapa tiene repercusiones cuando el sujeto crece, haciendo una programacion cerebral
creando asi una predisposicion a la obesidad, por esto se les puso a los animales en un proceso de restriccion
de crecimiento intrauterino (RCIU) antes de ser estudiados. El método de ligadura bilateral uterina fue
descrito por primera vez por Wigglesworth, este modelo utiliz6 ratas a las que se les hizo una o mas ligaduras
(en el dia 17mo. de gestacion) colocadas alrededor de los vasos uterinos cerca del extremo inferior del cuerno,
asegurando con esto que el tnico suministro de sangre al cuerno es el derivado de la arteria ovarica. La
reduccion de peso puede ser tanto como 60%, generando asi que los fetos tengan deficiencia de nutrientes
durante y al finalizar el tiempo de gestacion.

Se han considerado dos aspectos de importancia que anteceden ala obesidad y que suelen también presentarse
desde la etapa fetal: el apetito y la saciedad, son mecanismos importantes de inicio temprano cuyo origen
se encuentra en algunas estructuras neurales como el hipotdlamo que interviene fundamentalmente en la
regulacion de la energia proveniente de los nutrientes (Palou et al., 2004). En el cerebro, el hipotdlamo es una
estructura en la que converge la integraciéon de multiples sefiales. El ntcleo arqueado (Arcuatus), situado en
el hipotdlamo mediobasal (MBH), integra la regulacién de las sefiales hormonales (tales como la insulina, la
leptina, y la grelina) y combustibles metabdlicos (tales como la glucosa y los lipidos) para modular la ingesta de



alimentos y equilibrio de energia. La alteracion de la regulacién de neuronas del nticleo Arcuatus (ARC) , no
s6lo conduce a la obesidad, sino también altera la homeostasis de glucosa normal, aunque los mecanismos que
subyacen a la disfuncién neuronal atin no estan claramente resueltas (Yang & Hotamisligil, 2008). Existiendo
asi una regulacién a corto plazo (dada por sefiales mecanicas como la distencién gastrica producida por la
entrada de alimento y sefiales quimicas generadas por osmosensores y quimiorreceptores situados en el tracto
gastrointestinal que responden a los productos de la digestion, asi como la glucemia) y a largo plazo (dada
por hormonas como la leptina, la insulina y la grelina, cuyo efecto esta influenciado de manera substancial
por las grasas ya sea saturadas o polinsaturadas como los acidos grasos de cadena larga llamados omega
-3, como el acido docosahexanoico (DHA) y el 4cido eicosapentanoico (EPA). (Hernandez & Sanchez,
2010). Los beneficios para la salud asociados con el consumo de omega-3 se explica por su capacidad para
reducir triglicéridos en plasma, reducir la agregacion plaquetaria y la presion arterial, y reducir el proceso de
inflamacién (Ramsvik et al., 2015). Los productos marinos como los aceites de pescado y de krill, son altos
en contenido de omega.3, particularmente DHA y EPA, sin embargo el aceite de krill ofrece mas ventajas
que el aceite de pescado ya que tiene una molecula natural llamada axtaxantina que es un carotenoide
con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Los omega-3 han sido valorados especificamente en
modelos de obesidad, por ejemplo, en ratones alimentados con dietas ricas en 4dcidos grasos insaturados se
encontré una reduccion en la expresion hipotaldmica de marcadores de inflamacion, en particular pIkB-a,
pJNK, TNF-a, SOCS3 e iNOS, mientras que aument6 la expresion de la citocina antiinflamatoria, IL-10;
asimismo se redujo la expresion de proteinas apoptéticas, mientras que aumento la expresion hipotalamica
de la proteina anti-apoptotica Bcl-2. Estos efectos fueron acompanados por reducciones en las expresiones de
ARNm de neuropeptido Y (NPY) y melacortina (MCH) por el aumento de POMC (inhibidor de la ingesta
al expresarse la proopiomelanocortina) y CART (transcrito regulado por anfetamina y cocaina ). (Cintra et
al, 2012).

