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CARACTERIZACION IN VIVO DE EXTRACTOS DE RODOMIRTUS
TOMENTOSA Y ANTISEMA BUNIUS: EFECTO ANTIOXIDANTE.

Lluvia Celeste Granados Rico Juan Carlos Solis Sainz
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Resumen — El objetivo de este proyecto fue evaluar la actividad antioxidante in vivo de los extractos
de rodomirtus tomentosa y antisema bunius en un modelo de pez cebra. Primeramente, se determiné
el contenido fendlico de ambos extractos por medio de la técnica de Folin-Ciocalteau utilizando acido
galico para generar la curva estandar. A continuacion, se determiné la LC50 para H,O; en larvas de
pez cebra. Posteriormente se evalud el efecto antioxidante de ambos extractos en modelo de dafio
oxidativo causado por H,O; en larvas de pez cebra, utilizando quercetina como control positivo,
evaluando la tasa de supervivencia cada 12 horas durante un periodo de 48 horas. Se observéd que
ambos extractos tienen efectos antioxidantes importantes con resultados estadisticamente
significativos.

Palabras clave — rodomirtus tomentosa, antisemia bunius, pez cebra, antioxidante, contenido fenélico

Abstract — The objective of this project was to evaluate the in vivo antioxidant activity of rodomirtus
tomentosa and antisema bunius extracts in a zebrafish model. First, the phenolic content of both
extracts was determined by the Folin-Ciocalteau technique using gallic acid to generate the standard
curve. The LC50 for H,O; in zebrafish larvae was then determined. Subsequently, the antioxidant
effect of both extracts was evaluated in a model of oxidative damage caused by H,O; in zebrafish
larvae, using quercetin as a positive control, evaluating the survival rate every 12 hours for a period of
48 hours. Both extracts were found to have significant antioxidant effects with statistically significant
results.

Keywords — rodomirtus tomentosa, antisemia bunius, zebra fish, antioxidant, phenolic content.
I.  INTRODUCCION

Previamente se confirmé la actividad antioxidante de ambos extractos in vitro por medio de
ensayos de radicales libres DPP ABTS. Ambos extractos mostraron una actividad
antioxidante en concentraciones alrededor de 1 mg/mL. Los frutos silvestres se secaron en
estufa a 40°C, se molieron, se extrajeron con etanol al 80% y luego se condensaron por
evaporacion al vacio. En el laboratorio determinamos el contenido fendlico de los extractos
por el método de Folin-Ciocalteau, utilizando &cido galico para la curva estandar.

El acido galico es un compuesto de polifenol que quimicamente se denomina acido 3,4,5-

trinidroxibenzoico. Se sabe que los compuestos polifendlicos aclaran las propiedades
antioxidantes junto con las propiedades anticancerigenas, antibacterianas, antivirales,
antiulcerosas y otras. [1]

Pa’gina5


mailto:lluviagranados123@gmail.com
mailto:carlos.solis@uaq.mx

24° Verano de la Ciencia de la Regién Centro

Después se evaluo el efecto antioxidante de los extractos a distintas concentraciones en el
modelo de dafio oxidativo por H2O; en larva de pez cebra usando la quercetina como control
positivo.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la posible actividad antioxidante in vivo en larvas de
pez cebra.

ll. MATERIALES Y METODOS

A. Determinacion de contenido fendlico de los extractos utilizando la técnica de Folin
Cioucalteau con acido galico para generar la curva estandar. Se elabor6 la curva
estandar de 4cido gélico (Fig.1) con preparaciones a diferentes concentraciones de acido
galico en ppm (300, 250, 200, 150, 100, 50, 25, 0) y después con el uso del
espectrofotdmetro se calculé la absorbancia a 760 nm para cada una de las
concentraciones.

Concentracién vs. Absorbancia

Ps

Absorbancia

PPM equivalentes Acido Galico

Fig 1. Curva estandar de acido galico.

Después se calculd la absorbancia a 760 nm de ambas muestras de los extractos con
distintas diluciones:

Extracto A (rodomirtus tomentosa)

Dilucién Extracto Absorbancia PPM
Sin diluir 20 pl 1.935 452.2
1:2 10 ul 1.093 251.59
1:10 2 ul 0.320 67.43
Extracto B (Antisema bunius)

Dilucién Extracto Absorbancia PPM
Sin diluir 20 pl 0.221 43.84
1:2 10 0.147 26.21
1:10 2 ul 0.035 -

Tabla 1. Absorbancia de ambas muestras de extractos Ay B.

Esta técnica se fundamenta en la comparacion de la absorbancia (concentracion) entre una
muestra desconocida (los extractos) con una muestra a concentraciones conocidas (acido
galico).
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B. Elaboracién de curva LC50 de H20- en pez cebra.

Primeramente, es necesario determinar que tanta concentracion de H.O- se debe utilizar,
para ello es necesario determinar la LC50 directamente en las larvas de pez cebra; una vez
conocido este valor procederemos a evaluar el efecto antioxidante de los extractos.

Todos los peces cebra se mantuvieron y manipularon de acuerdo con los protocolos
aprobados por el Comité de Etica en Investigacion del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

Los embriones de pez cebra se obtuvieron mediante apareamiento natural y desove de 20
minutos. Después del desove los embriones se trasladaron a una placa de Petri que
contenia medio embrionario E3 fresco. Se incubaron aproximadamente 30 embriones de
pez cebra, 5 larvas por pocillo en un plato de 6 pocillos. Las larvas fueron expuestos a las
concentraciones cada vez mayores de H,0- (0, 5, 4, 3, 2, 1 mM) en un volumen total de 2
mL por pozo. La sobrevivencia fue evaluada cada 12 horas durante 48 horas. A partir de
los resultados se generé una curva LC50 de las larvas de pez cebra.

H207 LC50 in Zebrafish larvae

(12 hours)
100 ®
S
> 7 H,0, LC50= 2.67 mM
= 2
S s0- R2= 0,983
[=]
=
25+
Y T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Log H205 concentration
(millimolar)

Fig. 2. Curva LC50 de H202 en larvas de pez cebra.
La LC50 encontrada fue de 2.67 mM.

C. Evaluacion del efecto antioxidante de la quercetina y de los extractos en el modelo de
dafio oxidativo por H20: en larva de pez cebra.

Se incubaron 8 larvas por pocillo en un plato de 24 pozos, se agregaron los extractos
como pretratamiento durante 12 horas, posteriormente, se removio el medio y se aplico
el tratamiento con H>O; a 2.5 mM. La siguiente tabla muestra las combinaciones
realizadas.

VERANL LE
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Pocillo  Pretratami Grupo Pretratamiento  Tratamiento  Volumen
ento (X/E3) (H202) uL final

1 - Control - - 1

2 - H,02 2.5 mM - 56.2 /944 1

3 Q50 H20.+Q50 uM 200/ 800 56.2 /944 1

4 Q25 H20,+Q25 uM 100 /900 56.2 /944 1

5 Q10 H20.+Q10 uM 40 /960 56.2/944 1

6 EA H>O2+EA 3 mg/mL 179/821 56.2 /944 1

7 H202+EA 2 mg/mL 120/880 56.2 /944 1

8 H>O2+EA 1 mg/mL 60 /940 56.2 /944 1

9 H.O,+EA 0.5 mg/mL  30/970 56.2 /944 1

10 H,O,+EA* 0.2 60*/940 56.2 /944 1
mg/mL

11 H,O+EA* 0.1 30*/970 56.2 /944 1
mg/mL

12 H,O,+EA* 0.05 15*/985 56.2/944 1
mg/mL

13 EB H.O2+EB 3 mg/mL 80/920 56.2 /944 1

14 H.O2+EB 2 mg/mL 52.6/948 56.2 /944 1

15 H.O>+EB 1 mg/mL 26.3/974 56.2 /944 1

16 H>O>+EB 0.5 mg/mL  13.1/987 56.2 /944 1

17 H.O,+EB* 0.2 52.6*/948 56.2 /944 1
mg/mL

18 H,O,+EB* 0.1 23.3*/977 56.2 /944 1
mg/mL

19 H,O,+EB* 0.05 13.15*/987 56.2/944 1
mg/mL

20 EA* EA 1 mg/mL 60/940 - 1

21 EB* EB 1 mg/mL 26.3/974 - 1

Tabla 2: Concentraciones a las que se prepararon las soluciones de pretratamiento y tratamiento
con H202.

La concentracion de peroxido de hidrogeno fue constante, mientras que la concentracion
de los extractos varié de 3 a 0.05 mg/mL.

lll. RESULTADOS Y DISCUSION.

Después de 12 h de pretratamiento, todas las larvas que recibieron concentraciones de 3 a
0.2 para el extracto Ay de 3 a 0.5 para el extracto B no sobrevivieron.

Las tasas de supervivencia se calcularon utilizando el método de Kaplan-Meier y se
analizaron mediante la prueba de rango largo; Los valores de p <0,05 se consideraron

). i
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estadisticamente significativos. El color del valor de p refleja la curva que fue
estadisticamente significativa, en comparacion con la curva de 0 mg/mL (sin pretratamiento)

(Fig. 3).

Extract A
Extract B
100
p=0.03 100

754 0.05 mg/mL 1P=092] 0.05mgmL
= 75 0.1 mg/mL
e 0.1 mg/mL ;@ 0.2 mg/ml
® =
Zz 807 —I— £ 504
5 ) z
@ 25 0 mg/mL @ 0 mg/mL

25+
0 T T T 0 T T T
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
Hours Hours

Fig. 3. Efectos del pretratamiento con extracto A y B en la tasa de supervivencia de larvas
de pez cebra expuestas a H,O, en comparacion con la muestra sin pretratamiento.

Como se observa en la figura 3, las concentraciones de 0.05 mg/mL presentaron un
aumento en la supervivencia estadisticamente significativo comparados con el grupo sin
extracto. Asi mismo se observé que la quercetina a concentraciones de 10 uM previno al
100% la mortalidad inducida por el agente oxidante.

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El estrés oxidativo tiene varios efectos nocivos en las células animales y conduce a
enfermedades graves [2]. Por lo tanto, se espera que la reduccion del estrés oxidativo en
el cuerpo humano prevenga la progresion de las enfermedades. El consumo de
antioxidantes resulta en una estrategia para la reduccion del estrés oxidativo.

Ambos extractos evaluados presentaron un efecto antioxidante muy similar en el modelo
evaluado.

V. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)

El agradecimiento de este proyecto va dirigido principalmente a mi docente, el Dr. Juan
Carlos Solis Séinz quien gracias a su conocimiento se pudo iniciar de una manera
estructurada una investigacion que se muestra muy prometedora e interesante, De igual
manera siempre tuvo la disposiciébn de fungir como mi guia para poder aprender y
aprovechar cada dia de trabajo.
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Resumen — En este trabajo se presentan los costos que tiene la elaboracién de un modelo de zapato
de alto confort para personas con diabetes, dentro de la empresa Pazstor en la linea 4, Vida caballero
el modelo 1704, tomando como base el sistema de costos por procesos ya que es una organizacion
con departamentos bien estructurados, por lo tanto dicho sistema si tiene compatibilidad con la empresa
y si puede ser aplicado, asi como también los precios de cada uno de los materiales que se tiene para
llevar acabo su elaboracién. Se tiene como objetivo principal el valuar la ergonomia de los puestos de
trabajo, y el efecto que tiene en la eficiencia de los trabajadores, asi como también obtener el costo
total de la elaboracion del modelo 1704, Vida Caballero.

Palabras clave — Procesos, Ergonomia, alto confort, Costo, Materiales.

Abstract — This paper presents the costs of developing a high comfort shoe model for people with
diabetes, within the Pazstor company on line 4, Vida caballero the 1704 model, based on the process
cost system since it is an organization with well-structured departments, therefore this system if it has
compatibility with the company and if it can be applied, as well as the prices of each of the materials
that you have to carry out its elaboration. The main objective is to assess the ergonomics of the
workstations, and the effect of ergonomics on the efficiency of workers, as well as to obtain the total
cost of the elaboration of the model 1704, Vida Caballero.

Keywords — Processes, Ergonomics, High comfort, Cost, Materials.

I.  INTRODUCCION

Los costos por procesos tienen una particularidad especial ya que son costos que se
realizan por periodos de tiempo, en donde la materia prima sufre un cambio constante. De
acuerdo con cada una de las operaciones que se llevan a cabo dentro del proceso
productivo del modelo 1704, Vida Caballero en la linea 4, se identifica la materia prima,
mano de obra y materiales indirectos, tomando en cuenta que es un zapato de alto confort
para personas diabéticas.

De acuerdo con su origen, Adam Smith inicia el estudio de los costos por procesos
determinandolos como alternativa para controlar proceso total de fabricacién en el
departamento de produccion, se lleva un registro que contiene todos los procesos
productivos que se estan desarrollando en la industria, esta hoja servird para calcular los
costos por departamento, costo traspaso Yy los costos unitarios para cada periodo. (Smith,
1773)
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En adicién a lo anterior, Charles T. Horngren, (2012) Establece que los Costos por Procesos
en esencia es un sistema de costeo por procesos, el costo unitario de un producto o servicio
se obtiene asignando los costos totales a una gran cantidad de unidades producidas
idénticas o similares. En otras palabras, los costos unitarios se calculan dividiendo los
costos totales generados entre el nimero de unidades producidas en el proceso. En un
ambiente de costeo por procesos de manufactura, cada unidad recibe las mismas
cantidades o cantidades similares de costos de materiales directos, de costos de mano de
obra directa y de costos indirectos de manufactura.

Sobre esta linea de analisis, el sistema de costos por procesos es aquel mediante el cual
los costos de produccidn se cargan a los procesos, a los sistemas acumulados de los costos
de produccion, por departamento o por centro de costo. Contabilidad y Gestion Empresatrial
(2020).

En base a lo anterior, el objetivo del presente proyecto es Identificar las caracteristicas del
costeo por proceso y condiciones de trabajo adecuadas para evaluar su determinacion y
aporte hacia la rentabilidad del proceso productivo.

Il. MARCO TEORICO

La contabilizacion de los costos en un sistema por procesos puede llegar a ser mas facil
gue en el sistema por 6rdenes de trabajo, porque los costos necesitan identificarse con un
proceso y no con una orden. SINISTERRA, Gonzalo (2017).

Segun (Parra, 2009) los costos son procedimiento es el que se emplea en aquellas
industrias cuya produccién, es continua, en masa, uniforme, de la elaboracion del producto,
donde no hay una gran variedad de articulos elaborados, en este procedimiento se pierden
los detalles de la unidad producida, por lo cual se cuantifica la produccién en metros, litros,
kilos etc. Y refiriendo la fabricacion a un periodo determinado.

Segun (Univia, 2014) los Costos por Procesos es el procedimiento que mediante uno o
varios procesos transforma la materia prima o materiales en un producto terminado en
donde dicha produccién es continua, uniforme, en grandes cantidades e integracién de los
tres elementos del costo (materia prima, mano de obra, gastos indirectos) en un periodo
determinado y para conocer su costo unitario se necesita dividir el importe de los tres
elementos del costo entre las unidades terminadas.

(Charles T. Horngren, 2012) Establece que los Costos por Procesos es un sistema de
costeo por procesos, el costo unitario de un producto o servicio se obtiene asignando los
costos totales a una gran cantidad de unidades producidas idénticas o similares. En otras
palabras, los costos unitarios se calculan dividiendo los costos totales generados entre el
numero de unidades producidas en el proceso. En un ambiente de costeo por procesos de
manufactura, cada unidad recibe las mismas cantidades o cantidades similares de costos
de materiales directos, de costos de mano de obra directa y de costos indirectos de
manufactura.
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Segun los objetivos de los costos por procesos es controlar proceso total de fabricacion en
el departamento de produccion, se llevara un registro que contiene todos los procesos
productivos que se estan desarrollando en la industria, esta hoja servird para calcular los
costos por departamento, costo traspaso y los costos unitarios para cada periodo. (Smith,
1773)

Crecimiento econdmico: en el mundo ha estado acompafado, al menos desde mediados
del siglo pasado, de un significativo incremento en los intercambios de bienes y servicios”
(p.477), tanto en el &mbito nacional como internacional. Las compafiias tienen el fin de
entregar productos o servicios, los cuales van desde obras de teatro, peliculas, productos
deportivos, alimentos, entre otros, todo aquello que genere ingresos; sin embargo, todos y
cada uno también generan costos, por lo cual antes de incursionar en el mercado para la
venta, se tiene que realizar no Unicamente un estudio de mercado para pronosticar su
aceptacion, sino también un analisis de costos para conocer su rentabilidad futura. Molero,
(2020)

lIl. METODOLOGIA

El sistema de Costos por Procesos consta de 3 elementos clave, los cuales son: Materia
Prima Directa, Mano de Obra Directa y Gastos Indirectos de Fabricacién, mismos que son
de ayuda para obtener el costo final del producto.

La metodologia contiene los siguientes pasos:
1. Determinacion de la Materia Prima Directa

Para la determinacién de la materia prima directa se establece los procesos, unidad
de medida de la materia prima y cuanto interviene en cada proceso.

2. Determinacion de la Mano de Obra Directa

La mano de Obra Directa se determina mediante la elaboracion del rol de pagos,
estableciendo el nimero del personal que interviene en cada proceso para la
produccién de bienes.

3. Determinacion de los Costos Indirectos de Fabricacion

Los costos indirectos que se toman en consideracion para el manejo de los costos
por proceso se basan en la intervencion indirecta con los procesos o con la
produccion de los bienes.

Todo este proceso se lleva a cabo de manera simultdnea tomando en cuenta los
departamentos que intervienen para la elaboracion del producto. Se identificaron los
materiales directos, asi como la materia prima que se utilizada en cada uno de los
departamentos de la empresa, para poder llevar a cabo el costeo por procesos. La
siguiente imagen nos presenta los tres niveles que utiliza el sistema de costos por
procesos para poder obtener resultados.
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1. Materiales Directos: En una fabrica de
calzado corresponden a la materia prima
directa que se usa para la manufactura del
calzado.

2. Mano de Obra Directa: Este es un elemento Elementos del costo de
esencial para la produccién del zapato, produceién delos zapatos
considera el trabajo del equipo de personas
gue hace posible la elaboracion del calzado.

3. Costos Indirectos de Fabricacion: Son los
egresos que se generan de forma que no es
tan facil identificar durante el proceso de
fabricacién para obtener el producto final. Los
tres elementos anteriores se muestran en la
Imagen 1.

Imagen 1. Elementos del costeo productivo

RESULTADOS

De acuerdo con realizado dentro de la empresa de calzado Pazstor, y los tres niveles del
costeo por procesos que se analizaron se presentan los resultados de dicho sistema de
costos, tomando en cuenta el departamento de Adorno.

MATERIA PRIMA DIRECTA (MPD)

CONSUMO PRECIO DEL
MATERIAL (p2) UNIDAD MATERIAL
ADORNO
CAJA PAZSTOR VIDA MEDIANA 1 PZ $ 952 |% 952
PAPEL DE CHINA BLANCO (RELLENQ) 6 PZ $ 019|8% 1.14
PAPEL DE CHINA BLANCO (ENVOLTURA) 1 PZ $ 019|% 0.19
ETIQUETA TRT 1 PZ $ 0.09|$% 0.09
TOTAL $ 10.94

Tabla 1Materia Pima Directa

MANO DE OBRA DIRECTA (MOD)
TIEMPO CAPACIDAD DE

OPERACION ESTANDAR EN PRODUCCION DIARIA COSTO POR PAR
SEGUNDOS POR PERSONA (pares)
ADORNO

DELINEADQ 11.164 3096 0.11
ENCREMAR 21.25 1626 0.20
ASENTAR POROS 8.92 3874 0.09
EMBARRAR CORTE Y PLANTILLA 15.02 2301 0.14
APLICAR BRILLO 15.029 2300 0.14
EMPLANTILLAR 22.035 1568 0.21
LAVAR SUELA Y HERRAJE 19.967 1731 0.19
BROCHUELO FINAL 16.424 2104 0.16
REVISION DE CALIDAD 6.215 5561 0.08
ARMADO DE CAJA 11.865 2913 0.11
COLOCAR PAPEL Y AGUJETA 66.89 517 0.64
ENCAJILLAR 12.1 2856 0.12

TOTAL 217

Tabla 2 Mano de Obra Directa
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Para determinar el calculo de Gastos Indirectos de Fabricacién (GIF), se tomaron en cuenta
los pares por semana y el nimero de semanas producidas.

Variables:
Pares por semana=26,000

Semanas=24

GASTOS INDIRECTOS DE FABRICACION (GIF)

GASTO INDIRECTO

APROPIACIONES (hormas, suajes, moldes de suelas) $ 4.18 | POR PAR
COSTO INDUSTRIAL INDIRECTO (Depreciacién, Hilos, pegamentos, solventes). $ 5.92 |UNITARIO
GASTOS FIJOS (Sueldos de administracion semanales) 3 13.93 |POR PAR ADMINISTRATIVO
GASTOS DE FABRICACION (electricidad, uniformes, magquilas, agujas, telefono). 3 11.70
GASTOS DE ADMINISTRACION (papeleria, art. de limpieza, asesorias efc) 3 5.83
GASTOS DE VENTA (sueldos, publicidad, propaganda, gasolina, efc.) $ 10.69
TOTAL| $ 52.25

Tabla 3 Gastos Indirectos de Fabricacion

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente proyecto se propuso y se implemento el sistema de costeo por procesos, en
el cual se evalu6 el modelo 1704 de la linea 4 vida caballero, mismo que es de alto confort
para personas diabéticas, se evaluaron los costos de dicho modelo, tomando en cuenta la
MPD, MOD vy los GIF, para obtener mejor los costos de cada nivel, asi mismo nos
percatamos de que la empresa cuenta con una buena estructuracion en estos niveles, ya
que, son facil de identificar.

V. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)

Expreso mi agradecimiento al Instituto Tecnol6gico Superior de Purisima del Rincén, y a la
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realizacion del proyecto de verano, asi como también a la empresa de Calzado Pazstor por
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cabo dicho proyecto.
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FOSFORILACION DE ERK EN NEUTROFILOS HUMANOS
RETADOS CON LEVADURAS DE SPOROTHRIX SCHENCKII

Yatziri Velasco Salgado Yolanda Romo Lozano
Universidad Autonoma de Aguascalientes Universidad Autonoma de Aguascalientes
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Resumen — En infecciones, como la esporotricosis, causada por Sporothrix schenckii, la transduccion
de sefiales es poco conocida. Por ello, el proposito del trabajo fue evaluar la participacién de la via de
sefializacién de las Proteinas Cinasas Activadas por Mitégenos (MAPK), a través de la via de la
quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK) durante la interaccion in vitro de neutréfilos
polimorfonucleares (PMNSs) humanos con levaduras de S. schenckii. Tras interactuar una hora, la
expresion de la proteina ERK (pERK) fosforilada no fue detectada. Este resultado indica que, en las
condiciones analizadas, no es expresada o que no ocurre. Queda pendiente realizar otras pruebas para
descartar que la via MAPK/ERK se activa en esta interaccion.

Palabras clave — Respuesta inmune, vias de sefializacion, MAPK.

Abstract — In infectious processes, such as sporotrichosis, caused by Sporothrix schenckii, signal
transduction is poorly understood. Therefore, the purpose of this work was to evaluate the participation
of the Mitogen-Activated Protein Kinase signaling pathway (MAPK), through the Extracelular Signal-
Regulated Kinase (ERK) during the in vitro interaction of human polymorphonuclear neutrophils
(PMNs) with S. schenckii yeasts. After an hour of interaction, expression of phosphorylated ERK
(PERK) protein was not detected. This result could indicate that either it is not expressed under the
conditions under which it was analyzed, or that it does not occur. Other tests are still pending to rule
out that the MAPK/ERK pathway is activated when this interaction takes place.