La lesién en estructuras que procesan los mecanismos de POMC y CART como el nacleo ventromedial,
area clave en la ingesta para alimentos solidos y liquidos produce hiperfagia y obesidad por predomino
del centro del hambre y bajo el efecto de neuromoduladores orexigenos (NPY, noradrenalina, galanina,
GABA, opiaceos, etc.) induce un aumento de la ingesta, en contraste con la accién de anorexigenos como la
colecistoquinina 5-hidroxitriptamina, etc. que producen disminuciéon de la ingesta (Sorli, 2008; Gonzalez,
Ambrosio & Sanchez, 2006), particularmente el nacleo arcuato (ARC), clave en la regulacion del apetito,
contiene dos circuitos neuronales, POMC y CART, y el circuito orexigénico al expresarse el NPY y AGRP.
En lesiones del ARC da lugar a la obesidad e hiperfagia (Sorli, 2008; Simpson, Martin y Bloom, 2009). Sin
embargo, poco se conoce de la actividad eléctrica cerebral en las estructuras cerebrales antes mencionadas
durante el proceso de saciedad alimenticia y particularmente bajo el esquema de retraso de crecimiento
intrauterino. Por lo tanto el presente estudio tiene como objetivo determinar el efecto de la suplementacion a
largo plazo del AK sobre la conducta de saciedad y actividad eléctrica (EEG) del nicleo ARC en ratas adultas
que padecieron restriccion de nutrientes durante la vida fetal.

MATERIALES Y METODOS.

Animales y dieta.- Se utilizaron 15 ratas Wistar adultas (400-500 gr) provenientes de grupos de madres
a las que se les suplemento desde la pubertad , crecimiento, apareamiento y lactancia con aceite de palma ,
otro grupo con aceite de krill y otro con vehiculo, a todas las madres se les sometio a retraso de crecimiento
intrauterino mediante ligadura parcial de la arteria uterina media, posterior al destete los animales
continuaron los tratamientos que se habian administrado a sus respectivas madres.

Grupo Krill: 5 ratas adultas las cuales se alojaron en jaulas de policarbonato (50 x 30 x 10 cm) con alimentacién
ad libitum con una dieta comercial (Chow-5001 Ralton-Purina®, USA) y suplementadas diariamente con
300 mg/kg por via intragastrica (i.g.) de aceite de Krill (Omega krill/Neptune, CaN.)

Grupo Palma: 5 ratas adultas las cuales se alojaron en jaulas de policarbonato (50 x 30 x 10 cm) con
alimentacién ad libitum con una dieta comercial (Chow-5001 Ralton-Purina®, USA) y suplementadas
diariamente con 300 mg/kg por via intragastrica (i.g.) de aceite de Palma (SpectrumChem. MFG Corp, ®
USA).

Grupo Control: 5 ratas adultas las cuales se alojaron en jaulas de policarbonato (50 x 30 x 10 cm) con
alimentacion ad libitum con una dieta comercial (Chow-5001 Ralton-Purina®, USA) y suplementadas
diariamente con 300 mg/kg por via intragastrica (i.g.) de agua.

Anestesia .- A cada uno de los animales se le indujo un periodo de anestesia mediante Pentobarbailtal
Sodico (36mg/kg) viai.p.

Una vez el animal anestesiado se procedioé a colocar a la rata sobre el estereotaxico (KOF, instruments,
USA), una vez fija la rata se procedi6 a hacer una incisién sobre la superficie dorsal de la cabeza, hasta el
craneo, se procede a limpiar perfectamente la zona para ubicar el punto medio, la linea Lambda y Bregma
y poder asi ubicar las coordenadas de la implantaciéon. Para implantar en nicleo ARC, las coordenadas
-3.6 anteroposterior, +3.4 tooth bar, -10 profundidad y -0.5 lateral. Una vez introducidos los electrodos,
se procede a poner tornillos de tierra y de referencia, para asi soldar ambos electrodos y los tornillos en un
conector que se fija a la superficie del craneo mediante acrilico dental.
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Procedimiento de registro del electroencefalograma.- Las ratas se pusieron a restriccién de alimento durante
23 hrs y media, después se procedié a registrarlas durante 5 min basales, 30 minutos con acceso a alimento y
después 15min en estado post-ingesta de alimento. Se registré el tiempo de consumo de alimento, el nimero
de eventos de contacto e ingestion de alimento.

RESULTADOS

Se evalu6 por el analisis de varianza (ANOVA) para los resultados del alimento consumido correspondiente
a los grupos, se encontré que el grupo Krill registré6 mayor consumo de este con una media de 26.056 gr por
dia y una desviaciéon estandar de 37.363, mientras que el grupo palma cuenta con una media de 24.565gr
consumidos al dia, el grupo control arroj6 una media de 23.574gr y una desviacion estandar de 3.583 (Fig.1)

Alimento consumido

Figura 1.- Alimento consumido de las
ratas sometidas a RIU.

control palma krill

Respecto al peso corporal de las ratas, el grupo palma tiene una media de 552.233gr con una desviacién
estandar de 66.808, mientras que el grupo krill cuenta con una media de 520.333gr con una desviaciéon
estandar de 37.363 y el grupo control cuenta con una media de 512.33gr y una desviacién estandar de 41.494
(Fig. 2)
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En cuanto al consumo posterior a restriccion de alimento se encontré que el grupo krilll consumié 6 gr, el
grupo palma consumié en promedio 5.5gr y el grupo control 5 gr durante el tiempo de registro.

DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la suplementacion crénica de aceite de Krill sobre
el peso y consumo de alimento en ratas sometidas a restriccion de crecimiento en la vida intrauterina. Los
resultados mostraron que el tratamiento crénico con aceite de Krill (un producto marino con alto contenido
de 4cidos grasos poliinsaturados del tipo w-3 y astaxantina) se asocié en las ratas con RIU a un mayor
consumo de alimento en comparacion a las que fueron suplementadas con grasas saturadas (aceite de palma) y
un grupo control. Por lo que respecta al peso corporal las ratas que fueron que recibieron suplementacién con
aceite de palma tuvieron un mayor peso corporal que el grupo control y el grupo krill, esto apesar de que este



altimo grupo consumié mas alimento. Abordando el tema del consumo de alimento durante los registros es
necesario continuar con estos para poder elaborar una estadistica, también se obtuvo el electroencefalograma
el cual posteriormente se analizara para ver su actividad eléctrica durante la alimentacion.

CONCLUSION

Con los datos obtenidos hasta el momento podemos decir que el grupo que se le daba aceite de krill, consumia
mas alimento, sin embargo el grupo alimentado con grasas saturadas como el aceite de palma tiene un mayor
peso corporal, esto puede ser posiblemente al metabolismo que tiene cada grupo de grasas, generando mayor
acumulacion de grasa el aceite de palma. En cuanto a la saciedad, puede ser que el aceite de krill como ya
se ha demostrado en algunas otras investigaciones, atenué¢ el dafio causado en el hipotalamo durante la
restriccién de crecimiento intrauterino, y por lo tanto no se vea reflejado en el consumo de la comida, sin
embargo es importante evaluar la actividad eléctrica del NA.
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ANTECEDENTES FAMILIARES DE DISTINTOS TIPOS DE CANCER
Y EL RIESGO DE CANCER DE MAMA