Keywords — Immune response, signhaling pathway, MAPK.
I. INTRODUCCION

S. schenckii es un hongo dimérfico causante de la esporotricosis, la micosis subcutanea
mas comun de Latinoamérica [1]. El hongo presenta la forma micelial en la naturaleza,
misma con la cual ingresa e infecta al hospedero, usualmente a través de lesiones
cutaneas. Una vez en el cuerpo, y tras un periodo, aln no establecido de tiempo, adopta
su forma parasitaria de levadura que invade tejidos [2]. La enfermedad se presenta en gran
medida con granulomas con alto contenido de PMNs y mastocitos en el tejido cutaneo. En
mastocitos ha sido demostrada la expresion de pERK frente a levaduras de S. schenckii,
sin embargo, en PMNs aun se desconoce si esta via de sefializacibn se activa.
Considerando que los PMNs son las células mas abundantes en las lesiones de la
esporotricosis, en este trabajo se analiza la activacion de la via MAPK/ERK ante la
presencia de S. schenckii.
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Il. MARCO TEORICO

Tras reconocer patdgenos, las células de la respuesta inmune pueden activar diferentes
mecanismos enfocados en controlar o erradicar patégenos. Las vias de sefializacion son
importantes, pues su activacion suscita cambios celulares, incluso a nivel genético, que
pueden llevar a la secrecidén o expresion de moléculas biol6gicas, entre otros mecanismos,
gue influyen en la respuesta inmune. Los PMNSs se pueden encontrar en gran cantidad en
lesiones cutaneas causadas por S. schenckii, esto podria o no favorecer la diseminacion
del hongo. Se sabe que, aunque los PMNs cambian su morfologia celular y nuclear al
interactuar con S. schenckii, la viabilidad del hongo no se afecta significativamente [3]. Los
PMNs se activan, pero ¢qué mecanismos moleculares o vias de transduccion de sefiales
se activan durante la interaccion con S. schenckii?, ain no se han demostrado.

La via MAP/ERK es la via de sefializacion méas estudiada en muchos procesos infecciosos
0 no infecciosos, por ello es importante analizar su participacion en la esporotricosis. La
activacion de esta via se da por estimulo de receptores de tirosina cinasa de la membrana
del PMN. Hay tres familias de MAPK, en este trabajo se analiz6 MAP/ERK, la cual, se
diferencia en 2 grupos, de los que nos atafie MAP/ERK Y. Las MAPK activas generan
cascadas de transduccién de sefiales que regulan procesos celulares. Cada cascada inicia
por sefales extracelulares especificas que son reconocidas por receptores; la via ERK %2
inicia mediante receptores de superficie celular como el receptor de tirosinas cinasas,
receptores acoplados a proteina G, integrinas y las pequefias GTPasas RAS Y Rap. La via
responde a estimulos como mitégenos y factores de crecimiento celular, que activan una
MAPK cinasa cinasa (miembros de la familia Raf, Mos y Tpl2), la cual se fosforila
directamente, activando una MAPK cinasa (MEK1 y MEK 2), que activa MAPK por
fosforilacion dual del motivo tripéptido TEY en el segmento de activacion. Activo, MAPK
fosforila sustratos en el citosol y ntcleo, generando cambios en la funcién de las proteinas
y expresion genética, respondiendo con crecimiento, adaptacién, diferenciacion y/o
desarrollo celular [4]. Se puede usar Forbol 12-miristrato-13-acetato (PMA) como control
positivo para la via de MAPK/ERK pues induce la fosforilacion de MAPK ERK 1y 2 (ERK
%) [5].

Hay evidencia de que hongos dimorficos, como Candida albicans, activan esta via [6].
También se ha demostrado la activacion de la via ERK y la secrecion de interleucina-6 (IL-
6) y Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a) en mastocitos retados con levaduras de S.
schenckii. Ambas citocinas son pro-inflamatorias y pueden tener efecto quimiotactico en
células fagociticas como los PMNSs, los cuales no son residentes naturales de la piel [7]. Si
en estas células también se da el proceso de fosforilacion de ERK, queda por demostrarse.
Se realiza el estudio en levaduras especificamente, pues hay diferencia en la respuesta
inmune segun la morfologia del hongo, indicando que son reconocidas por receptores
diferentes en las superficies de las células del sistema inmune. Se tienen establecidos los
aportes de algunos Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs) como TLR4, que
reconoce porciones de la membrana lipidica de la levadura, y cuya activacion lleva a la
produccion de TNF-a, IL-10 y NO, asi como TLR2 [8].
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ll. MATERIALES Y METODOS
A. Cultivo y preparacion de indculo fangico

Sporothrix schenckii sensu stricto cepa UAA-307 se cultivé en Agar de infusion Cerebro
Corazén (BD Bioxon) por 6 dias a 37°C. Se coseché por raspado, se filtr6 y lavd con Buffer
Fosfato Salino (PBS) pH 7.4 por centrifugacion a 3500 rpm, 20 min a 4° C. El pellet celular
se resuspendié en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI, 1640 Sigma Aldrich) con
suero fetal bovino (MICROLAB SU-110) y antibi6ticos (Penicilina-Streptomicina SIGMA
P468). La cuantificacion de levaduras y evaluacién de viabilidad se realiz6 en camara de
Neubauer con la tincién con azul tripan, ademas de comprobar la forma de levaduras en
mas del 90% de las células [3, 9].

B. Purificacién de los neutréfilos

Los PMNs humanos fueron obtenidos de sangre venosa heparinizada de donadores sanos
con su consentimiento informado avalado por el comité de Bioética de la Universidad
Auténoma de Aguascalientes. El plasma se retir6 por centrifugaciéon (Centrifuga Sigma
Laborzentrifugen, Mod. D-37520 Osterode am Harz, Germany) a 2500 rpm por 10’. El
paquete globular se completé a un volumen de 5 mL con PBS. Los PMNSs se separaron en
gradiente de densidades con Lymphoprep (Fresenius Kabi Norge AS) e Histopaque-1119
(Sigma Aldrich) por centrifugacion a 3100 rpm 45’. Los eritrocitos se lisaron por choque
osmético en NH4Cl al 0.15 M [9]. Los PMNs fueron lavados con PBS a 1800 rpm 10’. El
pellet obtenido se suspendié en 1 ml de RPMI. El nimero de células y pureza se
determinaron por conteo con camara de Neubauer, la viabilidad se determind mediante
tincion por exclusion con Azul Tripan.

C. Interaccién in vitro, obtencion de extractos crudos proteicos y cuantificaciéon de
proteinas

La interaccion de 2x10° neutréfilos 10x10° levaduras se llevo a cabo durante 1 h a 37°C, en
un volumen de 250 uL en RPMI. Como controles negativo y positivo de la activacion, se
evaluaron PMNs sin estimulo y estimulados con PMA (1 pg/mL), respectivamente.
Enseguida, las células se centrifugaron 10’ a 1500 rpm (HERMLE Labortechnik GmbH
Z216MK) a 4° C. Luego se lisaron con 30 L de Buffer de lisis con inhibidores de proteasas
(PMSF, Orto-vanadato y coctel de inhibidores) segun sefiala la marca comercial (RIPA Lysis
Buffer System SantaCruz 24948), en agitacion orbital (SEA STAR, China) a 4°C 40". El
sobrenadante con el extracto proteico crudo se obtuvo por centrifugacién a 14000 rpm 20°
a 4°C. La cuantificacion de proteina en ug/uL se realizé por el método de Bradford (ug/uL)
a 595 nm mediante espectrofotometro (JENWAY 7305 Spectophotometer), contra una
curva de concentracion de Albdmina de Suero Bovino (BSA).
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D. Perfil electroforético de extractos proteicos

Los perfiles electroforéticos de los extractos proteicos y la electroforesis para Western-Blot
(WB) fueron realizados en geles de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE). En ambos casos
se utilizé un buffer Laemmli (SIGMA S3401-1VL) para preparar las muestras, y un marcador
de peso molecular (MPM) de 250 kDa (BIO-RAD Kaleidoscope Precision Plus Protein
Standards 161-0375). El revelado de las proteinas del extracto crudo proteico se realizo
mediante tincién con nitrato de plata. Para ello, el gel se fijé con una soluciéon de metanol:
acido acético: agua (45:10:45), luego por 30’ en una solucién de etanol al 10% - ac. Acético
5%, después se hidratd con agua destilada 30’. Posteriormente, se impregné con una
solucién de Ditriotietiol (DTT), 3mg/200 mL 30’ en agitacion. El DTT se lavé con agua
destilada y se procedi6 al marcaje con Nitrato de Plata (AgNO3) al 0.2% en agua
desionizada. Se eliminé el exceso de nitrato con agua desionizada y finalmente se revelaron
las proteinas con una solucién de formaldehido 0.5 ml/L en carbonato de sodio al 3% (P/v)
diluido en agua destilada, se paré la reaccién con solucién de acido acético al 1% [9, 10].

E. Western Blot

Una vez realizado el SDS-PAGE las proteinas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa durante 24 h a 0.01 A. Las membranas se permeabilizaron con metanol
absoluto y se bloquearon 1 h en solucién de leche descremada (Svelty 0) al 5% en solucién
salina con Tris (TBS) antes de colocar los anticuerpos. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron: Anti-pERK (Anti-ERK1 phospho T202 + ERK2 phospho T185, Abcam ab214036)
1:500 y como control de carga Anti-beta actina (Abcam, ab8227) ambos hechos en conejo,
y se incubaron con las membranas durante la noche a 4°C. El exceso se eliminé con dos
lavados en buffer TBS con Tween 20 (20X) (TTBS) y uno con TBS. Se procedi6 a incubar
las membranas con el anticuerpo secundario, Anti-lgG de conejo (H+L) (Human IgG
Absorbed Hoseradish peroxidasa conjugada Bio-Rad 170-6515) 1:1000 2 h a temperatura
ambiente. Luego se realizaron 3 lavados con TTBS y el revelado de ERK y B-actina se
realiz6 con una solucién de luminol/potenciador-Peroxido 1:1 segun indicaciones de la
marca (BIO-RAD Clarity Western ECL Substrate #170-5060). La deteccién de las bandas
correspondientes se realizd con un scanner de quimioluminiscencia (Li-cor C-Digit version
de software 1.1.4), evaluando 6 minutos de exposicién. Se recuperd la imagen con mejor
resolucion. Finalmente, mediante densitometria, se determind la intensidad en pixeles
producida por pERK respecto a la generada por 3-actina con el software IMAGEJ (1.52 H,
National Institutes of Health, USA).

IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En la Fig. 1 se observaron bandas de 250 a 10 kDa, incluyendo aquellas cercanas al peso
molecular de pERK y B-actina (42kDa), esta Ultima por ser una proteina constitutiva se tomo
como control de carga en el WB (Fig. 2). La expresion de pERK no se aprecioé ni PMNSs sin
tratamiento o en interaccion con S. schenckii, sin embargo, si en el control positivo del
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ensayo, PMNs tratados con PMA (banda 42-44 kDa, Fig. 2A). Considerando que la
densidad relativa de pERK en el control positivo fue de 2.86 pixeles (Fig. 2B), ademas de
validar el ensayo, permite decir que la fosforilacion de esta proteina a una hora de la
interaccion PMNs-hongo no ocurre o que quiza no se activa la via de las MAPK/ERK. Se
ha demostrado que las levaduras sufren dafios por PMNSs tras 3 h de interaccion [3], por lo
gue es posible que se requieran tiempos mayores para su activacion. Por otro lado, S.
schenckii con sus estrategias para evadir el sistema inmune podria interferir en la
activacion. Por ejemplo, in vivo se forman cuerpos asteroides conformados por levaduras
recubiertas con Inmunoglobulina G (IgG) y M (IgM) que evitan el reconocimiento por el
sistema inmune, también el hongo puede secretar proteasas que degradan IgGs, o los
péptidos ramnomananos de su pared celular que deprimen la respuesta inmune [8]. Por
otro lado, otras células inmunes podrian participar y activar la via. Ademas, es importante
sefialar que, a la par de este trabajo, se evalud la expresion de pERK frente a conidios y
tampoco se observé su expresion (datos no mostrados).

MPM  PMN PMN+PMA PMN+LEV MPM

250 kDa

50 kDa

37 kDa

Fig. 1: Perfil electroforético de extractos proteicos crudos. Presencia de bandas proteicas entre los
marcajes de 50 y 37 kDa indicadas con flecha, peso molecular que incluyen los pesos de pERK (42-
44 kDa) y B actina (42kDa).

PMNs PMNs +  PMNs + 025
PMA Levaduras =
= 02
P-ERK — - 5 015
; 0.1
0
PMN PMN +PMA  PMN + Levaduras
A) B)

Fig. 2: Expresion de pERK en la interaccion de PMN — S. schenckii. A) Western Blot de pERK (42-
44 kDa): pERK se expresa unicamente en la interaccion con el control positivo de PMA; B-actina
(42kDa) se expresa en todas las interacciones evaluadas. B) Se observa pERK Unicamente en la
interaccion de PMN con PMA (2.86 pixeles relativo a 3- actina).
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Tras una hora de interaccion PMNs-Levaduras de S. schenckii no se detectd la activacion
de la via MAPK/ERK teniendo como indicador la presencia de ERK fosforilada, queda por
evaluar otros tiempos o condiciones de interaccion.
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REGULACION DE CANALES IONICOS ACTIVADOS POR VOLTAJE

Juan José Romero Tovar Victor De La Rosa Jiménez
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Resumen — Los canales idnicos selectivos a potasio activados por voltaje de la familia 7 (K7, KCNQ)
son proteinas transmembranales con alto impacto fisiolégico. Cuando su funcién disminuye, se
presentan procesos de hiperexcitabilidad neuronal que se manifiestan clinicamente como formas de
epilepsia y dolor neuropético. En este trabajo se emplea la técnica patch-clamp en configuracién célula
completa para evaluar el efecto del eugenol en canales KCNQ3 y KCNQ2/3 expresados de manera
heterdloga en células HEK293. Se encontrd una disminucion del voltaje medio de activacion de ~10
mV con eugenol y un incremento de la conductancia idnica, por tanto, eugenol funciona como un
activador de los canales KCNQ y un compuesto hit en el tratamiento de canalopatias neuronales
asociadas a hiperexcitabilidad.

Palabras clave — Electrofisiologia, técnica patch clamp, canales KCNQ, eugenol.

Abstract — The family 7 of the voltage-gated potassium channels (K,7, KCNQ) are transmembrane
proteins with high physiological impact. Loss of function is associated with neuronal hyperexcitability
causing epilepsy and neuropathic pain. In this work we used whole-cell patch clamp electrophysiology
to evaluate the effect of eugenol in KCNQ3 and KCNQ2/3 heterologously expressed in HEK293 cells.
We found a ~10 mV negative shift in the voltage dependence of activation and an increment in the
ionic conduction. Hence, eugenol is a new activator of the KCNQ channels and a hit compound for the
treatment of hyperexcitability related channelopathies.

Keywords — Electrophysiology, patch-clamp technique, KCNQ channels, eugenol.
l. INTRODUCCION

Los canales idnicos dependientes de voltaje (VGC) son proteinas transmembranales que
conducen iones segun el gradiente electroquimico, su flujo se encuentra regulado por poros
en la proteina controlados por el potencial transmembranal. Son permeables
selectivamente para diversos iones como sodio (Nay), potasio (K,), calcio (Cay) o cloruro
(CLC) y se caracterizan por su conductancia, selectividad idnica, farmacologia y
sensibilidad al voltaje, propiedades dictadas principalmente por la secuencia de
aminoécidos y estructura de la(s) subunidad(es) formadora(s) de poros, la composicion de
la membrana y las concentraciones de iones intra y extracelulares. También, se han
identificado mutaciones en estos canales, afectando sus funciones y provocando
enfermedades denominadas canalopatias [2].

Il. MARCO TEORICO

El genoma humano codifica una superfamilia de canales de K* dependientes de voltaje con
40 miembros que se agrupan en 12 subfamilias, K,1-K,12, la subfamilia K,7 (0 KCNQ)
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consta de cinco miembros: K,7.1-K,7.5 0 KCNQ1-KCNQ5. El canal KCNQ1 es cardiaco
mientras que los canales KCNQ2-KCNQ5 son neuronales, de los cuales KCNQ2 y KCNQ3
se expresan abundantemente en el cerebro y sus mutaciones causan convulsiones

neonatales familiares benignas (una forma de epilepsia).

Los canales heterotetraméricos KCNQ2/3 se asemejan a la corriente M nativa debido a su
inhibiciébn por muscarina (agonista del receptor metabotropico de acetilcolina), es de bajo
umbral, activa lentamente y ejerce un control inhibitorio sobre la excitabilidad neuronal (ver

figura 1) [1].

i Spike-frequency adaptation

'y ‘_ : ’ = LEGEND

4 K,7 channels

1 4 )
' ! \y ) Syn1A x;.__.'.&lu‘ " 1 SR B s
o\ v ! R (2] Y !

OWF  paans
1K72 EIK7S

B3

Ay

il. mAHP sAHP ~ I

M receptor

I

I, Neurotransmitter release PLC

Figura 1. Roles funcionales, perfiles de expresion y regulacion de los canales KCNQ newronales [3].

La estructura de los canales KCNQ comprende un tetrdmero (ver figura 2) con seis dominios
transmembranales, el dominio sensor de voltaje (VSD) en los primeros cuatro segmentos
(S1-S4), mientras que los dos ultimos segmentos (S5-S6) y el enlazador comprenden el
dominio formador del poro; un extremo N corto y un extremo C largo intracelulares, como

se observa en la figura 3.

El extremo carboxilo terminal se dispone en cuatro hélices distintas (A-D) que contienen
sitios de union a varios moduladores como el PIP; encargados de regular las propiedades

biofisicas del canal, su trafico, plegamiento y tetramerizacion modificando directamente su

probabilidad de apertura [3].

La técnica patch-clamp (fijacion en parche de membrana) es una herramienta
electrofisiolégica que permite entender el comportamiento de los canales ionicos. Utiliza
una micropipeta de vidrio que forma un gigasello hermético con la membrana celular (ver
figura 4), la configuracion whole cell (célula completa) implica la rotura de un parche de
membrana con una leve succién para proporcionar acceso eléctrico de baja resistencia a
toda la célula permitiendo el control del voltaje transmembranal. Alternativamente, se
pueden desprender un parche de membrana celular y evaluar las corrientes a través de

canales individuales mediante otras configuraciones como “inside-out” o “outside-out” [4].

VERANL LE
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El eugenol (EUG; 4-alil-1-hidroxi-2-metoxibenceno) es un derivado fenodlico del aceite
esencial extraido del clavo (Eugenya caryophyllata), la canela y la nuez moscada, que tiene
propiedades anestésicas, analgésicas, antiinflamatorias y antibiéticas. Su mecanismo de
accion es a través de la inhibicién de las ciclooxigenasas, sin embargo, se conoce que es
un activador de los canales TRPV1 y Na,, ademas de ser un inhibidor de los canales Ca,
[5]. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto del eugenol sobre los canales
KCNQ3 y KCNQ2/3 humanos in vitro empleando la técnica patch clamp.
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II. MATERIALES Y METODOS

A. Biologia Molecular

Los canales KCNQ3 se clonaron del vector pcDNA3.1 y la mutagénesis dirigida de la
alanina 315 por una treonina (A315T) se realizd por PCR empleando el master mix de alta
fidelidad Phusion (New England Biolabs) usando técnicas estandar. Los primers de sentido
y antisentido respectivamente 5 -CAAAGAACTCGCCACGGCCTGGTACATC-3°, 5-
CTGTGGGCACAGATGGCT-3 fueron disefiados in silico con NEBasechanger. Posterior a
la PCR, se realizé una digestion enzimética con Dpnl y la presencia de los amplicones se
confirmaron con una electroforesis en gel de agarosa al 1% corrida a 120 mV,
subsecuentemente se transformaron bacterias competentes DH10B (E. coli) por choque
térmico y se sembraron en agar LB con ampicilina. Se picaron 2 colonias que fueron
colocadas en medio LB liquido y una vez adquirida la densidad Gptica se extrajo el ADNc
miniprep (kit Qiagen), el cual se mandé secuenciar. La mutante se denominé KCNQ3T y
otras mutantes fueron inviables.

B. Cultivo celular

Las células HEK-293 fueron cultivadas bajo condiciones estandar (5% CO3, 37°C) en medio
Eagle modificado con Dulbecco y cotransfectadas con 0.5 pg del ADNc de KCNQ3T y la
proteina EGFP (verde fluorescente) como gen reportero empleando lipofectamina 2000
(Thermo Fisher Scientific) como agente de transfeccion. 24 horas después de la
transfeccion, las células se levantaron con tripsina 0.02% y se mantuvieron en medio para
Su registro.
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C. Electrofisiologia
Las pipetas (3—6 MQ) se hicieron con capilares de borosilicato (BF150-86-10HP; Sutter
Instruments) empleando un estirador de micropipetas flaming/brown P-97 (Sutter
Instruments), las cuales fueron pulidas con una microforja MF-900 (narishige) y llenadas
con solucion interna que contenia (en mM): KCI 140, MgCI2 2, EGTA 10, HEPES 10, GTP
2, ATP-Na2 0.3 y fosfocreatina 10 (pH 7.3 con KOH) para el registro en modo voltage-clamp
y configuracion whole cell. La corriente de la membrana fue medida con un amplificador
Axopatch 200B y una tarjeta digitalizadora Digidata 1550 (axon instruments) empleando el
software pClamp 10.6.2. La solucién externa de Ringer contenia (en mM): NaCl 145, KCI 5,
CaCl; 2, MgCl; 1 y HEPES 10 (pH 7.4 con NaOH) y fue evaluado el efecto de eugenol 1
mM. El set de registro que se observa en la figura 6, los registros se filtraron a 10 kHz
utilizando el protocolo especificado en cada figura graficada con el software OriginPro 8.7.2

Prism 9.0.

Figura 6. Set de registro patch-clarap. &. Componentes del set, B. ET.lema del circuito araplificador v dindraica funcional
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Los canales KCNQ se expresan en neuronas espinales y aferentes primarias, asi como en
areas del cerebro. Los KCNQ2 estan regulados a la baja en los ganglios de la raiz dorsal
de rata durante el dolor neuropético [3]. La célula en su estado basal tiene cargas
parcialmente negativas del lado intracelular y parcialmente positivas del extracelular, en la
despolarizacion neuronal, se invierten las cargas, el canal KCNQ se abre debido a que el
VSD (segmento S4) posee aminoacidos cargados positivamente (argininas). El cambio a
voltajes positivos en la membrana repele las cargas positivas de la a-hélice lo que
desencadena un cambio conformacional de la proteina que termina por abrir un poro
selectivo para K* permitiendo su salida de la neurona dado el gradiente electroquimico. Los
canales se encuentran cerrados a voltajes negativos y comienzan a abrirse a
aproximadamente a -70 mV.

En la figura 7, se observan los registros de los canales cuando el voltaje transmembranal
es manipulado para simular la transmision de un impulso nervioso mediante la técnica
voltage-clamp. Dado que en la técnica se fija el voltaje, la sefial observable representa la
corriente de los canales de toda la célula Unicamente en su estado abierto, encontrandose
gque tanto en KCNQ3T como en KCNQ2/3 la corriente incrementa en magnitud
aparentemente alcanza el estado estacionario en un menor tiempo cuando se aplica el
eugenol, hecho confirmado en la figura 8, donde la aplicaciébn de eugenol conlleva el
incremento de la corriente de manera mas notable en KCNQ3T y una notable aceleracion
de la activacion. Se utiliz6 esta mutante, pues presenta una mayor probabilidad de apertura
(Po) que el canal silvestre, sin afectar ninguna otra caracteristica del canal, lo que nos
permite registrar corrientes mas grandes con mas facilidad. Los canales K, al igual que
otros VGC no se abren en un solo cambio conformacional, sino que deben atravesar por
distintos estados de transicidon metaestables (ver figura 11) dependientes de manera directa
del voltaje transmembranal, lo cual sugiere que, el eugenol se esta uniendo por algun tipo
de interaccién (como un puente de H) a algun sitio de la proteina causando la evasién de
alguna de estas etapas y, por tanto, acelerando la cinética de apertura tanto de KCNQ3T
como de KCNQ2/3.
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Por otra parte, las curvas corriente-voltaje (IV) normalizadas muestran una diferencia en el
voltaje de activacion medio (Vso) de 10.77 mV para KCNQS3T (ver figura 9A) y 11.79 mV
para KCNQ2/3 (ver figura 10A), mostrando que el eugenol incrementa la conductancia de
la membrana de manera no selectiva para los canales testeados presuntamente por su gran
similitud fisicoquimica. En ambos canales la diferencia es estadisticamente significativa y
la disminucién del Vs implica que la mitad de los canales llegan a su estado funcional
abierto con un menor cambio en el voltaje transmembranal y se pueden abrir a un valor mas
cercano al potencial de membrana en reposo.