Ilse Maria Castro Loredo 1 y Carolina Ortega Olvera 2

RESUMEN

Los antecedentes familiares de cancer se han descrito como factor de riesgo para la apariciéon de cancer de
mama. El objetivo del presente trabajo es identificar los antecedentes familiares de distintos tipos de cancer
en mujeres mexicanas en un estudio de casos y controles poblacionales, con 1000 casos incidentes de cancer
de mama y 1074 controles poblacionales. Se calcularon estadisticas descriptivas, para casosy controles tanto
en las mujeres pre- como en las postmenopdusicas. Se estimaron las prevalencias de antecedentes familiares
de cancer en la poblacién de estudio. En mujeres premenopausicas, el antecedente de familiares en primer
grado con cancer fue de 20% en los casos y 16% en los controles. En las mujeres postmenopausicas, los casos
presentaron una prevalencia de 37.8% vy los controles fue de 23.1%. Por lo que es importante indagar sobre
los distintos tipos de cancer y no solamente cancer de mama al realizar historias clinicas.

ABSTRACT

Family history of cancer has been described as a risk factor for the onset of cancer. The objective of the present
study is to identify the family history of different types of cancer in Mexican women. A population case-control
study was conducted in Mexico. One thousand incident cases and 1074 matched control were included. The
prevalence of a family history of cancer in the study population was estimated. In premenopausal women, the
history of first-degree relatives with cancer was 20% in the cases and 16% in the controls. In postmenopausal
women, the cases presented a prevalence of 37.8% and controls were 23.1%. We must investigate the different
types of cancer when asses clinical evaluations.

Palabras Clave: Cancer de mama, antecedentes familiares

INTRODUCCION

El cancer de mama es el cancer maés frecuente en las mujeres tanto en los paises desarrollados como en los
paises en desarrollo. La incidencia de cancer de mama esta aumentando en el mundo debido a la mayor
esperanza de vida, el aumento de la urbanizacién y la adopcién de modos de vida occidentales (OMS;
Weiderpass, Meo, & Vainio, 2011). Segun datos de GLOBOCAN 2012, la tasa de incidencia de cancer de
mama fue de 35.4 por 100 000 mujeres. En cuanto a la mortalidad en 2012, las tasas ajustadas para cancer
de prostata fueron de 11.3 por 100 000 hab y la de cancer de mama fue de 9.7 por 100 000 habitantes. Los
tipos de cancer que reportaron mayores tasas de mortalidad en México en 2012 fueron: cancer de mama,
prostata, cuello uterino, colorectal, pulmén, estomago, higado, ovario, leucemia y cuerpo uterino (Ferlay et
al., 2015).

Se han identificado diversos factores de riesgo para el desarrollo del cancer de mama vy se clasifican en
cuatro grandes grupos: 1) biologicos, 2) iatrogénicos o ambientales, 3) de historia reproductiva, y 4) de estilos
de vida (Norma Oficial Mexicana). Dentro de los bilégicos, la genética juega un papel importante en la
etiologia del cancer de mama. Se ha identificado mutaciones hereditarias en los genes BRCA1 o BRCA2,
que estan asociados con un mayor riesgo tanto de cancer de mamay cancer de ovario y se han asociado con
un mayor riesgo de los canceres de prostata y colorectal (Bethea et al., 2016). A su vez, se ha reportado que
tener un familiar de primer grado con cancer de mama duplica el riesgo de presentar cancer (Pharoah, Day,
Dufty, Easton, & Ponder, 1997). También se ha reportado que el antecedente familiar de cancer de prostata,
pulmén, ovario, colon o cancer colorectal y sistema digestivo, se han asociado con un mayor riesgo de cancer
de mama (Beebe-Dimmer et al., 2015; Bethea et al., 2016; Chen, Page, Chen, & Giovannucci, 2008; Foulkes
et al., 1996; Negri, Braga, La Vecchia, Franceschi, & Parazzini, 1997; Palmer, Boggs, Adams-Campbell, &
Rosenberg, 2009; Sellers et al., 1993; Sellers et al., 1994).

El objetivo del presente estudio es identificar los antecedentes familiares de distintos tipos de cancer en
mujeres mexicanas con cancer de mama que participaron en un estudio de casos y controles poblacionales.