En las figuras 9B y 10B se evidencia la dependencia con el voltaje mediada por Tau (1), es
decir; el tiempo necesario para llegar al 63% de los canales abiertos, donde nuevamente el
eugenol permite que ambos canales alcancen ese objetivo en menor tiempo y voltaje en
comparacion con el control. La retigabina y otros activadores de KCNQ son eficaces en
modelos in vitro e in vivo de dolor neuropatico, pero no mostraron resultados significativos
en un ensayo clinico sobre neuralgia posherpética [3].

VI. CONCLUSION

El eugenol es un compuesto hit activador de los canales KCNQ neuronales, que al
incrementar la conductancia de la membrana lograria contrarrestar la hiperexcitabilidad y
los problemas asociados producidos por las mutaciones de los KCNQ en vias nociceptivas.
Al ser uno de los principales blancos farmacoldgicos para el tratamiento de neuropatias, es
necesario dilucidar el sitio de unién y probar su eficacia en modelos de epilepsia y neuralgia.
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Resumen — La dermatitis atopica (DA) es una enfermedad cronica y alérgica de la piel caracterizada
por piel seca, inflamacién, un intenso prurito, disbiosis e infecciones oportunistas. El
glicomacropéptido (GMP) es un péptido bioactivo derivado de proteinas de la leche que ha mostrado
tener propiedades prebi6ticas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras. En este estudio se analizé el
efecto de la aplicacion topica de GMP en ratas inducidas con DA. Se midieron las variables de
inflamacidn, prurito, edema, expresion de citocinas (IL-5 e IL-13) y cantidad de Staphylococcus aureus
presentes en la piel lesionada. EI GMP disminuy6 los niveles de inflamacién en las lesiones de DA,
sin reducir significativamente las otras variables que fueron evaluadas en este estudio.

Palabras clave — Dermatitis atdpica, Glicomacropeptido, Inflamacién

Abstract — Atopic dermatitis (AD) is a chronic, skin allergic disease characterized by dry skin,
inflammation, intense itching, dysbiosis, and opportunistic infections. Glycomacropeptide (GMP) is a
bioactive peptide derived from milk proteins, that has shown prebiotic, anti-inflammatory and
immunoregulatory properties. In this study, the effect of topical application of GMP was analyzed in
rats induced with AD. The variables measured were inflammation, pruritus, edema, expression of
cytokines (IL-5 and 1L-13) and amount of Staphylococcus aureus in the injured skin. GMP decreased
the levels of inflammation in the lesions of AD rats, without significantly reducing the other variables
measured in this study.

Keywords — Atopic dermatitis, Glycomacropeptide, Inflammation.
. INTRODUCCION

La dermatitis atdpica (DA) es una de las enfermedades alérgicas cronicas de la piel mas
comunes en el mundo, con una prevalencia de ~10 — 20% en nifios de paises desarrollados
(cerca de 40% en México)! y llegando a 5% en adultos. La evidencia apoya que la patogenia
de la DA se inicia por una estructura y funcién epidérmica deteriorada que causa
inflamacién, desregulacién de células T CD4 con predominio Th2, produccion de IgE, e
hiperactividad de mastocitos. Niveles elevados de IL-4, IL-5 e IL-13 por parte de las células
Th2 infiltradas en la lesion provocan anormalidades de la barrera cutdnea, que pueden
llevar al aumento de colonizacién de bacterias propias de la flora de la piel, principalmente
Staphylococcus aureus, disbiosis y consecuentes infecciones.?*

En estudios previos, se ha investigado el uso de péptidos bioactivos derivados de proteinas
de la leche en el tratamiento de la DA. Particularmente, el tratamiento profilactico via oral
con el glicomacropéptido (GMP), péptido de 64 aminoacidos derivado de la hidrdlisis de la
k-caseina de la leche bovina y con actividad prebiética®, ha demostrado disminuir la
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inflamacién, el prurito y la respuesta Th2 asociadas a la DA experimental®. Sin embargo,
aun se desconocen los efectos de la aplicacion topica del GMP tras la instalacion de la DA.

En este estudio, evaluamos si la aplicacion tépica de GMP influye en la cantidad de S.
aureus presente en la epidermis de ratas Wistar con DA inducida con 2,4-
dinitroclorobenceno (DNCB). Ademas, utilizando el mismo modelo experimental
investigamos si el GMP aplicado tépicamente modula las principales manifestaciones
clinicas de la DA, la inflamacion y el prurito, asi como la respuesta inmune Th2.

Il MATERIALES Y METODOS

l. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 100-160g, obtenidas del Servicio de Animales de
Laboratorio de la Universidad Autonoma de Aguascalientes. Los animales se mantuvieron
bajo condiciones de temperatura controlada (22°C-24°C) e iluminacién (ciclos de luz de 12
h). Se proporcioné alimento (Rodent Laboratory Chow 5001; Purina, México) y agua ad
libitum. Se les administr6 tratamiento desparasitante con Febantel 1.5% y Pamoato de
Pirantel 1.44% (prantel puppy; PiSA) a concentracion de 1mL/1kg.

Il. Induccion experimental de dermatitis atopica

Para inducir la DA, los animales fueron sensibilizados el dia O con una inyeccion
intramuscular en la pata derecha trasera de 1 pg/pL de dinitrofenil-albimina sérica bovina
(Sigma-Aldrich, , St Louis, MO, EUA) preparada en 7.8 mg de gel de hidroxido de aluminio
a concentracion de 10 pg/puL (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), y una inyeccion
subcutanea en el dorso bajo de la rata de 0.5 mL de vacuna DPT (Bordetella pertussis
inactivada, DIPERTIX, PT Biofarma, Bandung, Indonesia) como adyuvante. El grupo control
solo recibié los adyuvantes en el volumen correspondiente. Los dias 14, 16, 18,20y 22, las
ratas se resensibilizaron con aplicaciones topicas de 30uL de DNCB (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) al 1.5% p/v en un vehiculo de acetona: aceite de oliva (4:1) en cada cara
del I6bulo de la oreja derecha (OD); mientras que el grupo control solo recibié el vehiculo.

M. Disefio experimental

Las ratas se dividieron aleatoriamente en 5 grupos (n=10 ratas/grupo): grupo sin DA y
sin tratamiento (CTRL); grupo con DA, sin tratamiento (DA); grupo con DA tratado con el
vehiculo, metilcelulosa al 1% (MC); grupo con DA tratado con GMP al 5% en MC (GMP;
Lacprodan 10, Arla Foods Ingredients Group P/S, Viby, Denmark); grupo con DA tratado
con Tacrolimus al 0.1% (TC; Traderma, Bonarum Pharma, La Paz, México). Los
tratamientos se aplicaron sobre la OD durante 12 dias consecutivos a partir del dia 24 de
la sensibilizacion, dos veces al dia con una separacion minima aproximada de 10 h. La
aplicacién de MC y GMP se hizo en un volumen final de 100 pL (50 pL por cara de la oreja).
El grupo TC recibié una capa ligera del ungiiento tacrolimus al 1% en cada cara de la oreja.
El dia 36 se retaron todos los animales con 60 pL (30 puL en cada cara) de DNCB al 1.5%
p/v. El dia 37 se sacrificé a las ratas por sobredosis de Sevofluorano inhalado (PIRAMAL
CRITICAL CARE INC, Bethlehem, EUA) y con la ayuda de un sacabocados se extirparon
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porciones idénticas de la mitad de la OD e izquierda (Ol) para determinar el grado de edema
y UFC de S. aureus.

(\VA Evaluacion del grosor de la oreja

Con un vernier digital se midié el grosor de la Ol (control interno) y de la OD. La medicién
se realiz6 justo en medio de la oreja tomando 3 mediciones a las 0, 1, 6 y 24 h tras la
aplicacion tépica de DNCB. El numero de incrementos se obtuvo con la siguiente férmula
[(promedio del grosor OD-promedio del grosor Ol del dia del reto)/ (promedio del grosor
OD-promedio del grosor Ol del dia de la primer resensibilizacion)].

V. Determinacion del cambio de peso de la oreja

Se pesaron las porciones obtenidas con el sacabocados de la OD y Ol. El edema se
determiné de restar el peso de la Ol-el peso de la OD.

VI. Evaluacion de los eventos de rascado

Para determinar el nimero de eventos de rascado, las ratas se colocaron en cajas de
metacrilato individuales y se videograbaron durante 10 minutos a partir de los 5 minutos
después de la aplicacion topica de DNCB. Los videos se analizaron por revision por pares
guienes desconocian el grupo al que pertenecia cada animal. Se consider6 como evento
de rascado a la serie de 1 0 mas movimientos de la pata trasera derecha dirigida al sitio de
aplicacion (OD) hasta que la rata se lamio la pata o la bajo6 al suelo.

VII. Homogenizacion, siembra y conteo de la carga bacteriana

Cada segmento obtenido de la OD se homogeniz6 en 500 uL de PBS y se hicieron
diluciones seriadas (1x10%, 1x102?, 1x10%, 1x10%) de las cuales se sembraron 100 pL en el
medio Aureus ChromoSelect (Millipore Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) con emulsion
de yema de huevo y telurito concentrado (Millipore Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EUA) y
se incubaron a 37°C por 24 h, para finalmente contar las unidades formadoras de colonias
(UFC) con ayuda de en un contador de colonias Quebec (Reichert Technologies Amelek,
New York, EUZ).

VIIl.  Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + SEM. Los datos se analizaron mediante
ANOVA de una via con un post-hoc de Dunnett, comparando todos los grupos respecto al
grupo DA. Se consideré significativo si los valores de p<0.05.

Il RESULTADOS
A. Efecto del GMP sobre los signos clinicos de la DA generada en un modelo
experimental

Para evaluar los efectos del GMP sobre la inflamacién inducida por DNCB en ratas con
DA, monitoreamos el grosor de las orejas tras la primer resensibilizaciéon (dia 14) y tras el
reto final (dia 36). En la Fig. 1A podemos ver como desde la hora 0 los animales no partian
desde el mismo punto de inflamacion, aunque las diferencias significativas solo se
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mantuvieron en el grupo TC contra el DA (p<0.001). A la hora pudimos ver como los
animales del grupo DA presentaron un incremento de 3.3 veces (p<0.05) en el grosor
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Fig 1. Efecto de GMP sobre la respuesta inflamatoria y el prurito en un modelo de DA en rata Wistar.
A) Nimero de incrementos del grosor de la OD entre el dia 14 y el dia 36, alas 0, 1, 6 y 24 h tras
aplicar DNCB. B) Edema presente en la OD a las 24 h del reto con DNCB. C) Nivel de prurito
determinado por el nimero de eventos de rascado en la OD. N = 10 ratas *p<0.001, **
p<0.005,***p<0.0001 vs DA.

respecto a los controles; efecto que se abolié con los tratamientos de GMP (p<0.005) y TC
(p<0.05). Dicho comportamiento se mantuvo a las 6 horas, teniendo una disminucion de
2.75 veces para el GMP (p<0.05) y de 3.40 veces para el TC (p<0.05), comparados con el
DA. Finalmente, no hubo cambios significativos en el incremento del grosor de las orejas
entre grupos a las 24 h. Ademas, el grupo MC solo mostrd una disminucién significativa de
2.44 veces en el grosor de la OD con respecto al grupo DA, a la hora del reto.

A las 24 h del reto registramos el edema, otro marcador de inflamacién. Se observé que los
animales controles no presentaron cambio en el peso (-0.06 + 0.36 mg), mientras que los
animales con DA presentaron aumento de 4.63 mg (p<0.0001). Los grupos MC y GMP no
modificaron el peso de las orejas en relacion al grupo DA, con valores de 4.88 y 4.80 mg
respectivamente; mientras que el edema aumentd 72 % en el grupo TC (p<0.05).

Otro aspecto analizado fue el prurito, mediante el registro del nimero de eventos de
rascado. En la Fig. 1C podemos distinguir que las ratas con DA, con o sin tratamientos,
presentaron mas prurito que los animales del grupo control (0.8 + 0.55 eventos), alcanzando
17.20 £ 5.01 eventos en los animales del grupo DA, 10.7 £ 4.12 en los del grupo MC y 28.40
+ 6.59 en los de GMP. Solo los animales del grupo TC registraron un aumento significativo
en la cantidad de eventos de rascado (52.22 + 13.44 eventos; p<0.01), 3 veces mayor al
DA.

B. Efecto del GMP sobre la respuesta inmune tipo 2

Para determinar el efecto del GMP sobre la respuesta inmune tipo 2, se midio los niveles
de expresion génica de IL-5 e IL-13. Los niveles de expresion génica de IL-5 (Fig. 2A)
aumentaron 3.5 veces en ratas con DA (p<0.001) respecto a los controles. Este aumento
mostré una tendencia a disminuir con el tratamiento con GMP, pero solo se evité con el
tratamiento con TC (p<0.0001) disminuyendo 5.8 veces con respecto a las ratas con DA.
Hablando sobre la IL-13 (Fig. 2B), las ratas del grupo DA (p<0.05) aumentaron niveles del
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mensajero 2.9 veces mas que las controles; ademas, el grupo GMP (p<0.05) present6 1.6
veces mas expresion génica que el grupo DA; semejante al de los animales del grupo MC.
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Fig 2. Niveles de expresion génica de citocinas Th2 en oreja de ratas con DA. A) Expresion relativa
de IL-5 y B) Expresion relativa de I1L-13. n=5; *p<0.05, *** p<0.001,****p<0.0001 vs DA.

C. Efecto del GMP sobre la carga de S. aureus en ratas con DA

La carga de S. aureus en lesiones de DA se determind cuantificando las UFC mediante la
técnica de dilucion en placa. La cantidad de UFC de S. aureus por gramo de tejido (Fig. 3)
de las ratas en el grupo DA fue 1.06 veces mayor que en las ratas control. Aunque se
contaron 51 % menos UFC en los animales del grupo GMP, estas diferencias no resultaron

significativas. Contrario a ello, comparando el grupo TC con el grupo DA, las ratas tratadas
con TC presentaron un aumento de 6.6 veces mas carga bacteriana.
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Fig 3. Numero de UFC de S. aureus por gramo de tejido de la OD. n= 5. No significativo.
IV. DISCUSION

La DA es una enfermedad alérgica crénica que conlleva grandes efectos negativos para la
calidad de vida de los pacientes. Los tratamientos de eleccidn suelen ser corticosteroides
e inhibidores de la calcineurina (tacrolimus); sin embargo, estos pueden tener efectos
adversos en uso prolongado. Por lo que, se requieren alternativas terapéuticas que atenten
los sintomas causando menor estrago econémico y efectos adversos a los pacientes*. En
este estudio se logré establecer el modelo de DA inducida por DNCB en rata Wistar, pues
se presentaron los signos caracteristicos de la DA*. Se manifesto la respuesta inflamatoria
alérgica con el incremento del grosor de la oreja y en la generacion del edema. Aunque
cabe resaltar que, a diferencia de los resultados anteriormente reportados por nuestro
equipo?, los animales al dia 14, dia de la 1° resensibilizacion con DNCB (todavia no se
aplicaba tratamiento) no partian del mismo punto en cuanto al grosor de la oreja. Por lo que
seria bueno valorar los factores que pudieron afectar esta condicién, como la posible
presencia de infecciones bacterianas o parasitarias®. Ademas, en la DA experimental se

VERANL LE

Pa’gina32



24° Verano de la Ciencia de la Regién Centro

aumento los niveles de la expresion génica de IL-13, clave en el establecimiento de la
respuesta Th2 y el cambio de isotipo hacia la IgE; asi como de IL-5, mediadora de la
respuesta eosinofilica, asociada a la inflamacion del grupo DA. EI GMP aplicado
topicamente disminuy6 el incremento del grosor de la oreja lesionada. Sin embargo, no
modificd significativamente el edema, prurito, ni los niveles de mARN de IL-5 e IL-13, ni
influyé sobre el establecimiento de S. aureus, bacteria asociada con la cronicidad de la DAS®.
Estos resultados contrastan con el efecto inmunomodulador y antipruriginoso del GMP
sobre la DA reportado tras su administracién via oral, tanto de forma profilactica como
terepeutica®.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La aplicacién topica de GMP una vez establecida la DA experimental produce un efecto
antiinflamatorio en la zona lesionada, sin actividad inmunomoduladora ni antipruriginosa. El
GMP aplicado tépicamente no modifica la cantidad de S. aureus en la piel lesionada. Se
recomienda repetir el ensayo asegurando que los animales partan de una misma condicién
inflamatoria antes de iniciar con las resensibilizaciones e incrementar los dias de
tratamiento con GMP. Se sugiere evaluar otras moléculas asociadas a la patogénesis y
exacerbacion de la DA, como citocinas de otros perfiles inflamatorios y marcadores de
estrés oxidativo, para ampliar la vision de los posibles mecanismos de accion del GMP.

VI. RECONOCIMIENTOS

Quiero agradecer a la Universidad Autbnoma de Aguascalientes por recibirme y por
financiarme. También a todas las increibles personas del laboratorio de Inmunologia que
tuve el placer de conocer este verano. Especialmente a la Dra. Eva Salinas, por abrirme
las puertas del laboratorio; a la Dra. Mariela Jiménez, a German Mercado y a Fernanda
Garcia, quienes diariamente me estuvieron apoyando y guiando en mi aprendizaje.
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Resumen — Evidencias recientes sugieren que las hormonas neurohipofisiarias arginina vasopresina
(AVP) y oxitocina (OXY) participan en el control de la conducta y los procesos de memoria y
aprendizaje, sin embargo, su grado de participacion en estos procesos no ha sido completamente
dilucidado. En este trabajo estudiamos en la rata los efectos de la deficiencia de AVP y OXY
(inducida por la lobectomia neurointermedia hipofisiaria [LNI]) sobre la prueba conductual
(psicologica) de inhibicidn del prepulso (IPP), la cual evalta la capacidad de un individuo para
adaptarse a un estimulo acustico potencialmente peligroso (amenazante para la vida), fenémeno que
implica adquisiciéon de memoria a largo plazo. Los resultados mostraron que no hay diferencia
significativa entre los porcentajes de inhibicién entre los grupos Control, SHAM y LNI, lo que
sugiere que la deficiencia permanente de AVP y OXY no afectan de manera significativa la
capacidad de memoria a largo plazo.

Abstract — Recent evidence suggests that the neurohypophyseal hormones arginine vasopressin
(AVP) and oxytocin (OXY) are involved in the control of behavior and memory and learning
processes; however, the extent of their involvement in these processes has not been fully studied. In
this work we studied in the rat the effects of AVP and OXY deficiency (induced by pituitary
neurointermediate lobectomy [NIL]) on the behavioral (psychological) prepulse inhibition test (PPI),
which assesses an individual's ability to adapt to a potentially dangerous (life-threatening) acoustic
stimulus, a phenomenon that involves long-term memory acquisition. The results showed that there
is no significant difference between the inhibition percentages between the Control, SHAM and LNI
groups, suggesting that protracted AVP and OXY deficiency do not significantly affect the long-term
memory capacity.

Palabras clave — Vasopresina, Inhibicion del prepulso, memoria a largo plazo.

I. INTRODUCCION

Los efectos endocrinos de las hormonas neurohipofisiarias AVP y OXY son bien conocidos,
sin embargo, recientemente se ha encontrado que ambas hormonas también estan
involucradas en el control de varias funciones cerebrales de importancia capital, como el
control de la conducta y las funciones cognitivas de memoria y aprendizaje, aunque sus
papeles especificos solo ha sido parcialmente conocidos?2.

La prueba conductual inhibicién del prepulso (IPP) evalla la respuesta natural de proteccién
de un individuo hacia un estimulo acustico de intensidad elevada que puede ser
potencialmente dafino (amenaza inminente). Esta prueba consiste en la utilizacién de un
estimulo de menor intensidad (prepulso) que precede a un estimulo que provoca la
respuesta de alarma (pulso), en animales normales asi, la repeticion del prepulso seguido
inmediatamente del pulso por varios dias provoca, inicialmente, una respuesta intensa, que
disminuye paulatinamente hasta casi desaparecer (inhibicién, habituacién). Asi, esta
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prueba, permite evaluar la memoria a mediano y a largo plazo. La funcion de la IPP es la
inhibicién del procesamiento de estimulos que llegan de manera excesiva e inundan de
informacion innecesaria al cerebro?34,

La inhibicion del prepulso consiste en una prueba experimental de 5 dias en los cuales un
estimulo auditivo nocivo (110 dB) es aplicado a los animales de experimentacion, siempre
precedido por un pulso mas pequefio (80 dB, “prepulso”) que puede estar a 15 0 20 ms del
estimulo principal, el cual sirve a manera de advertencia de que un estimulo de mayor
intensidad (dafiino) procedera. En los roedores la prueba provoca una respuesta de
sobresalto de todo el cuerpo. Las bases neuronales de esta prueba consisten en que
cuando un estimulo auditivo (prepulso) es captado por el oido y transmitido por la via
auditiva; céclea — ganglio de Corti — complejo nuclear coclear — coliculo inferior del
mesencéfalo; el cual a su vez activa al coliculo superior, el cual activa al nicleo tegmental
pedunculopontino (PPTg). Este nucleo el cual tiene funcién inhibitoria sobre el ndcleo
caudal pontino reticular, lo que genera que la respuesta motora a un segundo estimulo
(pulso) sea de menor intensidad 0 no se genere a pesar de que este sea de mayor
intensidad?34,

Hipodtesis. Si las hormonas neurohipofisiarias juegan un papel importante en el control de la
memoria a mediano y a largo plazo, entonces, la deficiencia de las hormonas AVP y OXT,
causaran cambios en la respuesta a la prueba de IPP en comparacién de las de las ratas
de los grupos Control y SHAM (falso operado).

Objetivos. Analizar los efectos de la deficiencia de AVP y OXT, inducida por la cirugia
lobectomia neurointermedia hipofisiaria (LNI) sobre la prueba conductual Prepulso
inhibitorio (IPP).

Il. MATERIALES Y METODOS

Ratas macho de la cepa Wistar de 250 + 16 gr fueron divididos en 3 grupos: Control intacto
(Cl), SHAM (falso operado) y LNI (n=8/grupo). Los procedimientos quirdrgicos para retirar
la neurohipdfisis (LNI) fueron realizados dos semanas antes de iniciar las maniobras
experimentales siguiendo el procedimiento descrito por Mufioz-Ortega et al. (2021)*2 como
sigue: Quince minutos antes de la anestesia, se administraron 0,06mg atropina/s.c.
(Atropisa, Pisa, México) para prevenir la secrecion excesiva de las vias respiratorias. Los
animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina 80% vy xilacina 20% (1 yL/g de
peso corporal peso corporal/i.p.). La cirugia se realizé bajo un microscopio de diseccion
(Zeiss OPMI-19 FC con 6 aumentos) a través de la via parafaringea-transoccipital-
esfenoidal. Se afeitd el cuello y se colocé al animal en decubito dorsal en la mesa de
operaciones. Con la horquilla para incisivos superior se fijo la cabeza a la mesa, mientras
gue las patas se fijaron con hilos a los bordes laterales de la mesa. La traquea se canul6 a
través del hocico. El abordaje quirdrgico de la glandula incluye los siguientes pasos: (1)
asepsia y corte longitudinal de la piel en la cara anterior del cuello, (2) identificacion del
musculo digastrico izquierdo, (3) separacion roma del tendén central del musculo digastrico,
(4) colocacion de retractores para obtener una vision mas amplia del fondo de la abertura,
(5) identificacion del extremo distal de la apo6fisis pterigoides y los musculos largos del
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cuello, (6) identificacién y limpieza de los huesos basioccipital y basofenoides, (7)
visualizacién de la articulacion occipital-esfenoidea, (8) trepanacién del craneo en el centro
de la articulacion occipito-esfenoidea hasta que se pueda ver la capsula hipofisaria, (9) corte
de la capsula hipofisaria en su extremo mas posterior, (10) elevacion del l6bulo
adenohipofisario e identificacion visual de los I6bulos intermedio y neural de la hipofisis, y
(11) aspiracién suave del I6bulo neurointermedio con una aguja doblada. El tiempo total de
la cirugia es de 15 minutos aproximadamente. Los animales se recuperaron completamente
en 40 minutos. Para la prevencién de infecciones, los animales fueron inyectados con
penprocilina (6000 Ul, 1.M/3 dias). Como analgésico se utiliz6 metamizol (10 mg/kg/IM/2
dias).

La tabla 1 muestra los niveles de las diferentes hormonas de cada grupo experimental.

Para realizacion de la prueba del IPP se realiz6 una adaptacion del protocolo de Valsamis
y Schmid (2011).

Los datos fueron expresados como promedio + desviacién estandar de la media. Las
comparaciones estadisticas fueron realizadas utilizando la prueba ANOVA (Test de
Kruskal-Wallis). Diferencias de P <0.05 fueron consideradas significativas.

Tabla 1. Caracteristicas hormonales de cada grupo experimental

Cl Glandula hipdfisis intacta Niveles normales de todas las
hormonas hipofisiarias

SHAM Falso operado Niveles normales de todas las
hormonas hipofisiarias

LNI Sin lI6bulo neurohipofisiario Deficiencia permanente de
AVP y OXY

. RESULTADOS

Los resultados de las pruebas en los diferentes grupos se muestran en la figura 1,
IPP- ANALISIS POR DIA
1504

Fig. 1. Efectos de la deficiencia de AVP y -~ Control
OXY sobre la prueba del prepulso & SHAM
inhibitorio (IPP) en los grupos Control, 100 A LNI
SHAM 'y LNI, expresada como el §

porcentaje de inhibicion (IP%) durante 5 50
dias (D). No se encontraron diferencias
significativas (NS) entre los diferentes
grupos.
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IV. DISCUSION

El ser humano es capaz de asimilar y adaptarse a estimulos semejantes a la prueba de
prepulso inhibitorio que le permiten aprender a convivir con el medio ambiente, un ejemplo
de ello son los trabajadores de una obra de construccibn que son capaces de
acostumbrarse al sonido intenso de herramientas, asi, al cabo de un tiempo estos estimulos
no les causa ningun tipo de preocupacion (habituacion). Este reflejo demuestra la enorme
capacidad del ser humano para eliminar del 99% de la informacién sensorial dia a dia. En
enfermedades como esquizofrenia y trastorno de estrés postraumatico se ha demostrado
que reflejos como estos se encuentran totalmente inhibidos o funcionan de manera
inadecuadatl?34,

Inicialmente la hipétesis de la investigacion buscaba demostrar si las hormonas
neurohipofisiarias (AVP y OXY) desempefiaban algun papel en la regulacion de este reflejo.
El correcto funcionamiento de la inhibicién del prepulso se demuestra mediante el
porcentaje de inhibicion (IP%); un IP% elevado refleja un correcto funcionamiento de la
conducta inhibitoria, en tanto que, un IP% disminuido habla de una clara deficiencia en la
capacidad adaptativa hacia estimulos sensoriales auditivos. Los resultados del experimento
muestran que las ratas LNI tienen un IP% que no es significativamente diferente a las ratas
control y SHAM, lo que demuestra que los animales neurohipofisectomizados son capaces
de adquirir y desarrollar memoria a largo plazo que les permite acostumbrarse a estimulos
estresantes independientemente de los niveles circulantes de las hormonas
neurohipofisiarias®® 789101112

Para demostrar la integridad de este reflejo se analizé por separado el IP% a través de los
dias en cada uno de los grupos experimentales, los resultados demuestran que tanto las
ratas control, SHAM y LNI mostraron un incremento paulatino del IP% a traves de los dias,
con el respaldo de una diferencia significativa entre el porcentaje del dia cinco y el dia uno,
lo que significa que hubo una menor respuesta a los estimulos entre estos dias y que a su
vez se traduce en una capacidad integra de adquirir memoria a largo plazo.

V. CONCLUSIONES

Estos resultados sugieren que, aunque las hormonas neurohipofisiarias ejercen efectos
sobre otros procesos conductuales y de memoria, la ausencia de diferencias significativas
en la conducta de memoria a largo plazo de los animales LNI indica que, a pesar de la
deficiencia de estas hormonas, la capacidad de memoria a largo plazo se mantiene intacta,
de tal manera que los individuos LNI esta capacidad cognitiva se mantiene intacta.

Es necesario repetir los experimentos utilizando animales LNI tratados con AVP u OXY de
manera independiente en donde ademas se cuantifiqgue la cantidad de hormonas
circulantes, técnicas de histologia e inmunohistoquimica, y secuenciacion de genes, para
identificar a nivel molecular y celular los procesos mas intimos de la memoria.
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Resumen- Los factores de riesgo del cancer de mama, son multideterminados, de los cuales se derivan el estilo
de vida, entorno, biologia y la organizacion de los servicios de salud, entre ellos se incluye el género, edad,
alimentacion, actividad fisica, nuliparidad o multiparidad segun sea el caso, hasta la percepcion y toma de
decisiones en salud. Al identificar los enfoques que condicionan la salud poblacional permite desarrollar e
implementar medidas preventivas para mantener las condiciones saludables, en el presente tema estas acciones
se identifican como la autoexploracion mamaria, exploracion clinica de mamas y mamografia, ademas por
supuesto del conocimiento de la poblacidn sobre factores de riesgo y protectores a la salud.

Palabras claves- Cancer de mama, factores de riesgo, prevencion.

Abstract- Breast cancer risk factors are multidetermined, within health determinants we can see that they can
be derived from lifestyle, environment, biology and health organizations, including gender, age, diet, physical
activity, nulliparity or multiparity as the case may be, to perception and decision-making in health, by
identifying the approaches that condition population health allows developing and implementing preventive
measures to maintain healthy conditions, in this topic these actions They are identified as breast self-
examination, clinical breast examination and mammography, in addition, of course, to the knowledge of the
population about risk factors and health protectors.

Keywords- Breast cancer, risk factors, prevention.

I.  INTRODUCCION

El cambio en el estilo de vida de la poblaciéon ha puesto en riesgo inminente el padecer
cancer de mama, sin embargo, se debe puntualizar que es una enfermedad prevenible y
detectable oportunamente, tal es el caso de las pruebas de tamizaje como la mastografia,
la ecografia y la exploracion clinica. Especificamente la autoexploracion mamaria permite
identificar alteraciones en las mamas permitiendo la busqueda de la atencion sanitaria.

En este sentido cobra vital importancia la realizacion de las técnicas antes mencionadas
como medida preventiva para mantener a la poblacién femenina saludable, y con ello
generar una mejor calidad de vida.

El cancer de mama es un problema de salud publica el cual es multifactorial ya que engloba
aspectos de estilos de vida, como la alimentacién, la actividad fisica, los determinantes
sociales, también es necesario mencionar que otro factor son los relacionados a la biologia,
en este sentido el factor reproductivo y heredo familiar.
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Por lo anteriormente expuesto el presente trabajo muestra los factores de riesgo a cancer
de mama en poblacion femenina de Torreon, Coahuila identificados a través de un
instrumento de medicién con dominios sociodemograficos y de salud, en el verano del 2022.

ll. MARCO TEORICO

Conceptos Epidemiologia ]

}4 Antecedentes |

Factores de riesgo |
Prevencion del cancer de mama |

Deteccion temprana del CaMa ‘
Marco teorico '
Tamizaje l

Tratamiento de CaMa ]

Normativa ‘

‘ Conocimientos de las mujeres de la prevencion del CaMa |

lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Tipo de estudio: Cuantitativo.
3.2 Disefio de estudio: Descriptivo, transversal.

3.3 Variables: Sociodemogréficas, factores de riesgo, conocimientos de la prevencién del

cancer de mama.
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3.4 Operacionalizacién de variables:

Variable

Factores de

riesgo

Definicién
conceptual
Sustancia,
elemento u
objeto que
en presencia
0 ausencia
en
condiciones
normales
provoca la
alteracion, o

anormalidad.

Definicién
operacional
Aquellos
elementos
que se
presentan en
la vida
cotidiana de
las mujeres y
aumentan la
probabilidad
de
desencadenar
cancer de

mama.

Tipo de variable Indicadores

Edad,
estatura,
IMC

Cuantitativa

Cualitativa
Religion
Alcoholismo,
Salud

3.5 Poblacion: Mujeres en edad reproductiva.

3.6 Muestra: Por conveniencia. Poblacion femenina de Torreén, Coahuila.

3.7 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion.

3.7.1 Criterios de inclusién:

e Mujeres de 18 afios a mas

e Que sepan leery escribir

e Que no tengan cancer de mama

¢ Con medios electrénicos para contestar las encuestas digitales

e Disposicion y tiempo para contestar la encuesta

3.7.2 Criterios de eliminacion:

¢ Mujeres con problemas cognitivos, auditivos y/o de lenguaje.

3.7.3 Criterios de exclusién
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e Encuestas electrénicas que presenten problemas.

e Mujeres que decidieron participar y posteriormente declinaron la participacion.
3.8 Instrumento:

Se utilizaron secciones del instrumento “Encuesta de Conocimientos y Percepciones de la
Prevencion y Deteccién del Cancer de Mama” ENCOPERCMA, estandarizada con alfa de
Cronbach de 8.0.

3.9 Procedimientos:

Se levantaron las encuestas de forma autoaplicada documental y electrénica a las mujeres,

para lo cual se destind una semana.

Posterior al levantamiento de encuestas, se realiz6 la captura y analisis de la informacion

para la obtencion resultados, y la elaboracién del presente informe.

Sellevé a cabo un taller para el manejo del programa estadistico SpSS, en el que se analizé

y proceso la informacion.

IV. RESULTADOS

Ha utilizado anticonceptivos hormonales por mas de 5§ afios
W si

Ero
Oomite

Serealizalamastografia

Wi

Oomite

Fuente: Directa
Fuente: Directa - S . .
Gréfico 2. Utilizacion de anticonceptivos

Grafico 1. Realizacion de la mastografia en las . . .
hormonales por las mujeres. Torreén, Coahuila.

mujeres. Torreén, Coahuila. Junio-Julio 2022. . .
. ura. Junio-Jul Junio-Julio 2022.
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Consideraestarenriesgodepadecercancerdemama

Tieneunfamiliardirectoquehayapadecidocancerdemama

W si
=1
Oomte

M si
(=[5
Oomite

Fuente: Directa Fuente: Directa
Gréafico 3. Percepcion del riesgo de cancer Grafico 4. Familiar directo de cdncer de mama en las

. i . mujeres. Torredn, Coahuila. Junio-Julio 2022.
de mama en las mujeres. Torredn, Coahuila.

Junio-Julio 2022.

V. ANALISIS DE RESULTADOS

El propdsito principal de este estudio fue identificar los factores de riesgo a cancer de
mama, en este sentido se identific6 que el 18.9% de la poblacién ha utilizado
anticonceptivos hormonales por més de 5 afios, diferente al 26.6% reportado en el noreste

de México, y en ambos estudios menor a lo publicado en mujeres de Sinaloa.!

Con referencia a la autoexploracion mamaria, el 54.5% la realiza, y un porcentaje menor
(46.5%) acude a la realizacién de la exploracion clinica; en el caso de la mamografia el

73.7% de la poblacion de referencia acude a su realizacion.

La paridad fue mayoritaria en estas participantes (66.7%) similar a Moncada Madrazo? ya
gue ellos reportaron un 71.8%. De acuerdo a los antecedentes heredo familiares se estimé
que el 17.2% refiere un familiar con cancer de mama, mayor a lo publicado por Cuba?® (5
al 10%), pero menor al 54.3% por Navarro Ibarra.*

S RsLE
h, A ClENEA

r
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VI. CONCLUSION

Es importante mencionar que, en las mujeres de Torredn, Coahuila la realizacion de las
técnicas de prevencion y deteccion temprana, no es la adecuada, ya que para la
autoexploracién y exploracion clinica apenas la mitad de ellas la realiza, y con referencia
a la mamografia la mayoria acude a su realizacion, sin embargo, en estas pruebas la

totalidad de las mujeres deberian realizarlas.

Es muy importante es la concientizaciéon del riesgo a desarrollar cancer de mama, en este

caso, la mayoria de las participantes consideran no estar en riesgo, lo que disminuye la

posibilidad de mantener acciones en salud preventivas.

Es necesario incrementar las acciones de promocion de la salud a fin de incrementar la

participacion en la prevencién y deteccion del cAncer de mama.
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Resumen

Introduccién. El proyecto del microbioma humano ha ayudado a relacionar diversas enfermedades con el
microbioma humano asi como de como predecirlas, tal es el caso de obesidad, SARS COV2, y otras
enfermedades crdnico-degenerativas. Objetivo. El presente estudio tuvo como objetivo analizar una serie
articulos que apoyaran a relacionar un probable microbiota alterada en la infancia en situaciones especiales del
desarrollo como pudiera darse en el caso de la paralisis cerebral PC y sus diferentes padecimientos asociados
(estrefiimiento, alteracion del tono muscular, epilepsia, infecciones respiratorias, malnutricion etc). Métodos.
Se buscaron articulos cientificos utilizando las bases de datos de PubMed, Science direct, Web of sciencies, a
través de las siguientes palabras claves microbiota, cerebral palsy, infancy, microbiome, neurodevelopment,
microbiome and diseases, intestinal microbiome, children microbiome. Se seleccionaron estudios de revision
sistematizada de acuerdo con las guias PRISMA. Resultados. De un total de 87 se seleccionaron 19 que tuvieran
estrecha relacion con el tema principal. Se encontraron bases de filos microbianos en la infancia desde el recién
nacido en lactancia materna y el no tenerla, asi como en las diferentes edades pediatricas. Ademas, se encontron
informacién de diferente microbioma de la nifiez asociado a tratamiento antibiticos o incluso algunas
enfermedades. Conclusiones. ElI microbioma humano conforma parte indispensable de la funcion del
neurodesarrollo, estado cognitivo del desarrollo del infante, la salud intestinal, asi como la homeostasis de otros
organos y sistemas, ademas de que se encuentran significativos cambios de microbiota desde la etapa prenatal
hasta la nifiez y que serdn sumamente importantes para identificar los cambios y diferencias que puedan existir
en nifios con Pardlisis Cerebral con o sin tratamiento de probi6ticos en el futuro.

Abstract

Introduction. The human microbiome project has helped to relate various diseases to the human microbiome,
and how to predict them, such as obesity, SARS COV2, and other chronic-degenerative diseases. Objective.
The objective of this study was to analyze a series of articles that will help to relate the cases in which there is
a probable altered microbiota in childhood in special developmental situations, as could be seen in the case of
cerebral palsy (CP) and its different associated conditions (constipation, muscle tone disorders, epilepsy,
respiratory infections, malnutrition, etc.). Methods. Scientific articles were searched using the PubMed, Science
direct, Web of sciences databases, through the following keywords: microbiota, cerebral parsy, infancy,
microbiome, neurodevelopment, microbiome and diseases, intestinal microbiome, children microbiome.
Systematized review studies were selected according to the PRISMA guidelines. Results. From a total of 87,
15 were selected that were closely related to the main theme. Bases of microbial phyla were found in childhood
from the newborn in breastfeeding and not having it, as well as in the different pediatric ages. In addition,
information was found on different childhood microbiomes associated with antibiotic treatments or even some
diseases. Conclusions. The human microbiome is an essential part of the function of neurodevelopment,
cognitive status of both intestinal health and other organs and systems. In addition to the fact that significant
changes in the microbiota in childhood are found and that they will be extremely important to identify the
changes in children with CP with or without probiotic treatments.
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I. INTRODUCCION

A partir del afio 2007 comienza el proyecto del microbioma humano a partir de este se han
logrado rescatar una gran cantidad de genes relacionados a los micrioorganismos que
habitan en el ser humano. Es importante sefalar que estos microorganismos se han
asociado a la salud del hospedero, pero tambien a la presencia de algunas enfermedades
en el caso de alteracion de la cantidad de microorganismos benéficos tanto como
patégenos, condicion conocida como disbiosis, o bien la presencia de una alteracion de la
microbiota o0 ecosistema microbiano humano. Como parte del mencionado proyecto es
importante sefialar que los avances para asociar enfermedades a el microbioma humano
van desde el sistema del neurodesarrollo, la disfuncion del sistema inmune, intestino etc.
(1). Pese lo mencionado este estudio se centro en el analisis de la literatura de la presente
informacién para fines conocer posibles alcances de la relacion entre la pardlisis cerebral y
el presente microbioma en nifios tratados o0 no con una bebida lactea fermentada de 12
especies de probidticos denominada kefir moderno.(1)

Il. MATERIAL Y METODOS:

Se buscaron articulo cientificos utilizando las bases de datos de PubMed, Science direct,
Web of sciencies, a través de las siguientes palabras claves microbiota, cerebral palsy,
infancy, microbiome, neurodevelopment, microbiome and diseases, intestinal microbiome,
children microbiome. Se seleccionaron estudios de revision sistematizada de acuerdo con
las guias PRISMA. Resultados. De un total de 87 se seleccionaron 15 que tuvieran estrecha
relacion con el tema principal.

1. RESULTADOS:
Autor Afio Objetivo Resultados
Savage, 2018 Determinar la asociacién La lactancia materna en comparacion a la
J.etal (2) entre la dieta durante el alimentacion con férmula se asoci6 de forma

embarazo y la infancia, independiente con la diversidad microbiana
incluida la lactancia materna intestinal infantil. La leche materna tuvo
frente a la alimentacién con asociaciones con taxones que se han
férmula, la introduccion de relacionado con la dieta y los resultados de
alimentos soélidos y el salud en los primeros afios de vida
microbioma intestinal del (Bifidobacterium); mientras que la dieta
lactante materna durante el embarazo y la
introduccion de alimentos sdlidos se
asociaron menos con el microbioma del
bebé. Existe posible interaccion entre la
lactancia materna y la razaletnicidad del

nifio en la composicién microbiana.
Ku, H. et 2020 Determinar la formacion y | El andlisis subsecuenete de cambio de
al (3) composicién de la microbiota composicion y el andlisis de coordenadas
intestinal en la infancia, principales revelaron que la composicién de
desde los primeros meses de la microbiota intestinal cambié de una
vida hasta la nifiez. composicién de un bebe similar a la de un
adulto en conjunto a los cambios de dieta.
Esta progresion sugiri6 una creciente
complejidad de la microbiota intestinal, la
aparicion de nuevas especies capaces de
digerir carbohidratos completos,
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Examinar los efectos
individuales y combinados del
probiético oligofructosa vy
Bifidobacterium animalis
subsp. Lactis BB-12 sobre la
microbiota intestinal y el
metabolismo huésped en
ratas obesas.

Comparar el potencial
antioxidante del yogur y el
kéfir producidos a partir de
leche de oveja, camello,
cabra y vaca.

Determinar los efectos del
Kéfir moderno en variables
antropométricas, gasto
energético en reposo,
presencia y diagnéstico de
trastornos digestivos
funcionales, frecuencia de
problemas respiratorios,
proteina C reactiva elevada y
conteo diferencial de
leucocitos.

Describir los efectos
microbianos en dominios de
importancia cognitiva y los
desafios asociados para
estimular la investigacion
interdisciplinaria sobre la
contribucion del reino oculto a
los procesos psicolégicos.
Describir el desarrollo del
microbioma intestinal, los
defensores de la disbiosis y
las interacciones de la
microbiota con otros érganos.

Describir el desarrollo de la
microbiota intestinal en nifios
sanos desde el nacimiento
hasta los 10 afios, asi como

investigar las posibles
asociaciones con el
comportamiento de
internalizacion y

externalizacion.

demostrando el factor clave para determinar
la composicién de la microbiota intestinal.
Los prebidticos redujeron la ingesta de
energia, aumento de peso y masa grasa; la
combinacion mejord la glucemia mientras
que los probidticos individualmente
redujeron los niveles de insulina.

El kéfir y el yogur preparados con leche de
oveja y camello tenian un potencial
antioxidante significativamente mayor que
las muestras preparadas con leche de cabra
y vaca.

Aumento significativo en peso y altura en el
grupo kéfir, promovié una reduccion del
estrefiimiento funcional y dureza de las
heces, asi como un aumento en el valor
absoluto de linfocitos en sangre.

Las limitaciones técnicas y conceptuales,
incluido el bajo poder estadistico y la falta de
descripciones mecanicas, impiden una
comprensiéon matizada de las relaciones
microbioma-cerenbro-comportamiento.

Las caracteristicas de la microbiota
intestinal pueden afectar el desarrollo del
cerebro, sistema inmunitario y los pulmones,
asi como el crecimiento corporal. El
microbioma intestinal es un sistema de
drganos que tiene efectos importantes en el
desarrollo infantil, donde la disbiosis se ha
asociado con enfermedades en nifios y
adultos como autismo, TDHA, asma vy
alergias.

Se identificaron tres grupos en la infancia en
la composicién microbiana fecal, dos de los
cuales fueron predominantemente
Bifidobacterium mientras que el tercero,
similar a un enterotipo, estaba enriquecido
en el taxén Preevoteella 9. Los grupos
microbianos no se asociaron con el
comportamiento, sin embargo, prevotella_9
en la infancia se relaciond positivamente
con el comportamiento de externalizacion.
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Describir las diferenciaws en
la relaciéon Firmicutes
/Bacteroides en la infancia y
la nifiez en relacién con el
zBMI en nifios sanos y si una
medida indirecta innovadora
agrega evidencia a una
relacion entre los productores
de SCFA y la etiologia de
obesidad.

Describir la regulacién y el
mecanismo de la microbiota
intestinal en enfermedades
neurodegenerativas,
cardiovasculares,
metabdlicas y
gastrointestinales.

Describir los factores que
afectan la  composicion
microbiana del feto en el
Utero, durante el nacimiento,
la infancia y la nifiez
Describir el vinculo entre la
microbiota intestinal y el
cerebro, asi como el papel del
microbioma en la
configuracion del desarrollo
de las enfermedades
neurolégicas y psiquiatricas
mas comunes.

Describir el microbioma
intestinal en una muestra de
nifios mexicanos afectados

por la obesidad.

No se observd relacion entre la relacion F/B
y el zBMI. Una medida sustituta construida
a partir de productores de SCFA conocidos
no estuvo relacionada con el zBMI durante
los primeros 12 afios de vida. En los analisis
exploratorios con modelos de bosques
aleatorios y multinivel se observé que la
abundancia relativas de Firmicutes vy
Bacteroidentes se asociaron negativa de
forma independiente desde la infancia hasta
la nifiez, y los géneros productores de SCFA
Subdoligranulum y Alistipes se relacionaron
negativamente con ele futuro IMC en la
infancia.

Los metabolitos, moléculas y endotoxinas
liberados por bacterias intestinales afectan
potencialmente la exprecion de niveles de
los neurotransmisores, asi como Sus
precursores y recpetores en el sistema
nervioso central, por via del flujo sanguineo
o por vias del nervio vsgo, afectando asi la
funcion cerberal y el comportamiento
cognitivo. El transplante de microbiotafecal
de taxones bacterianos tiene una gran
utilidad terapéutica para algunos transtornos
neurolégicos.

No aplica

Se observé que el principal componente
responsable de la transferencia de
informacion es el nervio vago, que tiene un
papel importante en la modulacion de la
inflamacion, el mantenimiento de la
homeostasis intestinal y la regulacion de la
ingesta de alimentos., saciedad vy
homeostasis energética. se observé que los
probiéticos como psicobidticos juegan un
papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis neuropsiquiatrica.