METODOLOGIA

El presente estudio es derivado de un estudio de casos y controles poblacionales “Factores de riesgo de cancer
de mama en México: patrones mamograficos, péptido C y factores de crecimiento, un estudio multicéntrico”
(CAMA) Se incluyeron 1000 casos incidentes de mujeres de 35 a 69 afios de edad, de la Ciudad de México,
Veracruz y Monterrey, de 12 hospitales publicos (cinco del IMSS, dos del ISSSTE, y cinco de la Secretaria de
Salud). Los criterios de inclusiéon para los casos fueron: a) Diagnostico histopatolégico de cancer de mama; b)
No haber recibido tratamiento previo (radioterapia, quimioterapia o antiestrogénicos) en los tltimos 6 meses;
y ¢) Ausencia de embarazo. El grupo control (n=1074) fue pareado a los casos de acuerdo a quinquenio de
edad, afiliacion a institucién de salud y estado de residencia. Se realizaron entrevistas cara a cara en el hospital
para los casos y en los hogares para los controles con la finalidad de obtener informacién sociodemografica,
de salud reproductiva, patologias mamarias, y el antecedente familiar de cancer. Las tasas de respuesta



fueron de 94% para los casos y de 87% para los controles. Los detalles metodolégicos de dicho estudio se han
publicado previamente (Angeles-Llerenas et al., 2010).

Para construir la variable de antecedente familiar de cancer de mama, se utiliz6 la pregunta: ;A quién o
a quienes de sus familiares les ha dado céncer y de qué tipo? En las opciones de respuesta se incluyeron
los siguientes tipos de cancer: piel, pulmén, mama, colon, préstata, vejiga, huesos, cerebro, cuello uterino,
matriz, eséfago, rinén, leucemia, higado, linfoma / enfermedad hodking, melanoma, mielomamaltiple,
cavidad oral, labio o laringe, ovario, pancreas, estomago, testiculo, garganta, tiroides y otros. Para agrupar
las opciones de respuesta se utilizaron las tasas de mortalidad reportadas por GLOBOCAN en 2012 para
México (Ferlay et al., 2015) y se consideraron aquellos tipos de cancer en los cuales las prevalencia en la
poblaciéon de estudio fueron superiores al 5%. Finalmente los tipos de cancer se agruparon en: 1) Colon 2)
cuello uterino 3)estomago 4)leucemia 5) mama 6) matriz 7)préstata  8)pulmoén 9)ovario 10) cavidad oral ,
garganta, labio o laringe y eséfago 11) higado, pancreas, rinén, vejiga 12) piel, melanoma, en la categoria de
otros se incluy6é a mielomamdltiple, cerebro, huesos, linfoma, testiculo y tiroides, cuyas prevalencias fueron
muy bajas (<4%). Para obtener el total de miembros de la familia con antecedente de cancer de mama, se
sumaron a todos los familiares de primer grado (papa, mama, hermanos e hijos) que las mujeres reportaron
con cancer.

Se calcularon estadisticas descriptivas (medianas, rangos intercuartiles y proporciones) en las mujeres
estratificando por casos y controles tanto en las mujeres pre- como en las postmenopausicas. Para analizar las
diferencias entre casos y controles se utilizé la prueba de rangos de Wilcoxon para las variables continuas y
la Ji-cuadrada para las categdricas. El analisis se llevo a cabo utilizando el programa STATA v13 (StataCorp
College Station, Texas, USA). El estudio fue aprobado por los comités de Instituto Nacional de Salud Pablica
(nmero CI-349).

RESULTADOS Y DISCUSION

Respecto a  las caracteristicas de las mujeres que participaron en el estudio, se observd que, en las
mujeres premenopasucias, la edad fue similar entre los casos y los controles, sin embrago en las mujeres
posmenopausicas, los casos fueron un poco mayores que los controles (p=0.02). En cuanto a la institucién
de salud, en las mujeres premenopausicas, se observé que cerca de la mitad, tanto de los casos y los controles
fueron derechohabientes del IMSS y a la SS (p=0.86) mientras que en las mujeres posmenopausicas poco
mas de la mitad de los casos pertenecié al IMSS y en los controles, las mujeres pertenecieron en porcentajes
similares al IMSS y SSA (p=0.02). Respecto a la ciudad de residencia, se observo que tanto en las mujeres
pre- como en las postmenopausicas, mas de la mitad fueron residentes de la Ciudad de México y esta
diferencia sélo fue significativa en las mujeres postmenopausicas (p<0.01). Respecto al indice de bienes
en las mujeres premenopausicas no se encontrd diferencia estadisticamente significativa (p=0.36), en las
mujeres posmenopausicas, los casos reportaron en un porcentaje mayor, pertenecer al indice alto, mientras
que en los controles se encontré un porcentaje mayor en el indice bajo (p<0.01). En cuanto a la paridad se
encontroé que los controles, tanto de las mujeres pre- como postmenopausicas tuvieron mas hijos que los casos
(p=0.004 vs p<0.001). El antecedente de enfermedad benigna de la mama, tanto en mujeres pre- como en
postmenopausicas, los casos presentaron una prevalencia mayor que los controles, siendo estas diferencias
significativas para ambos grupos (p=0.01 vs p<0.01). Respecto al nimero de familiares con antecedentes de
cancer, se encontr6 que los controles en las mujeres premenopausicas reportaron en un 20% el antecedente de
un familiar con cancer en comparacién con los controles, donde este porcentaje fue de 16%, mientras que los
casos presentaron porcentajes mas altos de antecedentes de dos o mas familiares con cancer en comparacion
con los controles (p=0.27). Los casos en las mujeres postmenopausicas presentaron porcentajes mas elevados
de familiares con cancer (37.8%) en comparaciéon con los controles (23.1%) (p<0.001). (Tabla 1)

Respecto al tipo de cancer que presentaron los familiares de las mujeres que participaron en el estudio,
se encontr6 que las mujeres premenopausicas con un familiar con antecedente de algin tipo de cancer
reportaron principalmente cancer de mama (20.9% en casos y 22.5% en controles) seguido de cancer de
matriz (14.9% en casos y 22.5% en controles), mientras que en las posmenopausicas, los casos reportaron
principalmente cancer de mama (18.6%), seguido de prostata (10.3%) y pulmén ( 9.6%), en los controles el
principal fue estomago (14.5%), seguido por el de mama (12.9%) (p= 0.04). Respecto a las mujeres con 2
antecedentes familiares de cancer, se obtuvo que tanto en las mujeres pre y posmenopausicas reportaron una
mayor prevalencia de antecedentes de cancer de mama acompanado de otros tipos (cancer de estomago,
o pulmén o matriz o prostata), tanto en casos como en controles. En las mujeres premenopausicas con 3
antecedentes familiares de cancer, se encontr6é que predomina el cancer de mama (acompanado de cancer
de estbmago, colon, cuello uterino, higado y leucemia) tanto en casos como en controles. Sin embargo mas
casos reportaron tres o mas familiares con cancer en comparacion con los controles. De igual manera en
las mujeres posmenopausicas el principal antecedente de cancer fue el de mama (acompafiado con cancer de
estdbmago, colon, cuello uterino, higado y leucemia), y en los controles fue el cancer de estomago (acompanado
de cancer de pulmén, matriz y prostata) (Tabla 2).
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Tabla. 1. Caracteristicas de las mujeres que participaron en el estudio CAMA. México 2004-2007