No se observé una notable disbiosis de
bacterias, arqueas y virus en el grupo de
nifios obesos en comparacion con el grupo
de peso normal, sin embargo, la comunidad
de arqueas exhibi6 un aumento de
Methanobrevibacter spp. En nifios obseos.
La mayoria de los nifios con peso normal
tienen una comunidad bacteriana intestinal
dominada por Ruminococcus spp. Mientras
gue la mayoria de los nifios obesos tenian
una comunidad dominada por Prevotella

spp.
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Comprender la actual
importancia de la microbiota
para la salud en todas las
etapas de la vida.

Comprender la importancia
de generar y mantener la
diversidad en la microbiota
intestinal para la promocion
de la salud y prevencion de
enfermedades.

Evaluar el estado de nuestra
comprension  del vinculo
entre el microbioma y el
sistema inmunolégico,
nutricién, especificamente en
relacion con tratamientos
probiéticos y prebidticos para
personas desnutridas.

Comparar los microbiomas
de las poblaciones humanas,
colocandolos en el contexto
de los microbios de los
parientes animales cercanos
y lejanos de la humanidad.

Describir las especies vy
composiciéon funcional del
microbioma intestinal
humano, asi como su

variacion en todo el mundo.

Describir el papel
fundamental del microbioma
intestinal en el desarrollo y
funcionamiento del sistema
inmunitario humano.

V. DISCUSIONES:
En este estudio de revision Kumbhare, et al (12) mostraron que en la fase fetal la microbiota
del feto se ve afectada por la dieta y la salud materna y la salud vaginal, en la infancia se
ve afectada por el modo de parto, el termino de parto y la forma de alimentacién del bebe,
y en la fase 3 se ve afectada por la dieta, la genética y la higiene. En las tres fases los
autores coinciden que la exposicion a los antibidticos también afecta a la microbiota del
infante; el uso de antibidticos causa cambios en la composicién de la microbiota porque
inhibe el crecimiento 0 mata a especies patégenas malas, pero también lo hace con las
benéficas y ademés permite el crecimiento excesivo de cepas resistentes a antibioticos,
esto también hace que el individuo sea mas susceptible a infecciones.

Estudios recientes han sefalado la
reduccion de la diversidad microbiana como
uno de los contribuyentes al desarrollo de
enfermedades.

La investigacion experimental y clinica esta
demostrando que los colonizadores
microbianos son una parte funcional y
esencial del organismo humano.

Realizar estudios usando sistemas modelo
para probar la efectividad de los probiéticos
y prebidticos potenciales contra categorias
especificas para ilustrar las alteraciones de
ciertos perfiles de la microbiota.

La perspectiva filogenética mas amplia es
atii para comprender los mecanismos
subyacentes a las interacciones humano-
microbioma.

Se identificaron tres grupos sélidos que no
son especificos de una nacién o continente
Doce genes se correlacionan
significativamente con la edad y tres
maodulos funcionales con el indice de masa
corporal, lo que sugiere un potencial
diagndstico de los marcadores microbianos.
La creciente evidencia revela algunos
factores ambientales que pueden modular
positiva y negativamente el eje micromioma-
intestinal-sistema inmunolégico con
consecuencias.

Savage, et al (2) y Ku et al., (3), coinciden en que la diversidad de la microbiota infantil se
da a partir de la introduccién de alimento solido al bebé, ya que se vuelve mas compleja por
la aparicion de nuevas especies que son capaces de digerir carbohidratos complejos.
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Savage (2) apunta que la composicion microbiana infantil puede tener una posible relacién
con la raza/etnicidad del nifio.

Ou, et al (9) describen la microbiota intestinal encontrada en niflos desde el nacimiento
hasta los primeros 10 afios de vida siendo un predominio de Bifidobacteria, Streptococo y
enterobacterias en los primeros meses de vida, mientras que existe un cambio a predominio
de Prevotella_9 en 6 y 10 afios de edad; mientras que Ku, et al () muestra la diferencia de
la microbiota intestal encontrada en nifilos de 3 semanas a 5 afios alimentados con leche
materna(a), con leche de férmula (b) en etapa de destete (c) y con dieta sélida (d),
encontrando un predominio en (a) bacteroidetes (mayormente bifidobacteria) y
proteobacterias, en (b) firmicutes, en (c) Firmicutes, proteobacteria y actinobacteria y (d)
bacteroidentes y firmicutes; por lo que muestra una evolucién de la microbiota intestinal
segun la alimentacion del recién nacido y el cambio de alimentacion que pueda llevar a una
comida sodlida, permitiendo un correcto metabolismo de los alimentos y su mayor
aprovechamiento.

Bomhof, et al.,(4) y Rodriguez-Hernandez, et al (6), concluyeron que algunos efectos del
kéfir ante sintomas de algunas enfermedades son: aumento de peso y altura, reduccion del
estrefiimiento, aumento de linfocitos en la sangre. Baniasaid et al (5), determiné que el kéfir
preparado con leche de oveja y la de camello tiene mayor potencial antioxidante que los
kéfires que son preparados con leche de cabra y vaca; los antioxidantes también son
conocidos como “eliminadores de radicales libres” ya que retrasan el dafio a las células que
es causado por los radicales libres. Un mayor potencial antioxidante se cree que mejora la
salud en general.

Maya — Lucas et al (14), realizaron estudios de campo, se trabajé con niflos mexicanos
afectados por la obesidad y otros con peso normal, para asi describir las diferencias entre
los microbiomas de estos dos, observaron que no existe una disbiosis notable de bacterias
0 virus en comparacion del grupo de nifios obesos y el grupo con peso normal, pero el grupo
de arqueas mostro un aumento en Methanobrevibacter spp en nifios con obesidad.

Los articulos de Requena T. et al (15) y Davenport E. et (18) al informan que los factores
ambientales tienen mas peso sobre los genéticos en cuanto a la composicion del
microbioma; Requena T. et al(15) demostraron que la reduccion de la diversidad microbiana
es uno de los contribuyentes para el desarrollo de enfermedades. Davenport E. et al (18),
concluye que los factores ambientales tienen una mayor influencia que los factores
genéticos del huésped en la composicién del microbioma intestinal. Pero también sefiala
gue la interaccion de los factores ambientales y genético esta relacionada fielmente a la
dieta.

V. CONCLUSIONES
El microbioma humano conforma parte indispensable de la funcién del neurodesarrollo,
estado cognitivo dentro del desarrollo del infante, la salud intestinal, asi como la
homeostasis de otros drganos y sistemas. Ademas de que se encuentran significativos
cambios de microbiota desde la etapa prenatal hasta la nifiez la cual esta definida de
manera multifactorial (alimentacion de la madre, seno materno y dieta sélida) que permitiran
el correcto metabolismo y absorcion de los nutrimentos provenientes de la alimentacion;
estos cambios evolutivos de la microbiota seran sumamente importantes para identificar los
cambios y diferencias que puedan existir en nifios con Pardlisis Cerebral con o sin
tratamiento de probidticos a través de su crecimiento. Es importante que en futuras
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investigaciones se observe la composicién de la microbiota intestinal de los nifilos con
Paralisis Cerebral, identificando las diferencias que existen entre un nifio sin la condicion
en base a los resultados del articulo presente, donde las diferentes alteraciones que afectan
a un nifio con PC puedan estar relacionadas con la microbiota intestinal, asi como la
observacion del cambio de microbiota en el uso de probiéticos de tipo Kéfir Moderno y su
mejoria en las mdltiples alteraciones que puedan mejorar la calidad de vida de los
pacientes.
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EVALUACION DE LOS NIVELES SERICOS DE ELEMENTOS TRAZA
EN POBLACION ADULTA MEXICANA
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Resumen — Los elementos traza son minerales esenciales para el funcionamiento dptimo del
organismo, éstos son asociados como cofactores de numerosas metaloproteinas, que participan en el
metabolismo de carbohidratos y grasas. El sobrepeso y la obesidad son factores que detonan el estrés
oxidativo y a la postre altera la funcion de estos elementos aumentando o disminuyendo su
concentracion sérica, por lo que es importante desarrollar estudios para valorar su asociacién junto con
otros pardmetros antropométricos y asi prevenir estos trastornos. Se realizd un estudio analitico
transversal en una poblacién de adultos mexicanos, donde se encontr6 una hipertrigliceridemia y baja
concentracion sérica de Cobre en la poblacién de hombres, por su parte la poblacion de mujeres
presentd una baja concentracion sérica de Selenio, ademas se tuvo una asociacion positiva significativa
entre los oligoelementos Magnesio-Zinc y Cobre-Selenio.

Palabras clave — Elementos traza, Magnesio, Cobre, Zinc, Selenio, sobrepeso, obesidad, diabetes,
hipertrigliceridemia.

Abstract — Trace elements are essential minerals for the optimal functioning of the organism, they are
associations as cofactors of numerous metalloproteins, which are involved in the metabolism of
carbohydrates and fats. Overweight and obesity are factors that trigger oxidative stress and ultimately
alter the function of these elements by increasing or decreasing their serum concentration, so it is
important to develop studies to assess their association with other anthropometric parameters and thus
prevent these disorders. A cross-sectional analytical study was carried out in a population of Mexican
adults, where hypertriglyceridemia and low serum copper concentration were found in the male
population, while the female population showed a low serum selenium concentration. In addition, there
was a significant positive association between the trace elements magnesium-zinc and copper-
selenium.

Key words - Trace elements, Magnesium, Copper, Zinc, Selenium, overweight, obesity, diabetes,
hypertriglyceridemia

} INTRODUCCION

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa
gue puede ser perjudicial para la salud. Para establecer que una persona tiene sobrepeso
u obesidad, se utiliza el calculo de indice de masa corporal (IMC). Este célculo se realiza
dividiendo el peso en kilos por el cuadrado de la talla en metros. La causa fundamental del
sobrepeso y la obesidad es multifactorial pues no solo el desequilibrio energético entre la
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cantidad de calorias consumidas y gastadas; la nula actividad fisica consecuencia de la
vida sedentaria de muchas personas, asi como el consumo de alimentos con exceso de
grasas y azucares, puede causar desbalance entre los oligoelementos (1), asi como
también el factor genético heredo familiar (2). Actualmente se ha acufiado el término
sindemia global al conjunto de epidemias como la obesidad, la desnutricion y el cambio
climéatico debido a la afectacion que éstas estan provocando a las personas en todos los
paises y regiones de todo el mundo (3).

Un factor nuevo que se tiene que tomar en cuenta es la reciente pandemia de coronavirus
(SARS-CoV-2) que afect6 los habitos de las personas a nivel global (4). Cabe destacar que
México ocupa el segundo lugar en obesidad en adultos y el primero en obesidad infantil a
nivel mundial desde el afio 2017 (5). En el 2021 se realiz6 la investigacion internacional
sobre las acciones e intervenciones para bajar de peso. Este trabajo incluyé mas de 22 mil
entrevistas a personas de 30 paises distintos, donde se obtuvo que los mexicanos son los
gue mas subieron de peso durante el Gltimo afio (6).

Los oligoelementos son elementos esenciales para el metabolismo celular de todos los
seres vivos. Entre ellos se encuentran el magnesio (Mg), Cobre (Cu), selenio (Se) y zinc
(Zn), los cuales provienen de la dieta en bajas concentraciones. Adicionalmente, estos
oligoelementos intervienen como catalizadores en diversas reacciones del metabolismo.
Hoy en dia, se conocen mas de 300 reacciones enziméticas con Mg, Se y Zn (7). Ademas,
diversos estudios reportan que la deficiencia de algunos micronutrientes se relaciona con
un aumento en la mortalidad materna, el desarrollo fetal, deficiencias en el desarrollo
durante la infancia, asi como un aumento en la incidencia de obesidad y la deposicién de
grasa desde la nifiez, disminucién de la respuesta inmunolégica, aumento en el estrés
oxidativo, resistencia a la insulina, entre otras (8).

Un ejemplo de ello son las personas obesas, donde se ha demostrado una deficiencia de
oligoelementos debido a una mayor necesidad de estos, ya que estan involucrados en el
metabolismo de los carbohidratos y las grasas (9). Ademas, la ingesta nutricional de estos
microelementos también suele reducirse en personas que no consumen suficientes
alimentos vegetales (10). De acuerdo con algunos estudios experimentales, las deficiencias
de estos oligoelementos pueden desempefiar un papel importante en la progresion de la
fisiopatologia de la obesidad como el estado oxidativo e inflamatorio (11). Por otra parte,
cabe mencionar que en México, los estudios de los oligoelementos ha cobrado una mayor
relevancia en los ultimos afios, siendo el Zn uno de los de elementos claves en la nutricion
en poblacién mexicana impacto (12). Sin embargo, aun faltan méas estudios que profundicen
en la informacién de otros oligoelementos en la poblacion mexicana para crear politicas
publicas que consoliden programas sociales para evitar su carencia.
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ll. MATERIALES Y METODOS

Conservacion de la muestra y trazamiento

Las muestras de suero contenidas en tubos Eppendorf (600 uL) se descongelaron durante
toda la noche a 4 °C en una camara frigorifica. Posteriormente se acidificaron con 200 uL
de HNOs concentrado ultrapuro y se les adicion6 un trazador interno (solucion 25 ng/mL de
indio, Bismuto e Iridio), se homogenizé mediante la ayuda de un agitador “vortex” y
finalmente, se almacenaron a 4°C hasta su procesamiento.

Tratamiento de la muestra

La muestra se transfirio a tubos de perfluoroalcoxi (PFA), y se ajusté hasta un volumen final
de 8 ml, la mineralizacién de las muestras se realizdé por medio de la digestién acida por
microondas mediante un equipo (MARS6 CEM, Matthews, Carolina del Norte en modo “One
Touch” para sangre humana). Este proceso se realizé en dos fases, la primera mediante
una rampa con un aumento gradual de temperatura hasta los 200°C durante 15 minutos, y
la segunda manteniendo la misma temperatura durante otros 15 minutos mas. Una vez
completado lo anterior, las muestras se evaporaron a sequedad en vasos de teflon de 50
mL mediante placas de calentamiento dentro de campana de extraccion. Posteriormente,
las muestras se recuperaron en 5 ml de HNO3 concentrado al 2% v/v y se almacenaron en
tubos falcén a temperatura ambiente hasta su cuantificacion.

Determinacion de oligoelementos por ICP-MS

La cuantificacibon de Mg, Cu, Se y Zn se realiz6 por medio de la técnica de
Espectrofotometria de Masas con Fuente de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS (i-
CAP de Thermo Scientific, Alemania)) con celdas de reaccion de colision (modo helio) y
discriminacién de energia cinética (KED). A su vez se realiz6 la estandarizacién del método
usando una disolucion multi-elemetal certificada (Q/RQ, Ba, Bi, Ce, Co, In, Liy U cada uno
con 1.00£0.05 pg/L) y se elabor6 una curva de calibraciébn con disoluciones mono-
elementales certificadas (ICP-MS-68B-A-100 con 4% HNO3 acreditada a ISO/IEC 1705 y
ISO 17034 de Mg, Se y Zn con una concentracion de 1000+0.06 pg/mL cada uno). Una vez
gue las condiciones instrumentales fueron optimizadas se procedio6 al analisis total de Mg,
Cu, Zny Se usando ICP-MS.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio en base al sexo (n=50)

Variable Hombre (n=17) Mujer (n=33)
Edad (afios + DE) 318 87 277 86
" IMC= IMmc=
Antropomeétricos n % (Kglm?) +*DE n Yo (Kg/m?) *DE
Normo peso (IMC < 25 Kg/im?) 8 471 23.46 147 15 4545 229 1.59
Sobrepeso (IMC =6 >25Kg/m®) |5 294 26.7 1.21 14 42.42 27.3 167
Obesidad (IMC = 6 = 30 Kg/m?) 4 235 324 297 4 1212 328 29

= Organizacion Mundial de fa Salud, 2007 Abreviaturas: IMC: Indice de Masa Corporal, DE: Desviacion

estandar

Tabla 2. Datos bioquimicos y niveles séricos de elementos traza de la poblacién dividida por sexo

(n=50)
Homb Muj
Variable ombre wer F
Media *DE Media *DE
Glucosa (mg/dL}) 939 6.46 947 12 68 081
Colesterol (mg/dL) 178.15 10720 1632 66.19 0.55
Triglicéridos (mg/dL}) 2117 4555 142.8 386 0.28
Mg (pg/dL) 2156.18 1011.52 26622 782.3 0.06
Cu (pg/dL) 11.45 3.24 95 3.26 0.06
Zn (pg/dL) 87.67 42.4 108.8 29.7 0.048
Se (pg/L) 1023 1.51 7413 162 0.035
*Prueba de t de Student para muestras independientes (p<0.05).
Tabla 3. Correlacion entre IMC y elementos traza sin distincion de sexo (n=50)
i Mg Cu Zn Se
Variable
r 4] r P r p* r p*
IMC 0235 0.10 0.054 0711 0.096 0512 -0.041 0780
Mg 0.231 0.1 0.274 0.050 -0.182 0211
Cu -0.038 0.793 0.318 0.026
Zn -0.254 0.078

L os datos se expresan mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. *Valores de p significativos
(p=0.05) Abreviaturas: IMC, indice de masa corporal.
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IV. DISCUSIONES

El estudio fue analitico transversal y se analizaron 50 muestras de suero que coresponde
a [hombres (34%) y mujeres (66%)], cuya edad promedio fue de 30.5 (+8.8) afios (Tablal).
Para su analisis, se clasific6 de acuerdo con el sexo y al estado nutricio tomando como
referencia IMC en tres grupos, hormo peso, sobrepeso y obesidad. Los resultados muestran
gue en la poblacion de hombres hubo un mayor porcentaje con normo peso. Sin embargo,
también es considerable el porcentaje en conjunto de individuos con sobrepeso/obesidad.
La poblacion de mujeres se encontré un porcentaje mayor con sobrepeso y una menor
proporcion con obesidad. Cabe destacar que el porcentaje de mujeres con sobrepeso
superaron al de la poblacion de hombres, esto concuerda con lo reportado en la OMS (13).

En lo que respecta a los datos del perfil bioquimico, no observamos diferencias
significativas en los valores de la media de glucosa, colesterol y triglicéridos, entre hombres
y mujeres. Sin embargo, de manera individual existen datos fuera de los rangos normales,
como es el caso de los triglicéridos en la poblacion de hombres, ai como niveles séricos
bajos de Cu (11.45 pg/dL), mientras que en el caso de las mujeres fue de 9.5 pg/dL (valor
normal: 85-180 pg/dL). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Alarcon-Corredor
et al., donde encontré una relacién entre la hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia y
niveles séricos bajos de Cu (14). Por otra parte, encontramos diferencias significativas en
los valores de Zn y Se de acuerdo al sexo, en el caso de Zn ambos valores se encontraron
por encima del limite del valor de corte (>70 pg/dL) establecido por el grupo consultivo
internacional de la nutricion de Zinc (IZINCG), es decir, la poblacion no presentan un riesgo
de deficiencia de este oligoelemento (15). Ademas, Tabla 2 se muestran los niveles de
Selenio en la poblacion de mujeres muestran valores séricos més bajos con 74.13 pg/L
(Valor normal: 95-134 pg/L). Resultados similares fueron reportados en poblacion de
Europa y Latinoamérica (16,17).

En uestro estudio no se encontré una asociacion significativa entre el IMC con alguno de
los elementos traza. Sin embargo, es posible que al aumentar el tamafio de la muestra
podamos encontrar algun tipo de asociacién como se ha reportado en otros estudios. Por
otra parte, encontramos una asociacion positiva significativa entre el elemento Mg con el
Zn, esto concuerda con los estudios de Yadav C. et al. ya que a nivel bioquimico el Mg y el
Zn participan activamente en el metabolismo de los carbohidratos, especialmente en la
sintesis y liberacion de la hormona insulina (18). Asimismo, se encontré una asociacion
positiva significativa entre el Cu y Se (Tabla 3), los cuales juegan un papel importante en la
disminucion del estrés oxidativo en la resistencia a la insulina. Ambos involucrados en
cofactores de importantes enzimas como la superoxido dismutasa y glutation peroxidasa
(19,20).

V. CONCLUSIONES

Este estudio es un acercamiento para entender la importancia de los oligolementos y su
relacién con el sobrepeso y la obesidad. Dentro de nuestras limitantes fue el tamafio de
muestra, por lo que se recomienda ampliar en futuros estudios. Ademas, evaluar el perfil
lipidico que incluya las lipoproteinas HDLc, LDLc, Colesterol Total y Tigliceridos, asi como
el andlisis de insulina y HOMA-IR para evaluar riesgos cardio metabolicos.
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Resumen — La familia de proteinas BCL-2 regulan la muerte celular a través de la permeabilizacion
de la membrana externa mitocondrial y juegan un rol importante en el desarrollo de quimioresistencia
en cancer como resultado de su sobreexpresidn. En este trabajo se presenta un analisis de la interaccién
entre la proteina anti-apoptotica BCL-2 y curcumina, una molécula ampliamente estudiada debido a
sus propiedades antioxidantes y la promocién de apoptosis en glioblastoma y otras células cancerosas.
Usando molecular docking para la generacién del complejo BCL-2-curcumina y Nudged Elastic Band
(NEB-TS), se propone un intercambio proténico que resulté en un cambio conformacional generando
un puente de hidrégeno adicional en el complejo. Favoreciendo la interaccion e inhibicion de la
proteina anti-apoptética BCL-2.

Palabras clave — BCL-2 curcumina, intercambio proténico.

Abstract — BCL-2 family proteins regulate cell death via mitochondrial outer membrane
permeabilization (MOMP) and play an important role in cancer’s chemoresistance development as a
result of its overexpression. In this work it is presented an analysis of the interaction between the anti-
apoptotic BCL-2 protein and curcumin, a widely studied molecule due to its antioxidant properties and
the promotion of apoptosis in Glioblastoma and other cancer cells. Using molecular docking for the
generation of a BCL-2-curcumin complex and the Nudged Elastic Band (NEB-TS) method, a proton
exchange is proposed resulting instead in a conformational change that generates an additional
hydrogen bond in the complex favoring the interaction and inhibition of the anti-apoptotic protein
BCL-2.

Keywords — BCL-2, curcumin, proton exchange.
. INTRODUCTION

BCL-2 family proteins regulate cell death mainly by the regulation of mitochondrial outer
membrane permeabilization (MOMP) driving the release of intermembrane space proteins
followed by caspase activation and apoptosis [1]. Many cancer cells highly express anti-
apoptotic BCL-2 proteins, which prevent the cell from undergoing apoptosis. Anti-apoptotic
proteins from the BCL-2 family possess four BH domains and form a hydrophobic BH3
domain-binding groove when adopting its highly conserved tertiary structure. The protein
family includes proteins that repress cell death - anti-apoptotic proteins- and proteins that
promote cell death - pro-apoptotic proteins-. BCL-2 proteins have regions of specific
sequence homology named BCL-2 homology (BH) domains numbered from 1 to 4 that are
critical for their function. The overexpression this anti-apoptotic proteins is believed to be
related to the development of chemotherapy resistance. Various studies have demonstrated
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that small molecules that bind to the hydrophobic groove of anti-apoptotic BCL-2 are able to
promote or reestablish apoptosis; thus having the potential to be used as anticancer drugs
[1, 2].

Curcumin extracted from Curcuma Longa L is a highly symmetrical hydrophobic molecule
widely studied due to its antioxidant properties. Curcumin has an a,b-unsaturated diketone
- in keto-enol tautomeric equilibrium when found in solution - along two phenol groups in
the aromatic side chains [3]. It is described as a potential anticancer agent by the inhibition
of signaling pathways and their subsequent molecular targets. This compound has shown
the ability to regulate core pathways related to glioblastoma (GBM) cell proliferation,
apoptosis, cell cycle arrest, autophagy, paraptosis, oxidative stress, and tumor cell motility
[4]. In in vitro essays it has been observed that curcumin promotes apoptosis in cancer cells
and promotes the expression of cytoprotective proteins. Further, a novel water-soluble
derivative of curcumin (Cur-[G-2]-OH) demonstrated increased cytotoxicity in rat c6 glioma
cells [5]. Curcumin-induced apoptotic cell death has been associated with downregulation
of BCL-2 proteins, which were shown to be present on most of the sample cells from GBM
patients with age around 56 and are highly expressed in many cancer cells. It is described
as a potential anticancer agent by the inhibition of signaling pathways and their subsequent
molecular targets [1, 4, 6]. Thus, the understanding of the interactions between BCL-2
proteins and novel curcuminoids can elucidate potential therapeutic treatments for GBM.