Premenopausica n= 891 Postmenopéusicas n=1,183
Casos n=415 Controles n= 476 N Casos n= 585 Controles n= 598 N
n % n o p value’ n % n % p value’
Caracteristicas socio-demogréficas
Edad* 43.8 39.5-47.1 429 39.8-46.8 0.50 67.9 53.1-64.2 574 52.4-621 0.02
Institucion de salud
IMSS 192 (46.4) 212 (44.5) 0.86 325 (65.6) 278 (46.5) 0.002
ISSSTE kil (7.5) 37 (7.8) 53 {9.1) 48 (8.0)
SSA 191 (46.1) 227 (47.7) 207 (35.4) 272 (45.5)
Ciudad de residencia
Ciudad de Méxica 272 (65.7) 280 (58.8) 0.10 393 (67.2) 325 (54.4) <0.001
Monterrey 87 (21.0) 115 (24.2) 133 (22.7) 150 (25.1)
Veracruz 55 (13.3) 81 (17.0) 59 (10.1) 123 (208)
Indice de bienes
Bajo 127 (30.6) 142 (29.8) 0.36 179 (30.6) 217 (36.3)  <0.001
Medio 115 (27.7) 152 (31.9) 146 (25.0) 205 (34.3)
Alto 173 (41.7) 182 (38.2) 260 (44.4) 176 (29.4)
Salud reproductiva
Paridad” 2 13 3 2-4 0.004 3 25 4 26 <0.001
Patologia mamaria
Enfermedad benigna de la mama
No 341 (83.0) 420 (89.2) 0.01 495 (86.1) 560 (94.6) <0.001
Si 70 (17.0) 51 (10.8) 80 (13.9) 32 (5.4)
Namero de familiares con antecedentes de cédncer
Sin familiares 323 (79.2) 374 (78.7) 0.27 383 (66.2) 459 (76.9) <0.001
Un familiar 67 (16.4) 89 (18.7) 157 (27.1) 124 (20.8)
Dos familiares 14 (3.4) 1 2.3) 33 (5.7) 9 (1.5)
Tres o méas familiares 4 (1.0) 1 (0.2) 6 (1.0) 5 (0.8)

a El valor p corresponde a la prueba de ji-cuadrada en las variables categéricas y la prueba de Kruskal Wallis en las continuas
*Los valores corresponden a mediana y rango intercuartil.

Tabla. 2. Antecedentes de las mujeres que reportaron familiares con distintos tipos de cdncer en el estudio
CAMA. México 2004-2007