Il THEORETICAL FRAMEWORK

Cucrcumin increases the BAX:BCL-2 ratio to induce apoptosis by promoting the production
of BAX while inhibiting the BCL-2 protein [4]. The interaction between the BCL-2 protein and
curcumin involves the recognition of curcumin’s keto-enol tautomeric equilibrium in solution.
Thus, the equilibrium constant (K) considered is defined by Eq. (1) [7]

AG°
In 10RT

logK = —
)

Where AG°® stands for free Gibbs energy, In is natural logarithm, R is the gas constant, and
T stands for temperature.

In this work two main tools were used to search for possible interactions between curcumin
and the BCL-2 protein. Molecular docking analyzes the behavior of small molecules in a
protein's binding site to calculate druggability and specificity towards a specific target for
further optimization processes [8]. Additionally, Nudged Elastic Band Method (NEB-TS)
allows for finding the Minimum Energy Path (MEP) between reactants and products; it is an
efficient method for calculating transition states by the construction of a set of images-
replicas of the system [9]. This Density-Functional Theory (DFT) calculation is based on
quantum mechanics using Oppenheimer's approximations to solve the Schrodinger
equation [10].
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lN. METHODOLOGY

Curcumin was analyzed for the fulfillment of Lipinski’s rule for druggability guidelines for new
molecular entities [11]. The equilibrium constant for curcumin was calculated using Eq. (1)
to determine the tautomer with higher presence in solution. Curcumin was optimized with
the software Orca version 4.2.1 [12] using the generalized functional BP86 with solvation
model SMD in water to approximate biological conditions. The selected anti-apoptotic BCL-
2 protein was downloaded from the Protein Data Bank (PDB). The BCL-2 Protein quality
was evaluated with Molprobity and sent to Yasara for its optimization to improve protein’s
Ramachandran plot.

The BCL-2 protein and curcumin complex with the enol tautomer was generated with
AutoDockTools using Kollman charges for obtaining macromolecule-ligand interactions,
inhibition constants and binding energies. Site specific docking was performed by
establishing the grid box coordinates around the protein’s active site, which was already
specified in the protein’s file from the PDB. Curcumin was established to have restricted
rotation in sigma bonds due to the planarity observed in previous studies.

Once the complex was obtained, the coordinates of glycine, arginine, and aspartate residues
showing the formation of hydrogen bonds were selected along with curcumin to be studied
as an independent system. Valence electrons were completed by selecting hydrogens to
maintain electron systems closed. The transition state was calculated with Orca version
4.2.1 using the generalized functional BP86 with solvatation model SMD in water. Based on
the interactions shown in the complex, a proton exchange between curcumin’s deprotonated
oxygen and the arginine’s positively charged nitrogen from the BCL-2 protein was proposed.

IV. RESULTS AND DISCUSSION

Using Eq. (1) the equilibrium constant obtained was [enol] = 102 [Keto], thus exhibiting the
higher presence of the enol tautomer in solution. The enol form is energetically more stable
and depending on the solvent up to 95% can be present as the enol tautomer [13]; thus the
consideration that curcumin mainly interacted with the protein in the enol form. As can be
observed in figure 1, the molecular docking exhibited the formation of hydrogen bonds with
glycine, arginine and aspartate from the BCL-2 protein. The interaction displayed an
inhibition constant of 394.33 uM and a binding energy of -4.64 kcal/mol. The need of high
concentrations of curcumin to inhibit the BCL-2 protein could be related to its hydrophobic
nature that makes it practically insoluble in water reducing its bioavailability. Besides, the
DFT calculations exhibited greater interactions with curcumin from the obtained complex.
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Fig. 1. BCL2-Curcumin Complex Interactions. a) Molecular docking resulting interactions.
b) Product’'s NEB-TS resulting interactions

Bcl2-curcumin Interaction's Energy Diagram in
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Fig. 2. Proposed Proton exchange NEB-TS results. a) and b) Reactants (yellow) and
products (blue) results ¢c) Complex’s protonic exchange and conformation energy diagram
between the ARG A:139, ASP A:140 and GLN A:118 residue

The NEB-TS exhibited greater interactions between curcumin and the BCL-2 protein.
Curcumin’s phenol was deprotonated by an oxygen from aspartate residue leaving the
system with a negative oxygen from curcumin and a positive nitrogen from arginine. Thus,
the proton exchange was proposed; however the phenol was not basic enough to receive
the proton from arginine. Instead, the system showed a conformational change moving the
glycine residue and the enol from a distance of 5.530 A to 2.117 A forming a new hydrogen
bond as can be observed in figure 2. Conformational changes are essential for modulating
enzymatic activity or to expose surfaces needed for protein interactions with other molecules
[14]. Thus, the conformational change produced by the interaction with curcumin could be
enough to inhibit the BCL-2; consequently modifying the Bax:BCL-2 ratio needed to promote
apoptosis in cancer cells. Besides, the more the interactions in the complex, the easiest for
the BCL-2 and curcumin to stay binded together.

The energy diagram generated by the interactions between curcumin and the BCL-2
displayed an energetically favorable interaction as it has AG® of -4.57 kcal/mol (figure 2c).
Although the solubility of curcumin in water is deficient, the interaction is still spontaneous.
Hence, exhibiting the properties of curcumin to be considered for promising treatments in
GBM.
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V. CONCLUSIONS

This study proposed a proton exchange that led to a conformational change increasing the
interaction between the BCL-2 residues and curcumin. Despite the deficient solubility of
curmin in water, the system showed energetically favorable interactions. Overall, the results
exhibited important properties of curcumin to interact with BCL-2 proteins to induce
apoptosis.

For further studies a change of dielectric constant from €= 80 to €= 3-4 will be considered to
simulate with greater accuracy the internal solvation environment in a protein. Therefore,
curcumin’s bioavailability could be increased to improve the interactions in the complex to
promote a greater inhibition of cancer cells.
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Resumen — En este trabajo se lleva a cabo la caracterizacion composicional y nutricional de la flor
de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) mediante el anélisis quimico proximal de la planta para su futuro
aprovechamiento como parte de la dieta de un modelo animal murino para la prevencion y tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). Son comparados los valores de humedad, cenizas, fibra
dietética, proteina, grasas y carbohidratos presentes en el caliz no procesado y el subproducto de la
decoccion de la jamaica. Los resultados indican que el subproducto tiene aproximadamente el doble
de fibra total dietética e insoluble que el céliz, lo que previene la obesidad y tiene un efecto reductor
de la resistencia a insulina en la DMT2, por lo que se concluye que es conveniente aprovechar esta
version de la planta que usualmente se desecha.

Palabras clave — Hibiscus sabdariffa L., analisis quimico proximal, diabetes mellitus tipo 2, caliz,
subproducto.

Abstract — In this work, the compositional and nutritional characterization of the roselle flower
(Hibiscus sabdariffa L.) is carried out through proximate chemical analysis of the plant for its future
use as part of the diet of a murine animal model for prevention and treatment of type 2 diabetes mellitus
(T2DM). The values of moisture, ashes, dietary fiber, protein, fat, and carbohydrates present in the
unprocessed calyx and the by-product of the roselle decoction are compared. The results indicate that
the by-product has approximately twice the total dietary and insoluble fiber of the calyx, which helps
prevent obesity and has a reducing effect on insulin resistance in T2DM, so it is concluded that it's
convenient to take advantage of this version of the plant that is usually discarded.

Keywords — Hibiscus sabdariffa L., proximate chemical analysis, type 2 diabetes mellitus, calyx, by-
product.

l. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) representa un problema en ascenso en México y en el mundo,
siendo una de las enfermedades crénicas mas comunes, y cuyas diversas y graves
complicaciones como la insuficiencia renal, ceguera y Ulceras neuropéticas (pie diabético)
acarrean un enorme costo tanto monetario como humano (Crandall et. al, 2008). Se trata
de una alteracion del metabolismo que conduce a hiperglicemia, causada por la deficiencia
de insulina o de su accion.
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En el caso de la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), esta es producida por el mal
funcionamiento de los receptores celulares de insulina, por lo que, a pesar de la presencia
de la hormona, esta no puede ser utilizada de manera normal para internalizar la glucosa
de la sangre en las células. Este tipo representa mas del 95% de los afectados por diabetes
(OMS, 2021), es padecida por el 5 al 8.5% de la poblacion adulta (Pfeiffer & Klein, 2014) y,
a diferencia de la diabetes mellitus tipo 1, cuyo tratamiento estd basado simplemente en el
suplemento artificial de insulina, el hecho de que se desconozca la causa exacta de la DMT2
representa un reto en su tratamiento e incita a realizar adelantos en su prevencion,
buscando alternativas efectivas, econémicas e incluso naturales, como lo son las plantas
medicinales.

Hibiscus sabdariffa L., conocida comunmente como flor de jamaica, es una planta originaria
de Africa Tropical, perteneciente a la familia Malvaceae y de uso popular por sus
preminentes caracteristicas organolépticas. Muchas de estas caracteristicas deben su
existencia a la presencia de diversos compuestos quimicos como las antocianinas que le
dan su color rojo, polisacaridos como el mucilago y la pectina que contribuyen a su
estructura, y diferentes aceites esenciales (Da Costa Rocha, et. al, 2014). M4s alla de esto,
el amplio catalogo de sustancias que componen a la jamaica, le confiere un gran nimero
de actividades bioldgicas y efectos positivos en la salud. Se ha reportado para H. sabdariffa
L. la presencia de fenoles, alcaloides, taninos, flavonoides y saponinas en las hojas, tallo y
raiz de la planta; y se le ha atribuido actividad diurética, hipotensora, antibacteriana,
regenerativa, antiviral, hipocolesterolémica, antioxidante, entre otras (Sumaya, et. al, 2014).

De manera similar, la composicion nutrimental, es decir, la proporcién de cada nutriente
presente en el alimento puede hacer que su ingesta en cantidades incrementadas sea tan
efectiva en el control de una condicién médica como lo son los farmacos convencionales y
costosos. Un alto consumo de fibra, por ejemplo, ha mostrado una disminucion del 20% al
30% en el riesgo de desarrollar DMT2, aunque se sabe que esta cantidad de fibra dietética
(>50 g/d) es dificil de consumir sin el uso de suplementos alimenticios (Weickert y Pfeiffer,
2018). Es por ello que el subproducto de la decoccién de H. sabdariffa L., es decir el céliz
residual de la preparacion del agua de jamaica, una importante fuente de fibra y otros
nutrientes usualmente desperdiciados, representa una posible solucién a este problema.

Asi, en este trabajo se determinara y comparara el contenido nutricional de H. sabdariffa L.
por medio de andlisis quimico proximal en el caliz y en el subproducto de su decoccién. Se
pretende ligar cada uno de estos valores con la actividad metabdlica y el beneficio que
proporcionan en la diabetes mellitus tipo 2, con la finalidad de preparar un alimento
nutracéutico que funcione de manera preventiva y/o terapéutica en la enfermedad.
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Il. MARCO TEORICO
A. Andlisis Quimico Proximal

También conocido como método de Weende, se trata de un conjunto de técnicas que
permite determinar en un laboratorio el valor nutritivo de un alimento de manera cualitativa.
Estos andlisis revelan el contenido de humedad, cenizas, proteina, fibra y, grasas.

1) Humedad

Es determinada evaporando toda el agua de la muestra mediante el secado en un horno
por un tiempo determinado, de manera que la diferencia entre el peso del material hUmedo
y el residuo seco represente la cantidad de humedad existente en el alimento.

2) Cenizas

En este procedimiento la materia organica de los alimentos es oxidada en la calcinacion de
las muestras a altas temperaturas, quedando como residuo las cenizas que representan los
componentes organicos o minerales totales del alimento.

3) Extracto etéreo

Para la medicion de los lipidos presentes en la muestra, es necesaria primero su extraccion
con un solvente organico, debido al caracter apolar de la molécula que le confiere buena
solubilidad en sustancias hidrocarbonadas. La extraccion se lleva a cabo en el equipo
Goldfish, un aparato de extracciébn de grasa automatizada, que funciona mediante un
sistema de reflujo continuo con solvente caliente que se evapora y después condensa sobre
la muestra. Por su afinidad con los lipidos el solvente organico ocasiona la extracciéon de
estos de la muestra sélida, que caen en forma de gotas sobre el solvente, manteniéndose
estos dos en contacto directo durante todo el proceso.

4) Proteina

Para la determinacion del porcentaje de proteina cruda se utiliza el método Kjeldahl, basado
en una digestién con acido sulfdrico que oxida a los compuestos carbonados y reduce al
nitrégeno a sulfato de amonio. El equipo BUCHI para determinacion de compuestos
nitrogenados permite neutralizar la solucion con NaOH al mismo tiempo que se destila para
liberar el gas amoniaco. La mezcla con &cido bérico permite que se formen cantidades
iguales de amonio y ion borato, por lo que al titular este ultimo con HCI el volumen utilizado
para neutralizar es proporcional a la cantidad de nitrégeno en la muestra. Es importante
saber que el contenido de nitrégeno en las proteinas es aproximadamente de 16%,
equivalente a 6.25 o el factor de Kjeldahl, ya que con este dato se puede calcular la cantidad
de proteina en el alimento en base a su contenido de nitrégeno.
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5) Fibra Total Dietética (FTD)

La fibra dietética comprende a las sustancias organicas provenientes de plantas que el
cuerpo humano no puede digerir o absorber, es por esto que para su cuantificacion es
necesario hacerla disponible. La fibra dietética insoluble (FDI), conformada por celulosa,
hemicelulosas y lignina, se extrae mediante la digestidon enzimatica con a-amilasa, proteasa
y glucoamilasa provenientes de microorganismos que contiene el Kit de Ensayo de Fibra
Dietética de Sigma-Aldrich. Por otro lado, la fibra dietética soluble (FDS), comprendida por
pectinas, gomas, mucilagos, ciertas hemicelulosas, entre otros, es precipitada con alcohol.

6) Carbohidratos

Dentro de los carbohidratos se incluyen tanto a azucares simples y disacaridos,
polisacéridos almidonados digeribles por el organismo, asi como a los incluidos en la fibra
dietética. Por lo tanto, su contenido en un alimento se obtiene mediante el restante de todos
los demés nutrientes determinados.

(AOAC, 2019) (Reyes Sanchez & Mendieta, 2000)
. MATERIALES Y METODOS

Para la obtencion de las muestras para los andlisis de esta investigacion, se realizaron 3
decocciones independientes de caliz de H. sabdariffa L. El liquido obtenido se filtré para
separar el subproducto, el cual se puso a secar junto con caliz sin procesar de la misma
procedencia, también por triplicado. Una vez secas, todas las muestras fueron trituradas.

El analisis quimico proximal de H. sabdariffa L. se realiz6 en base a las metodologias
establecidas por la AOAC en para determinacion de humedad, cenizas, grasa, proteina y
fibra. Las formulas utilizadas para realizar el calculo de los diferentes porcentajes se
encuentran listadas en el anexo.

Se realiz6 la determinacion de humedad por secado en un horno con circulacién de aire
forzado y diferencia de peso en charolas a peso constante. El contenido de cenizas fue
cuantificado por medio de calcinacion de la muestra y diferencia de peso en crisoles a peso
constante. El extracto etéreo se determiné mediante Goldfish y diferencia de peso. Para la
cuantificacion de proteina se llevé a cabo el método Kjeldhal mediante el equipo para
digestion y destilacion de compuestos nitrogenados marca BUCHI, asi como el equipo de
titulacion semiautomatica. La FTD, asi como sus partes soluble e insoluble, fueron
determinadas usando el kit de ensayo de fibra total dietética de Sigma-Aldrich.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Andlisis quimico proximal en caliz y subproducto de la decoccién de H. sabdariffa
L.

Andlisis bromatolégico Caliz Subproducto
Humedad (%) 17.23 +0.15 5.68 + 0.31
Cenizas (%) 13.27 £ 0.01 7.43+0.14
Extracto Etéreo (%) 0.21+£0.0 0.38+0.0
Proteina cruda (%) 56+0.1 55+0.0
Hidratos de Carbono (%) 26.36 £ 0.54 1.21 +1.57
Fibra dietética

Fibra total dietética (FTD) (%) 37.32£0.58 79.79+1.73

Fibra dietética soluble (FDS) (%) 6.17 £ 0.45 17.71 + 0.07

Fibra dietética insoluble (FDI) (%) 31.15+1.03 62.08 +1.81

La Tabla 1 muestra los resultados del analisis quimico proximal para el caliz y el subproducto de la
decoccién de H. sabdariffa L como el promedio de los triplicados realizados para cada parametro y
su desviacion estandar. También se calculo el coeficiente de variacion, con lo que se comprobo la
uniformidad de los resultados.

El contenido de humedad, de 17.23+0.15% para el caliz es alto a comparacién con el
reportado por Ajala et. al (2013) y se puede deber a la temperatura usada en este estudio
para secar la muestra, que fue de 45°C, mientras que la usada por Ajala fue de 105°C. A
pesar de esto, el % de humedad obtenido para caliz sigue siendo mayor al obtenido para el
subproducto, de 5.68+0.31%. Este valor bajo representa un menor riesgo de contaminaciéon
en el alimento durante su almacenamiento, ya que el agua es un buen medio de crecimiento
microbiano.

El contenido de cenizas en el caliz fue de 13.27+0.01%, mientras que en el subproducto fue
de 7.43+0.14%, similares a los de Ajala en cuanto a la proporciéon humedad/cenizas y al de
Luvonga et al (2010) de 12.2% para el céliz. Estos resultados quieren decir que existe una
mayor de cantidad de minerales en el céliz fresco que en el residuo, componentes que
seguramente quedan extraidos en el agua de jamaica.

Segln Santos et al. (2022), el extracto etéreo, 0 grasas, se presenta normalmente en una
proporcion minoritaria en H. sabdariffa L., de en promedio 0.4%, lo cual coincide con el
obtenido en este proyecto de 0.21+0.0% para el céliz y 0.38+0.0% para el subproducto. A
pesar de encontrarse mayor cantidad en el subproducto, sigue siendo un valor bastante
bajo, lo cual reduce la tendencia de padecer obesidad, ya que ésta se relaciona con un
contenido alto de grasa en los alimentos.

El contenido de proteina cruda fue muy similar en ambas muestras, siendo de 5.6+0.1%
para el céliz y de 5.5+0.0% para el subproducto, lo que significa que no hay perdida de
estos componentes durante la decoccion. Estos valores coinciden con el de 5.5% para caliz
reportado por Jabeur et. al (2017). La presencia de proteina en el subproducto es una
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caracteristica ventajosa para su uso como ingrediente de una dieta preventiva de DMT2, ya
que la sustitucidon de proteina animal por proteina de origen vegetal se asocia con una
disminucion del 18% del riesgo de desarrollar la enfermedad (Weickert y Pfeiffer, 2018)

La fibra dietética has sido asociada con un efecto contra la obesidad y sus complicaciones,
entre las que se encuentra la diabetes. Por esta razon el contenido de FTD de 79.79+1.73%
del subproducto contra el 37.32+0.58% del céliz demuestra la factibilidad de aprovechar
este residuo como ingrediente funcional para la prevencion y tratamiento para
enfermedades cardiovasculares. El incremento observado se debe a que la fibra total
dietética se concentra durante el proceso de decoccién como consecuencia de la lixiviacion
de carbohidratos simples y polifenoles extraibles. En el estudio de Amaya-Cruz et al. (2017)
el contenido de FTD fue de hasta 67.73% para el subproducto. Esta diferencia se puede
deber a la marca y cultivo de procedencia del producto, asi como al tiempo de decoccién
empleado, que al incrementar permite extraer mayor cantidad de los demas componentes
del caliz, por lo que el subproducto queda méas concentrado de fibra.

En ambos casos el porcentaje de FDI fue mucho mayor al de FDS, siendo de 31.15+1.03%
para el célizy de 62.08+1.81% para el subproducto. El alto contenido en este ultimo lo hace
beneficioso contra la obesidad, ya que se ha demostrado que la FDI afecta a la beta
oxidacién de acidos grasos (Isken et al., 2010), y como su nombre lo dice, su incapacidad
insolubilizarse y ser absorbida por el cuerpo en la digestion se atribuye a un incremento en
la excrecion fecal de lipidos. Especificamente en la DMT2, la fibra insoluble tiene la
capacidad de reducir la resistencia a insulina que caracteriza a la enfermedad, aunque aun
no se conocen los mecanismos responsables (Weickert y Pfeiffer, 2018).

Por otro lado, los valores obtenidos de FDS son de 6.17+0.45% y 17.71+0.07% para caliz
y subproducto respectivamente. Si bien tiene un efecto benéfico en la reduccion del
colesterol total y LDL, y comparte caracteristicas de la fibra insoluble, como incrementar la
saciedad y la disminuir el aumento de peso, la fibra soluble no tiene una asociacion
relevante en la reduccion del riesgo de diabetes, y su efecto hipoglicemiante Gnicamente es
postprandial (Weickert y Pfeiffer, 2018).

Finalmente, el porcentaje de carbohidratos por resta corresponde al 26.36+0.54% en el caliz
y a 1.21+1.57% en el subproducto, por lo que este Ultimo también seria beneficioso para
pacientes diabéticos debido a la baja tolerancia al azUcar y su incapacidad de tomarla
eficazmente del torrente sanguineo.

IV.CONCLUSION

El analisis quimico proximal del céliz y el subproducto de la decoccion H. sabdariffa L. revelo
valores en el subproducto que lo hacen ventajoso con respecto al caliz para su uso como
alimento funcional en el tratamiento y prevencion de DMT2: la disminucién de humedad,
grasay carbohidratos, la conservacién de proteina, y, principalmente, el incremento de fibra
total dietéticaa, en especial de la porcion insoluble. Por lo anterior se concluye que el
subproducto de la reparacion del agua de jamaica, actualmente tratado como residuo sin
valor, es apto y recomendable para ser aprovechado como ingrediente fundamental en una
dieta en contra de DMT2.
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ANEXO

A. Férmulas para analisis quimico proximal

muestra humeda(g)—muestra seca(g)

0 —

% Humedad = muestra humeda(g) x 100 (l)
o : _ cenizas (g)

% Cenizas = muestra inicial(g) x 100 (2)

% EE = —9795¢@)___ 100 ©)

muestra inicial (g)

HCl muestra (ml)—HCI blanco(ml)x N HCL x PM N Xf Kjeldahl

% Proteina = 1000 x muestra inicial (g) x 100 )
% Fibra (soluble o insoluble) = Te‘:iizzt(r‘? :nCLeC?Z?;)(g ) x 100 (5)

% FTD = FDI + FDS (6)

% Carbohidratos (no fibra) = (100 — %H — %C — %EE — %P) — FTD (7)
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Resumen —El envejecimiento y las enfermedades emocionales de las personas de la tercera edad han
sido temas de interés para muchos investigadores En la vejez el estudio de las emociones y de cémo
éstas afectan en la adaptacion y calidad de vida de las personas mayores, algunos autores ponen de
manifiesto la importancia de la Inteligencia Emocional y Salud Mental en este grupo etario.

Palabras clave — Salud mental, Adultos Mayores

Abstract — Aging and emotional illnesses in the elderly have been topics of interest for many
researchers In old age, the study of emotions and how they affect the adaptation and quality of life of
the elderly, some authors emphasize |1 manifest the importance of Emotional Intelligence and Mental
Health in this age group.

Keywords — Mental Health, Elderly.
I. INTRODUCCION

La poblacion mundial esta envejeciendo, misma que experimentando un aumento en el
namero y la proporciébn de personas adultas mayores. Entre el afio 2015 y 2050 la
proporcion de la poblacién mundial mayor de 60 afios se multiplicara casi por dos, pasando
del 12% al 22% (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2017)

Por lo cual, es importante el estudio del envejecimiento que se entiende como un proceso
dinamico, gradual, natural, e inevitable, en el que se dan cambios a nivel biolbgico, corporal,
psicolégico y social (Vélez et al., 2018)

Se entiende por envejecimiento de una poblacidn el aumento de la proporcion de personas
de edad avanzada con respecto al total de los individuos (personas mayores de 65
afios/total poblacion), que habitualmente se expresa en forma de porcentaje. (Esmeraldas,
2019)

La OMS (2017), indica que los adultos mayores pueden sufrir problemas fisicos y mentales.
Més de un 20% de las personas que pasan los 60 afios sufren algun trastorno mental o
neural, como demencia y depresién que a escala mundial afecta aproximadamente entre el
5% y 7%, en consecuencia, a ello en América Latina y el Caribe afecta al 5% de la poblacién
adulta, por lo que debe ser atendida y apoyada tanto a nivel social como psicologico
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El envejecimiento y las enfermedades emocionales de las personas de la tercera edad han
sido temas de interés para muchos investigadores, dando importancia al manejo positivo
de las emociones en los adultos mayores, entendiendo que éste juega un papel importante
en la vida cotidiana de dicho grupo etario. En la adultez mayor se presentan trastornos del
estado &nimo que consisten en periodos prolongados de tristeza y jubilo excesivo que
interfieren en la funcionalidad normal del ser humano, quienes por diferentes circunstancias
como el abandono familiar, el deterioro fisico, mental y un inadecuado manejo de la
inteligencia emocional y salud mental son susceptibles a desencadenar sintomatologia
depresiva. Estas alteraciones emocionales producen cambios a nivel cognitivo, fisiolégico
y comportamental (Simancas, 2019).

La salud no es solamente la ausencia de enfermedades sino la resultante de un complejo
proceso donde interactlan factores bioldgicos, econdmicos, sociales, politicos y
ambientales en la generacién de las condiciones que permiten el desarrollo pleno de las
capacidades y potencialidades humanas, entendiendo al hombre como un ser individual y
social (Carranza, 2002).

Para conceptualizar la salud mental se puede presentar en diferentes dmbitos como
clinicos, sociales y culturales; que segun Carranza en el 2002 logra conceptualizar la salud
mental en estos diferentes &mbitos definiéndola en el ambito clinico como ya una patologia
mental como tal, en la psicologia entiende la salud mental como un estado positivo y no la
mera ausencia de trastornos mentales y en el ambito cultural- social se habla de salud
mental como el desarrollo general de los aspectos psicosociales y conductuales, la
percepcion de la salud y la calidad de vida por parte de la poblacién, la forma con que se
cubren las necesidades basicas y se aseguran los derechos humanos y la atencién de
trastornos mentales.

Segun Ugarriza (2001) la Inteligencia Emocional se va incrementando con los afios. En la
tercera edad comprender la forma de expresar la Inteligencia Emocional es fundamental,
ya que un envejecimiento grato implica un adecuado manejo en el aspecto emocional tanto
a nivel intrapersonal como interpersonal (Bello y Yafiez, 2012). La Inteligencia Emocional
ayuda a adquirir recursos de afrontamiento a los cambios relativos a la vejez, lo que conlleva
una mejora de la Calidad de Vida de la poblacién anciana.(Bermudez et al., 2017)

En la vejez el estudio de las emociones y de cédmo éstas afectan en la adaptacién y calidad
de vida de las personas mayores, algunos autores ponen de manifiesto la importancia de
la Inteligencia Emocional y Salud Mental en este grupo etario. (Bermudez et al., 2017)

Ahumada en el 2011 al estudio de diferentes investigaciones resulto que niveles elevados
de inteligencia emocional se relacionan significativamente con bienestar emocional y salud
mental, es decir que, a mayor inteligencia emocional, mayor salud mental. Asimismo,
niveles bajos de inteligencia emocional se relacionan con ciertos problemas emocionales,
mayor ansiedad, depresion y estrés, problemas de personalidad y tendencia a conductas
adictivas. Por lo tanto, segun estos estudios las personas emocionalmente inteligentes,
tendran una mejor salud mental.

VERANL LE
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MATERIALES Y METODOS

La revision sistematica de literatura se analiz6 por estudio indexados, en bases de datos,
se incluyeron articulos originales, transversales, descriptivos correlacionales que
analizaban las variables de salud mental, inteligencia emocional en personas adultas
mayores de 60 afios, publicados en revistas del area de la salud. Entre los afios 2012 al
2022. La busqueda de literatura inicio en el mes de junio y finalizo en el mes de agosto del
2022.

El procedimiento de busqueda comenzé a partir de las herramientas de los descriptores,
Medical Subject Headings (MeSH) y Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS). Se
consulturon 4 bases de datos cientificas: Biblioteca Virtual de Salud BVS, Pub Med, Google
académico y EBSCO. Con ayuda de los descriptores y de los operadores boleanos AND y
OR se realizaron las siguientes combinaciones: Mental Health AND emotional intelligence
AND elderly (16100 articulos encontrados en Google Académico; 54 en BVS- Medline; 294
en PubMed y 26 en EBSCO), de donde se obtuvieron los articulos al completar con los
criterios de inclusion. Las palabras clave que se utilizaron en la revision trabajaron en dos
idiomas (inglés y espafol) para ampliar la busqueda (Tabla 1).

En el proceso de seleccidn de estudios se utilizé el diagrama de flujo Prefeerred Rebrting
IITEMS for Systematic Reviws and Meta-Analyses (PRISMA) (Figura 1). Se considero la
informacién cientifica que contaban las variables e informacion de interés a partir, del titulo,
resumen, objetivo, métodos, resultados, conclusiones y palabras clave. Encontrandose un
total de 33 articulos potenciales transversales, descriptivos y correlacionales que
analizaban las variables de salud mental, inteligencia emocional en personas adultas
mayores de 60 afios, publicados en revistas del &rea de la salud. (Figura 1)

La extraccion de los datos de los articulos consistio en la lectura de cada uno de ellos por
lo que se identificd y se representd en tablas el autor, el afio, el objetivo, instrumentos de
medicién y conclusiones.

Tabla 1. Palabras clave utilizadas en idioma espafiol e inglés por los descriptores MeSH y DeCs

Espaiiol Ingles

Adulto Mayor Older people
Elderly
Olders

Salud Mental Mental Health

Inteligencia Emocional Emocional Intelligence

F
1 r
) o
S bl

[
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1. RESULTADOS

Autor y afio Pais de Revista 0 Muestra

procedencia tipo de

revista

Rosales R. , Cuba MEDISAN, 15 adultos
Garcia R. y revista mayores
Quifiones E. medica
(2014)
Flores E. et México UARICHA 333 adultos
al. revista de mayores
(2013) psicologia
Aravena J., Chile Pan Hombres adultos
Gajardo J.y American mayores de chile
Saguez E. Journal of
(2018) Public Health
Oliveira G. et = El Salvador Journal of 13 personas
al (2018) Nursing ancianas

Dimensiones de Salud
mental

Signos relacionados con

el animo; alteraciones
conductuales; signos
biolégicos;  Variaciones
del ciclo suefio-vigila;

alteraciones ideacionales
(pensamiento)

Sintomas somaticos;
ansiedad-insomnio;
disfuncién
depresion

social;

Sentimientos

relacionados a la
enfermedad crénica
;Cambios en los habitos
de vida después de
descubrir la enfermedad

Instrumento utilizado

Test psicométrico Cornell
Index

WHOQOL-BREF y
Cuestionario de salud
general de Goldberg

Encuesta Nacional de

Salud (ENS), Estudio
Nacional de
Dependencia en las
personas mayores
(ENADEAM), encuesta
de caracterizacion

sociodemografica
nacional (CASEN)

Mini mental State
Examination, Semi-
structured interview

Relacién con otras
variables

Estilo de vida
autopercepcion y
salud mental

Salud mental y calidad
de vida

depresién y sintomas
depresivos, suicidio e

ideacion suicida, vy
consultas de salud
menta

Relacién
enfermedades
crénicas y  salud
mental
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Agudelo-
Suarez,
Posada-
Lopez y
Meneses-
Gomez (2015)

Peru

Revista Peru 342
Med Exp mayores
Salud Publica
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Adultos

cronica ;Dificultad para

aceptacion de la
enfermedad crénica y La
busqueda por la
espiritualidad para
aceptacion de la
enfermedad crénica

Disfuncion social;

ansiedad y depresion;
perdida de confianza

prepared by the
responsable researches
and a sociodemografic
form

GHQ12, Duke-11,
Sociodemograficas
(edad, sexo, estrato
socioeconémico,  nivel
educativo, zona de
residencia, estado civil y
ocupacion.)

Mala salud mental,
apoyo social, variables
sociodemograficas
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La busqueda de informacion incluyo articulos potenciales de la variable de interés de los
ultimos 10 afios, de los cuales 5 fueron los incluidos publicados en idioma ingles y espafiol,
se identificaron muestras poblacionales entre 13 y 342 participantes, los articulos derivaban
de los paises como: Cuba, México, Chile, El Salvador y Pera.

La salud mental obtiene diferentes dimensiones tales como signos relacionados con el
animo; alteraciones conductuales; signos bioldgicos; variaciones del ciclo suefio-vigila;
alteraciones ideacionales (pensamiento), disfuncion social; depresién y ansiedad. Los
instrumentos utilizados fueron Test psicométrico Cornell Index; Cuestionario de salud
general de Goldberg; Mini mental State Examination, Semi-structured interview prepared by
the responsable researches and a sociodemografic form; GHQ12, Duke-11.

El andlisis de los resultados fue descrito con caracteristicas generales con los datos mas
importantes, indicando el autor y afio de publicacion, pais de procedencia, revista en donde
se public6, muestra, dimensiones de la variable, instrumentos de medicion utilizados y
relacién con otras variables.

V. CONCLUSIONES

La salud mental es una variable estudiada de una manera patolégica-medica tales
como enfermedades mentales diagnosticadas; por lo cual es una variable que debe de ser
estudiada en otros niveles no solamente la ausencia de enfermedades sino como un
complejo proceso donde interactuan factores biologicos, economicos, sociales, politicos y
ambientales, por lo cual para una poblacién vulnerable como el adulto mayor el estudio de
esta misma es de suma importancia para mejorar la atencién del adulto mayor y de igual
manera analizar los instrumentos de medicién y que las dimensiones sean mas que un nivel
patolégico, por Ultimo, es importante evidenciar que existe una escaso numero de
instrumentos validados en poblacién mexicana.
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Resumen — Estudios recientes han demostrado que los alimentos juegan un papel preventivo y
terapéutico contra enfermedades; existe evidencia de los efectos benéficos que tienen los frutos rojos,
como las fresas, en la prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares relacionado por su
contenido de antioxidantes y composicién nutrimental baja en azlcares y calorias. El objetivo de este
trabajo experimental fue determinar las caracteristicas proximales y cuantificar compuestos
polifenélicos en bebidas a base de jugo de fresa y en bebidas adicionadas con subproducto del
procesamiento de la misma. Se encontrd que la bebida adicionada con el subproducto incrementa el
contenido de fenoles totales y de la fibra dietaria en comparacién a la bebida de fresa que no fue
enriquecida.

Palabras clave — fresas, bebidas, compuestos polifendlicos

Abstract — Recent studies have shown that food plays a preventive and therapeutic role against
diseases; there is evidence of the benefical effects that berries, such as strawberries, have on the
prevention and treatment of cardiovascular diseases related to their antioxidant content and nutritional
composition low in sugar and calories. The objective of this experimental work was to determinate the
proximal characteristics and quantify polyphenolic compounds in beverages based on strawberry juice
and in beverages added with by-product of the processing of the same, it was found that the beverage
addes with the by-product increases the content of total phenols and dietary fiber compared to the
strawberry beverage that was not enriched.

Keywords — strawberries, beverages, polyphenolic compounds.

l. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de afecciones que afectan al
corazoén y los vasos sanguineos?, son consideradas una epidemia ya que el nimero de
casos de personas que la padecen se ha incrementado, logrando que en nuestro pais sea
la primera causa de fallecimiento. Entras patologias generalmente son resultado de llevar
habitos alimenticios poco recomendados como un alto consumo de grasas, azucares y
menor fibra dietaria, por lo que como parte de la prevencion y del tratamiento para las ECV
se recomienda modificar la dieta a partir de un aumento en el consumo de frutas y verduras
y reducir el consumo de alimentos procesados.?

Los alimentos que contribuyen a reducir los riesgos de padecer algunas de las
enfermedades crénicas como lo son las ECV son los alimentos funcionales, los cuales son
ricos en compuestos bioactivos benéficos para la salud.® Algunos de los alimentos
funcionales recomendados para las ECV son los frutos rojos, como las fresas, las cuales
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son ricas en compuestos polifenélicos como los flavonoides, los cuales incluyen a las
antiocianinas que diversos estudios epidemiolégicos han demostrado que el consumo de
estos compuestos polifendlicos, los cuales representan alta capacidad antioxidante ayudan
a reducir los factores de riesgo cardiovascular y con ello previenen las ECV.*

Los beneficios de la fresa se han identificado en su consumo de forma fresca como en
bebidas. No obstante, durante su procesamiento, se obtienen diversos subproductos los
cuales son poco aprovechados y han demostrado retener compuestos polifenélicos y fibra
dietaria. Por lo que el aprovechamiento de estos subproductos representa una alternativa
para enriquecer otros productos como las bebidas, lo cual incrementara la concentracion
de sus compuestos polifendlicos y fibra dietaria, y con esto los beneficios que tienen sobre
la prevencion y control de ECV ya reportadas.

I. MATERIALES Y METODOS
A. Formulacion de las bebidas de fresa

Las bebidas se prepararon a partir de jugo natural de fresa y el subproducto de dicho
proceso. La bebida A se prepar6 utilizando jugo de fresa (40%), agua (60%),
edulcorantes no caléricos (sucralosa y acesulfame), acido citrico y sorbato de potasio
como conservador. Por otro lado, la bebida B tenia la formulacién base de la bebida
B y se le adicion6 subproducto de fresa (25%).

B. Cuantificacion de compuestos polifendlicos
1) Fenoles totales

Para preparar la curva estandar se utilizaron soluciones estandar de acido gélico (0.1
mg/mL). Se diluyeron 100 yL de cada bebida en 400 pL de agua destilada, luego se
afiadieron 10 pL de las muestras diluidas a 40 pL de agua destilada. Después se
agregaron 25 uL de Folin-Ciocalteu y 125 pL de carbonato de sodio, se dejé reposar
30 min y la absorbancia se leyé en un espectofotometro UV-VIS a 765 nm y
posteriormente se compard con la curva estandar. Los resultados se expresaron
como mg de equivalentes de acido gélico por mL de muestra.

2) Antocianinas totales

Se utilizaron dos soluciones buffer: KCI 0.25 M a un pH de 1.0 y acetato de sodio 0.4
M a un pH de 4.6. A 50 pL de muestra se le agrego, por separado, cada uno de los
buffers y posteriormente se midié la absorbancia a 510 nm y 700 nm. Los resultados
se expresaron como mg equivalentes de cianidina-3-glucésido por mL de muestra.
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C. Andlisis proximal
El andlisis proximal de las bebidas se llevd a cabo siguiendo los métodos de la AOAC:
humedad 925.10, cenizas 942.05, proteina 920.15, grasa 920.39, carbohidratos totales
por diferencia y fibra dietética 941.43.
D. Determinacién de caracteristicas fisicoquimicas
1) pH
El pH se determiné a partir de la metodologia descrita en la NMX-F-317-S-1978 para
la determinacion de pH en alimentos con un potenciémetro con electrodo de vidrio
(Horiba F-74BW).
2) Acidez Titulable

La acidez titulable se determiné a partir de la metodologia oficial de la AOAC 942.15
en productos de frutas por medio de un potenciémetro.

3) Grados Brix
La concentracion de solido solubles totales fue determinada por la metodologia oficial
de la AOAC 932.12 para grados Brix en frutas y productos de frutas, utilizando un
refractometro (Hanna Instruments Hi 96801).

. RESULTADOS

Tabla 1. Cuantificacion de compuestos polifendlicos de las bebidas de fresa

Parametro Bebidas

A B
Fenoles totales (mg eq AG* 0.53+0.03 1.00 £ 0.05
/mL)
Antocianinas totales (mg eq 0.49 +0.04 0.03+£0.00
C3G**/ mL)

*AG: Acido Galico *C3G: Cianidina-3-glucésido

Tabla 2. Composicion proximal de lasbebidas de fresa

Parametro Bebidas
A B
Humedad 96.90 + 0.39 95.94 + 0.67
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Cenizas 0.53+0.02 0.18 +0.01
Materia organica 99.46 + 0.02 99.81+0.01
Proteina 0.28 +£0.01 1.08 £0.05
Grasa 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
Carbohidratos 1.19 £0.00 1.42 £0.00
Fibra total 1.10+0.12 4.22 +0.48
Fibra soluble 0.25 +£0.06 0.97 £0.25
Fibra insoluble 0.85+0.05 3.24 £0.22
Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica de las bebidas de fresa
Parametro Bebidas
A B
pH 3.58 +0.03 3.60 £ 0.02
Acidez titulable (% acidez) 44.45 + 0.33 58.39 + 1.69
Grados Brix (%) 3.16 £0.05 4.66 £ 0.05
IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos correspondientes a la cuantificacion de compuestos polifendlicos
se muestran en la Tabla 1, la bebida A present6 0.53 mg eq AG/mL fenoles totales mientras
gue la bebida B 1.00 mg eq AG/mL, como podemos observar la bebida B incrementé 0.47
mg eq AG/ mL con respecto a la bebida A. El valor promedio de fenoles totales obtenido en
muestras de jugo de frutos rojos por Laham (2019) fue de 0.46 mg eq AG/mL, la
absorbancia de las muestras fue medida a 765 nm siguiendo la misma metodologia que en
esta investigacion.

En relacion a los resultados de antocianinas, de las bebidas A se obtuvieron 0.49 mg eq
C3G/mL y en las bebidas B se obtuvieron 0.03 mg eq C3G/mL, Stubler y colaboradores
(2021) obtuvieron 1.89 mg eq C3G/ mL de antocianinas en sus muestras de jugos de fresa,
cantidad mas altas que los resultados obtenidos de las bebidas de esta investigacion, cabe
resaltar que la elaboracién de los jugos y el andlisis para la cuantificacién de antocianinas
usado por los autores fue diferente al implementado en esta investigacion.

Con respecto a los analisis proximales realizados en las bebidas en estudio, se identificd
gue ambas presentaron de 95-97% de humedad. Estos resultados son mayores de acuerdo
con los reportados por Tarin (2015) en sus muestras de puré de fresas.

Los resultados obtenidos de cenizas para la bebida A corresponden a un 0.53% y para la
bebida B de un 0.18%, de acuerdo con la investigacion de Laham (2019) donde se
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analizaron tres bebidas de fresa adicionadas con citricos, por lo que sus resultados van
desde 0.26% a 0.62%.

El contenido de proteinas en las bebidas en el estudio oscil6 entre 0.28 a 1.08, siendo
mayor en la bebida B. Dicho contenido fue similar a la investigacién de Stubler y
colaboradores (2021), donde obtuvieron de 0.36 a 1.34 en sus muestras de jugo de fresas.

Asi mismo, para ambos jugos del estudio se determiné un 0% de contenido de grasa como
en el estudio de Laham (2019).

Por otro lado, el contenido de carbohidratos para la bebida A resulté de 1.19 y para la bebida
B de 1.42, en comparacion con la investigacion de Laham (2019) donde se obtuvieron de
5.6 hasta 6 .02, estos resultados son bajos. Recordando que en la investigacién que se
menciona los jugos fueron adicionados con jugos de citricos.

La cantidad de fibra dietaria total obtenida para la bebida A fue de 1.10 y para la bebida B
fue de 4.22, significativamente mas alta que la de la bebida A, en el estudio anteriormente
mencionado la fibra dietaria total en sus bebidas fue de 1.

En los resultados obtenidos en composicion fisicoquimica de las bebidas de fresa se
determiné que el pH de las mismas fue muy similar entre ellas oscilando entre 3.58-3.6, en
la investigacion de Stubler y colaboradores (2021) fue ajustado hasta que el resultado fuera
4.0 £ 0.1 porque los autores mencionan que este podia influir en el resultado de los
resultados de antocianinas. En ambas investigaciones se cumple con las Normas
mexicanas, ya que estas sugieren un pH minimo de 3 y maximo de 4.

En relacion a la acidez titulable de las bebidas, los resultados mostraron que la bebida B
contiene mas acidez en comparacion a la bebida A con una diferencia de 13.94. En la
investigacion de Laham (2019) se obtuvo una acidez en los jugos de frutos rojos de 51%
de acidez.

Finalmente, los sélidos solubles reportados como °Brix en las bebidas de fresa fueron entre
3.16-4.66, presentando la bebida B un mayor valor del mismo, relacionado a la adicion del
subproducto en esta bebida. Estos resultados fueron menores con respecto a los
reportados por Stubler y colaboradores (2021) ya que los autores obtuvieron valores desde
4.6 a 6.78 °Brix.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Podemos concluir que el desarrollo de productos de alimentos funcionales a partir de
subproductos de fresa como lo fue una bebida a base de jugo de fres es una opcién para
incrementar el contenido de fenoles totales con respecto a aquella que no es enriquecida.
Por lo que los beneficios esperados relacionados a sus propiedades antioxidantes serian
mayores y representaria una opcion de consumo para aquellas personas que representen
riesgos de padecer ECV. Con respecto a su composicion proximal, se observa que la bebida
enriguecida con subproducto aumentd principalmente en su contenido de fibra dietaria, lo
cual es una ventaja por los beneficios que aporta para las ECV. Para futuras investigaciones
se recomienda desarrollar de forma similar bebidas que podrian ser enriquecidas con
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micronutrientes especificos, los cuales se encuentren deficientes en ciertas poblaciones y
sean dificiles de alcanzar a partir de la dieta.
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RESUMEN:

Segun la OMS la diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que aparece cuando el pancreas no
produce suficiente insulina, de los cuales existen dos tipos la diabetes tipo 1 (DM1) y tipo 2(DM2).
Hibiscus sabdaritfa L., originaria de Africa tropical, contiene compuestos fendlicos algunos con
capacidad antioxidante. Investigadores han demostrado que Hibiscus sabdariffa L. reducen la
diabetes. Por ello el objetivo de la investigacién es evaluar y comparar la capacidad antioxidante
de Hibiscus sabdariffa L. de céliz, subproducto y decoccioén, por medio de tres métodos:
atrapamiento del radical ABTSe+, reduccion del radical DPPH y poder reductor del Hierro FRAP,
para su futuro uso como tratamiento para un modelo in vivo de DM2.

PALABRAS CLAVE- Diabetes mellitus tipo 2, ABTS, DPPH, FRAP, capacidad antioxidante,
Hibiscus sabdariffa L.

ABSTRACT: According to the OMS, diabetes mellitus (DM) is a disease that appears when the
pancreas does not produce enough insulin, of which there are two types: type 1 diabetes (DM1)
and type 2 diabetes (DM2). Hibiscus sabdaritfa L. native to tropical Africa, contains phenolic
compounds, some with antioxidant capacity. Researchers have shown that Hibiscus sabdariffa L.
reduces diabetes. Therefore, the objective of the research is to evaluate and compare the
antioxidant capacity of Hibiscus sabdariffa L. from calyx, by-product and decoction, by means of
three methods: trapping of the ABTS e+ radical, reduction of the DPPH radical and reducing power
of Iron FRAP, for future use as a treatment for an in vivo model of DM2.

KEY WORDS: Type 2 diabetes mellitus, ABTSe+, DPPH, FRAP, antioxidant capacity, Hibiscus
sabdariffa L.

l. INTRODUCCION

Segun la OMS la diabetes mellitus (DM) es una enfermedad donde se genera un aumento
del estrés oxidativo, y aparece cuando el pancreas no produce la insulina suficiente. La
insulina es una hormona que regula la concentracion de glucosa en la sangre, es decir, la
glucemia. Un efecto comun de la diabetes no controlada es la hiperglucemia (glucemia
elevada); Sin la suficiente insulina, la glucosa se mantiene en la sangre y con el tiempo,
este exceso puede tener complicaciones. Existen dos tipos, la diabetes mellitus tipo 1(DM1)
y tipo 2(DM2). (OMS, 2022).