#
Premenopdusica n= 186 Postmenopdusicas n=895
Casos n=85 Controles n=101 Casos n=422 Controles n=473 .
n % n % p value® n n % p value’
Un familiar
Tipo de cancer®
Colon 2 (3.0 3 3.4) 070 5 (3.2) 9 (7.3) 0.04
Cuello uterino 1 (1.5) 2 (2.3) 9 (5.8) 5 4.0)
Estémago 5 (15 7 (7.9) 14 (9.0) 18 (14.5)
Leucemia 6 (9.0) 3 (3.4) 6 (3.9; 7 (5.7)
Mama 14 (209) 20 (22.5) 29 (18.6) 16 (12.9)
Matriz 10 (149 20 (22.5) 13 (8.3) e8| 8.9)
Prostata 1 (1.5) 1 (1.1) 16 (10.3) 9 (7.3)
Pulmén 4 (60) 8 (9.0) @86 10 (8.1)
Ovario - - - - 1 (08) - -
Cavidad oral, garganta, labio o laringe y eséfago 4 (6.0) 2 (2.3) 10 (6.4) 4 (3.2)
Higado , pancreas, riidn, vejiga 8 (119) 5 (5.6) 1 71) 14 (11.3)
Melanoma , piel 2 (3.0) 1 (1.1) 10 (6.4) - -
No sabe 6 (9.0) 9 (10.1) 11 (7.1) 10 8.1)
Ofros 4 (6.0) 8 (9.0) [ (3.9) 11 (8.9)
Dos familiares
Tipo de cancer® 0.20
Colon (pulmén , testiculo ) - - 1 (8.1) 1 (3.0) - -
Cuello uterino (2) 1@ - - 1 (30) - -
Estémago (leucemia, matriz, ovaric, prostata) 1 71 1 (9.1) ] (18.2) 2 (22.2)
Leucemia ( melanoma, piel) - - - - - - 2 (22.2)
Mama ( mama, estémago, matriz, prostata, pulmon, otros) 7 (50) 5 (45.5) 1 (33.3) 1 (11.1)
Matriz (matriz, leucemia, prostata,} 1 71 1 (8.1) 6 (18.2) 2 (22.2)
Préstata ( higado, piel, otros) 2 (143) 1 (9.1) 1 (3.0) 1 (11.1)
Pulmén (pulmén, higado, piel) 1 71 1 (9.1) 3 @1 - -
Ovario - - 1 9.1)
No sabe 1 71 - - - - - -
- - - - 4 (12.1) 1.0 (11.1)
> Tres familiares
Tipo de céancer® 0.58 0.29
Colon ( matriz 2) - - - - - - - -
Cuello uterino (esdfago, prostata) 1 (25.0) - - - - - -
Estémago ( huesos, pulmén, matriz, prostata) - - - - 1 (16.7) 3 (60.0)
Mama ( mama, estémago, colon, cuello uterino, leucemia, higado) 3 (75.0) 1 (100.0) 3 (50.0) 1 (20.0)
Matriz (matriz, leucemia, préstata,) - - - - 1 (167 - -
Préstata ( higado, piel) - - - - 1 (167 - -
Melanoma, piel = - = = - - 1 (20.0)

a Elvalor p corresponde a la prueba de ji-cuadrada o
Otros: (Mielomamdiltiple, cerebro, huesaos, linfoma, testiculo, tiruirjes)

Resultados de un estudio en Estados Unidos en mujeres que acuden a realizarse mastografia mostraron que
cerca del 8% de las personas tienen un familiar en primer grado con antecedentes de cancer de mama, seguido
de cancer de pulmoén (7.1%), cancer colorectal (5.0%), cancer de prostata (4.7%) y cancer de ovario (1.8%)
(Townsend, Steele, Richardson, & Stewart, 2013). A su vez, se ha reportado prevalencias similares en mujeres
afro-américas que viven en Estados Unidos, siendo el cidncer de mama, antecedente familiar con mayor
prevalencia (Bethea et al., 2016). En el presente estudio de mujeres mexicanas, la prevalencia de antecedente
familiar de cancer de mama fue menor al 5% y las prevalencias de cancer de pulmon, préstata y colorectal
fueron menores al 1% en esta poblacion. Estas diferencias se pueden deber la transicién epidemiolégica en
Meéxico, ya que estamos pasando de altas tasas de mortalidad por enfermedades infeccionas a altas tasas de
mortalidad por enfermedades cronicas. (Kuri-Morales, et. al, 2011)

A su vez, se ha reportado que tener un familiar de primer grado con cancer de mama o con cancer colorectal
aumenta al doble el riesgo de presentar cancer de mama (Townsend et al., 2013). Se ha reportado, que
comparando a las mujeres que no tienen antecedentes familiares de cancer, las mujeres que tienen un familiar
en primer grado de cancer de mama, tienen 40% menos riesgo de morir y se ha reportado que tienen
pronodsticos mas favorables que las mujeres sin antecedentes (Malone et al., 2011).

CONCLUSIONES

El principal tipo de antecedente familiar de cancer reportado tanto por los casos y los controles fue el
cancer de mama, sin embargo, el antecedente de otros tipos, debe ser incluido en las historias clinicas. Las
prevalencias de antecedentes familiares en mujeres premenopausicas fueron elevadas para matriz y en las
posmenopausicas para prostata. Se debe seguir estudiando éstos antecedentes como factores de riesgo para
el cancer de mama.
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