Segun datos de la International Diabetes Federation (IDF) estimaban ya en 2017 que la
poblacion diabética mundial conocida se acercaria a un aproximado de 425 millones de
personas, y esta cifra podria elevarse a 629 millones de personas en el afio 2045. (IDFA,
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2019). En México, en 2020, hubo un aproximado de 151,019 personas fallecidas a causa
de la DM, lo que equivale al 14% del total de defunciones equivalente a 1,086,743 ocurridas
este pais; de las cuales 78 922 equivalente al 52% fueron hombres y 72 094 mujeres,
equivalentes al 48%. La tasa de mortalidad por DM para 2020 fue de 11.95 personas por
cada 10 mil habitantes, la cifra més alta en los ultimos 10 afios, donde paso a ser la tercera
causa de defunciones, superada por el COVID 19y las enfermedades del corazén. (INEGI,
2021)

De acuerdo con estudios realizados se a logrado conocer que en los alimentos existe de
manera natural sustancias antioxidantes que previenen o retardan el proceso de oxidacion.
Los antioxidantes tienen la capacidad de reaccionar con los radicales libres evitando los
efectos negativos contra el organismo. (Diaz, 2017) .Con el transcurso del tiempo se ha
innovado la utilizacién de las plantas segun sus propiedades Unicas que puedan ser
explotadas para un mejor uso, contribuyendo con el cuidado de la salud de manera natural,
tal es el caso de la flor de jamaica; Esta es una planta de origen africano tropical y que
también se le conoce como "flor de Abisinia o flor de Jamaica" su nombre cientifico es "
Hibiscus sabdaritfa L " de las familias de la malvaceas, se encuentra desde Egipto y Sudan
hasta Senegal.

Los célices de jamaica contienen diversos compuestos, entre los que se hallan alcaloides,
acido ascorbico, anisaldehido, antocianinas, f—caroteno, B—sitosterol, acido citrico, acido
malico, galactosa, mucopolisacaridos, pectina, acido protocatecuico, polisacéaridos,
guercetina, acido estedrico y cera.Los extractos que se obtienen a partir de éstos se les
han atribuido diversas propiedades medicinales como efectos diuréticos, coleréticos,
reduccién de la presidn arterial, estimulacién de la peristalsis intestinal, reduccion de los
niveles de colesterol; accién astringente, digestiva, emoliente y sedativa. (Galicia Flores,
2008)

Hibiscus sabdariffa L. contiene dos pigmentos coloridos: la hibiscina y la gosipitina. Las
antocianinas extraidas de las flores secas de la jamaica son pigmentos naturales que se
usan en la medicina y en la manufactura de alimentos. Estos pigmentos muestran actividad
antioxidante y se emplean en oftalmologia, en tratamientos de varios desérdenes
circulatorios y en enfermedades inflamatorias. Tales propiedades antioxidantes de estos
compuestos y de los flavonoides pueden reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares. La jamaica es antiparasitaria, diurética y ligeramente laxante. Ayuda al
proceso digestivo y renal, es Util para bajar de peso y para controlar el grado de colesterol.
Estudios recientes han evidenciado que la reduccion del colesterol total sérico y del
colesterol de baja densidad (colesterol malo) con medicamentos disminuye la incidencia de
enfermedad coronaria en 19%. Segun investigaciones la jamaica tiene un efecto para
disminuir los niveles séricos del colesterol y triglicéridos en las hiperlipidemias.

La determinacion de la capacidad antioxidante es util para valorar la calidad de un alimento,
Actualmente existen diversos métodos para determinar la actividad antioxidante de la
jamaica, los cuales se basan en su capacidad para captar radicales libres. Entre ellos se
pueden mencionar el uso del 2,2-difenill-picril hidrailo (DPPH), acido 2,2", azino-bis (3-
etilbenzotiazolin)-6- sulfénico (ABTSe+) y FRAP.
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ABTSe+ se basa en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS*, debido a su
reduccibn a ABTS por la acciébn de antioxidantes. El radical catibnico ABTS* es un
cromoforo verde azulado que absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se genera por
una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azino-bis- 3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de
amonio) con persulfato de potasio. De esta manera el grado de decoloracibn como
porcentaje de inhibicion del radical ABTS* est4 determinado en funcion a la concentracion.
(Vizaluque, 2018)

Mientras que el método DPPH, consiste en que este radical tiene un electron desapareado
y es de color azul-violeta, decolordndose hacia amarillo palido por la reaccién de la
presencia de una sustancia antioxidante, siendo medida espectrofotométricamente a 517
nm. (Castafeda, 2008)

Y finalmente el método FRAP (del inglés Ferric Reducing Antioxidant Power), evalta el
efecto combinado de las defensas antioxidantes no enzimaticas que se encuentran
presentes en los fluidos biolégicos, como un indice de la capacidad de resistir el dafio
oxidante. Este método se desarrolla bajo condiciones acidas (pH 3.6). En presencia de
antioxidantes, la forma férrica del compuesto hierro-tripyridyl-triazina (Fe**-TPTZ) se reduce
a la forma ferrosa (Fe?-TPTZ). El compuesto Fe?*-TPTZ produce una coloracion azul
intensa que tiene una absorcion maxima de 593 nm. Los resultados del ensayo FRAP, se
ha visto que correlacionan con los antioxidantes presentes en plantas o frutos. (Estrada,
Scielo, 2021)

Il METODOLOGIA

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: Se trabajaran con calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) donadas
por agricultores de Guerrero, México. Los calices de jamaica seran desinfectados por medio
de su inmersién en una solucion desinfectante (Nobac citrus 373) al 1% (v/v) durante 10
min, posteriormente la solucion sera drenada y los célices seran secados en un horno de
circulacion forzada (BF 400, Binder) a 45 °C por 24 h (Amaya-Cruz y col., 2019).

Métodos
Obtencién de subproducto de decoccién de Hibiscus sabdariffa L

Los célices secos y desinfectados seran utilizados para preparar una decoccion de Jamaica
(preparacion comunmente utilizada en hogares mexicanos para la elaboracion de la
llamada “agua de jamaica”) siguiendo una metodologia estandarizada: 60 g de calices de
jamaica seran afadidas a 1 L de agua hirviendo y seran calentadas por 15 min, tras lo cual
se colard la bebida y se recuperara el subproducto (célices usados). El subproducto sera
secado bajo las condiciones anteriormente descritas, serd molido, tamizado para obtener
un tamafo de particula <420 um y seréd almacenado a -20 °C en oscuridad hasta su uso
(Amaya-Cruz y col., 2019).

Capacidad antioxidante
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Se realizara la estimacion de la capacidad antioxidante en la muestra de subproducto de la
decoccion, decoccion y caliz por medio de tres métodos: atrapamiento del radical ABTS e+,
DPPH y poder reductor del hierro (FRAP).

Capacidad de atrapamiento del radical ABTSe+

Se generara el radical ABTSe+ [acido 2,2’azino-bis(3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfénico)]
mezclando 38.4 mg de ABTS con 10 mL de una disolucion de persulfato de potasio 2.45
mM, la cual se dejara en incubacién con agitacion en obscuridad a temperatura ambiente
durante 12 h. Posteriormente, se realizara la dilucion del radical con metanol hasta obtener
una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 658 nm. Se realizara la reaccion de 10 pL de muestra
con 195 pL del radical ABTSe+ en una microplaca, se colocara en el lector de microplacas
y se incubard a 30 °C. Se tomara lectura de las absorbancias a 658 nm cada 20 s durante
6 min y se obtendrd el area bajo la curva. Se realizara la construccion de una curva de
calibrado utilizando Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) como
estandar externo. Los resultados se expresaran como UM equivalentes de Trolox por L de
muestra. (Amaya-Cruz y col., 2019).

DPPH

Se generara el radical DPPH pesando 3.9 m g del radical aforado, previamente tarado y
protegido contra la luz, este se disolvera en 100 mL de metanol al 80%, se colocara en un
sonicador por 20 min para lograr una disolucién adecuada.

A 20 L de muestra se les adicion6 2.9 mL de la solucion de DPPH, se agitd y se mantuvo
en obscuridad por 1 h y después de 30min tomo lectura de la absorbancia a 517 nm. Los
resultados se expresaron en pmol equivalente de Trolox (ET)/g de muestra.

FRAP

Se prepar6 un Buffer de acetato 300 mM a pH 3.6 usando 3.1 g de acetato con 16 mL de
acido acético glacial y se afor6 a un litro de agua destilada. Asi como también se obtuvo la
solucion  2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), con acido clorhidrico 40 mM, la cual se utilizd
para hacer una solucién de 10 mM de TPTZ. Se prepar6 una soluciéon de Cloruro férrico
hexahidratado 20 mM. Para obtener el reactivo FRAP cada solucion se mezclé en
proporcion 10:1:1 de Buffer de acetato: TPTZ: Cloruro férrico hexahidratado.

Se tomd 20 pL de muestra de jamaica y se mezclé con 3 mL del reactivo FRAP. Se registrd
la absorbancia a 593 nm después de 4 min. Los resultados se expresaron en pymol Eq.
Trolox/ g de muestra.
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RESULTADOS

La actividad antioxidante medida a través de los distintos métodos mostré diferencias.
Podemos observar en la tabla 1 que el caliz tiene una mayor cantidad de equivalentes mmol
trolox (ET)/mL en el método de ABTS+.

Mientras que en DPPH se obtiene mayor cantidad de equivalentes mmol trolox (ET)/ml en
el subproducto; y finalmente en el método FRAP se obtuvo una mejor cantidad de mmol eq
Trolox/mL en la decoccion.

Tabla 1. Contenido de compuestos bioactivos en caliz, decoccién y subproducto de la
decoccion flor de Jamaica Hibiscus sabdariffa L

Andlisis Céliz Decoccion Subproducto

ABTS+ (mmol eq Trolox/mL) 5130.83 +33.14 4941.83 + 66.34 5031.45 + 90.94
DPPH (mmol eq Trolox/mL)  4775.15 + 333.66 2697.98 £114.83 5016.75 + 83.40
FRAP (mmol eq Trolox/mL)  2998.80 + 136.12 17021.01 + 794.23 848.28 +55.34

ABTSe+; atrapamiento del radical, DPPH: reduccién del radical, FRAP: poder reductor del
Hierro.

I. ANALISIS DE RESULTADOS

La actividad antioxidante que presentan los calices estara dada en parte por compuestos
de naturaleza fendlica. Se encuentra reportado que la concentracién de antocianinas, en
jamaica contribuye con el 51% de su capacidad antioxidante, el resto de la cual esta dada
principalmente por otros compuestos fendlicos.

Asi también se conoce que mientras aumenta el contenido de antocianinas en los extractos
de los calices deshidratados (subproducto) aumenta la actividad antioxidante. (Carrill, 2013)
Por ello se logra identificar una mayor concentracion de mmol trolox (ET)/ml en el método
de DPPH en subproducto.

Se puede determinar que los resultados en cuestion de las concentraciones de mmol trolox
(ET)/ml en los métodos de ABTS y DPPH son similares, sin embargo, en el método de
FRAP por su significancia biol6gica es decir este método evalla el efecto combinado de las
defensas antioxidantes no enzimaticas que se encuentran presentes en los fluidos
bioldgicos, como un indice de la capacidad de resistir el dafio oxidante. (Estrada, 2021)

V. CONCLUSIONES

A través de los métodos analizados ABTSe+, DPPH y FRAP.se logro medir la capacidad
antioxidante de Hibiscus sabdariffa L. se identificé que la actividad antioxidante de los
extractos esta principalmente relacionada con la concentracion de antocianinas
monoméricas totales y en menor medida con los compuestos fendlicos totales.

Se logro identificar que los residuos de célices de jamaica adn conservan cierta capacidad
antioxidante por lo que se pueden utilizar estos residuos para elaborar algun producto
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alimenticio con los beneficios de los antioxidantes. Asi también que la capacidad
antioxidante total de una sustancia biolégica est4 determinada por las interacciones que
ocurren entre diferentes compuestos con diferentes mecanismos de accion.
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Resumen — El objetivo de este trabajo fue analizar la expresion génica de AMPD3, Al, CD39y CD73
en la inflamacion intestinal asociada a obesidad y diabetes mellitus tipo 2. Se usaron 10 ratones
C57BL/6J divididos en un grupo control alimentado con nutricubo estandar y otro grupo de cafeteria
alimentado con dieta alta en grasas durante 21 semanas y recibieron 1 dosis de estreptozotocina (60
mg/kg) en la semana 5. En el colon, los niveles de ARNm de AMPD3, Al y CD73 proveniente de
ratones alimentados con dieta de cafeteria fueron mas altos en comparacién con los ratones control.
Mientras que en ileon no hubo una alteracion estadisticamente significativa de la expresién de estos
genes en comparacion con el grupo control.

Palabras clave — diabetes, ectonucleotidasas, inflamacion intestinal.

Abstract — This work aimed to analyze the gene expression of AMPD3, Al, CD39 and CD73 in
intestinal inflammation associated with obesity and type 2 diabetes mellitus. Ten C57BL/6J mice were
used, divided into a control group fed with standard food and another group fed a high-fat diet (HFD)
for 21 weeks ad libitum and received one dose of streptozotocin (60 mg/kg) at week 5. In the colon,
mRNA levels of AMPD3, Al, and CD73 from mice fed with HFD were higher compared to control
mice. While in the ileum, there was no statistically significant alteration in the expression of these
genes compared to the control group.

Keywords — diabetes, ectonucleotidases, intestinal inflammation.

I.  INTRODUCCION

En las Gltimas décadas, la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) se han convertido
en los principales problemas de salud en México y el mundo. En México, uno de cada tres
nifos y adolescentes y méas de tres cuartas partes de los adultos presentan obesidad (1).
En cambio, la diabetes mellitus afecta al 14.4% de los adultos mayores de 20 afios, siendo
el porcentaje mayor de 30% después de los 50 afios (1).

La obesidad se ha convertido en uno de los principales factores de riesgo para desarrollar
DMT2. En la obesidad, la ingesta cal6rica es superior al gasto energético conduciendo a la
acumulacién anormal en el tejido adiposo y en depésitos ectdpicos. El exceso de energia
almacenada en los adipocitos induce hipertrofia lo que provoca una respuesta inflamatoria
persistente de bajo grado. Esto conducira a la resistencia celular a la insulina y también
atraera células inmunitarias proinflamatorias al tejido adiposo exacerbando aiun mas el
ambiente inflamatorio (2).
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El origen de este proceso inflamatorio relacionado con la obesidad permanece poco claro.
Estudios recientes han propuesto que las alteraciones en la composicion de la microbiota
intestinal y en los niveles de péptidos intestinales luego de la ingestion de una dieta rica en
grasas puede ser el detonante de inflamacion sistémica de bajo grado asociada con la
obesidad y DMT2 (3). Esta interconexion que existe entre el desarrollo de “inflamacion
intestinal de bajo grado-obesidad-DMT2” podria ser fundamental para el desarrollo de
estrategias y terapias para prevenir o limitar los efectos adversos en la salud. Una de las
probables vias fisiopatoldgicas seria la relacionada con el sistema purinérgico. Este sistema
participa en numerosos procesos celulares y ha sido implicado en la patogenia de trastornos
gastrointestinales, respuestas inflamatorias y homeostasis metabdlica; por lo que los
convierte en una posible via para el tratamiento y control de trastornos metabdlicos como
es el caso de la DMT2 (4). Por ello, conocer si este sistema esté alterado en la inflamacion
intestinal de bajo grado asociada a obesidad y DMT2 podria ser fundamental para el
desarrollo de nuevos objetivos terapéuticos. Este trabajo se concentré en determinar si
AMPD3 (adenosina monofosfato desaminasa 3), A1R (receptor de adenosina 1), CD39 y
CD73 se ven afectados en colon e ileon.

ll. MATERIALES Y METODOS

1. Modelo de obesidad y diabetes mellitus tipo 2

Todos los animales se trataron conforme a la NOM-062-Z00-1999. Para los ensayos
experimentales se usaron ratones macho C57BL/6J de 8 semanas de edad (22-25 g). Se
mantuvieron en el bioterio en condiciones controladas de temperatura (22-24 °C) y ciclos
de luz/obscuridad de 12 horas con alimento y agua potable ad libitum. Los ratones se
dividieron aleatoriamente en dos grupos cada uno con al menos 5 ratones por caja de
policarbonato: Grupo control (CTRL) que recibi6 alimento estandar (3% grasas, 7% cenizas,
1% calcio, 23% proteinas, 6% fibra, 49% ELN y 0.6% fésforo) y grupo de cafeteria (CAF)
gue recibi6 una dieta alta en grasas y azucares libres (nutricubo adicionado con 49%
grasas, 39% carbohidratos y 12% proteinas).

Para establecer el modelo de diabetes, los ratones del grupo cafeteria recibieron a la
semana 5 de iniciar la dieta una dosis de estreptozotocina (STZ; 60 mg/Kg) por via |.P, para
inducir la deficiencia de insulina y acelerar el desarrollo de DMT2, mientras que a los ratones
control se les inyect6 el vehiculo buffer de citratos (pH 4,4; 0,25 ml/kg).

2. Determinacion de la glucosa sanguinea en ayunas (FBG), curva de tolerancia a la
glucosa (IPGTT) y curva de tolerancia a la insulina (ITT)

Para la determinacion de FBG, se sometieron a los ratones en un periodo de ayuno de 6
horas con libre acceso a agua. Después de ese periodo de ayunas, se realizé un pequefio
corte (aprox. 1 mm) en la punta de la cola de cada raton y se recuper6 una gota de sangre
en tiras reactivas para medir con un glucometro comercial (Abbott-FreeStyle).

Para la IPGTT, los ratones se mantuvieron en un periodo de ayuno bajo las condiciones
descritas para la determinacion de glucosa en ayunas. Posteriormente se administré6 una
dosis I.P de una solucién de glucosa 20% (p/v), ajustada a una dosis final de 2 g de
glucosal/kg para cada raton, y se determiné la glucosa en sangre (mg/dL) a los 0 (previo a
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la administracién de glucosa), 15, 30, 60, y 120 minutos posteriores a la administracién de
la solucién de glucosa.

ParalaITT, se someti6 a los ratones a un periodo de 6 horas de ayuno, para posteriormente
realizar, en cada uno de ellos, la medicion de glucosa basal (minuto 0) y continuar con la
administracién de Insulina humana solucién de 0.1Ul/ml administrando una dosis de 5ul/g
de peso via I.P. Tras esto se realizaron mediciones de glucosa al minuto 15, 30, 60 y 120,
para finalmente registrar los valores de glucemia que conformaron la curva.

3. Coleccién de tejidos

A las 21 semanas transcurridas de haber iniciado la dieta, los ratones control y cafeteria
fueron anestesiados con isoflurano impregnado en algodoén, una vez observada la pérdida
del reflejo, se procedié a la dislocacion cervical con apego a los protocolos de bioética
vigentes. Una vez sacrificado el animal, se disecciono 3 cm del ileon terminal y el colon
completo. Posteriormente se removié la materia fecal realizando lavados con PBS 1X.

4. Analisis de la expresion de ARNm de ectonucleotidasas y receptor Al

La extraccién de ARN total se hizo mediante el método Trizol® (Invitrogen) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Se cuantifico la concentracion del ARN total usando el
equipo BioDrop ULITE (ISOGEN) y su pureza se estableci6 mediante la relacion de
absorbancia a longitudes de onda 260/280. La sintesis de cDNA se realiz6 con el kit iScript
cDNA synthesis kit (Bio-rad) utilizando 1 ug de ARN total de acuerdo con las instrucciones
del fabricante en un termociclador T100 (Bio-rad). EI cDNA obtenido se utilizé para llevar a
cabo las reacciones de PCR. Para ello, se utilizé 1 pl de cDNA en 12.5 ul de volumen de
reaccion que contenia: Buffer de PCR 1X, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM dNTPs, 0.5 uM de cada
oligo y 0.5 U DNA Taq Polmerasa (Life Technologies). La amplificacion GAPDH se uso6
como control interno de la expresion de las ectonucleotidasas y A1R, y se normaliz6 con
éste. Cada amplificacion del transcrito se realiz6 por duplicado. Todos los oligos se

Tabla 1. Secuencias de cada gen

Gen Secuencia m Tamafio del
producto
GAPDH Forward 5'- AGTCTACTGGCGTCTTCACC -3' 59°C 225
Reverse 5'- CCACGATGCCAAAGTTGTCA -3'
Al1R Forward 5'- GGTGCTCATTGCCTTGGTCTC -3' 61°C 117
Reverse 5'- TCAGCTACCGCCAGGGATAC -3'
AMPD3 Forward 5'- GCCAGCACCCTATGCTATGC -3' 61°C 146
Reverse 5'- AGGCAAGCCGTGCATACTTC -3
CD39 Forward 5'- ATCACCTTCGTGCCCCAAAAC -3' 61°C 74
Reverse 5'- TCCTCGCCATAGAGACGGAATTG -3'
CD73 Forward 5'- GTTCCTGCAAGTGGGTGGAATC -3' 61°C 114
Reverse 5'- GGCTCATAGATGGGCACTCG -3'

Pégina97



24° Verano de la Ciencia de la Regi6on Centro.

Tabla 2. Condiciones usadas en la PCR

Genes AMPD3, CD73 de colon; CD73 de ileon
Inicio Desnaturalizaciéon Alineamiento Elongacion Ciclos Elongacién Conservacion

final
3:00 1:00 minutosa 15 segundos 2 minutos 36 5 minutos 4°C
minutos 95°C a 60°C ar2°C ar72°C

a95°C
Genes CD39, Al de colon; AMPD3, CD39, Al de ileon; GAPDH (gen de referencia)
Inicio Desnaturalizaciéon Alineamiento = Elongacion = Ciclos Elongacién Conservacion

final
3:00 30 segundosa 30 segundos 30 36 1 minuto a 4°C
minutos 95°C a 60°C segundos 72°C

ag9s°C a72°C

adquirieron de Integrated DNA Technologies, sus secuencias se enlistan en la Tabla 1. Las
condiciones de amplificacidn se enlistan en la Tabla 2.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis. Brevemente, Se tomaron 5
de los productos de PCR y se separaron en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro
de etidio al 0.1 %, se fotodocumentaron (miniBis Pro, DNR Bio-177 Imaging System) y se
determino la densitometria de la banda visible usando Imagen Software J 1.43 (NIH).

5. Anédlisis de los datos

Los valores de los datos se presentan como la media + error estandar de la media (S.E.M).
El numero de experimentos realizados se designa como "n". Se usaron células de al menos
cinco ratones diferentes para cada protocolo experimental. Para probar las diferencias
estadisticas entre dos conjuntos de datos, usamos la prueba t de Student no pareada. Se
utiliz6 ANOVA con la prueba post hoc de Bonferroni para comparaciones multiples. Los
datos se consideraron estadisticamente diferentes cuando P < 0.05 en GraphPad Prism
version 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE. UU).
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. RESULTADOS

Fig. 1, Niveles de glucosa en sangre medidos en ratones C57BL/6J alimentados con dieta de
cafeteria e inyectados con STZ. (A) Niveles de glucosa sanguinea en ayunas. (B) Niveles de glucosa
durante la IPGTT. (C) Niveles de glucosa durante la ITT.
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Fig. 2, Expresion génica relativa de ectonucleotidasas en el ileon de ratones control y con dieta de
cafeteria. Las gréficas representan el analisis semicuantitativo de la intensidad de las bandas de los
productos de PCR de AMPD3 (A), CD73 (B) y CD39 (C).
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Fig. 3, Expresion génica relativa de ectonucleotidasas y receptor Al en el colon de ratones control y
con dieta de cafeteria. Las gréaficas representan el analisis semicuantitativo de la intensidad de las
bandas de los productos de PCR de AMPD3 (A), CD73 (B), CD39 (C) y receptor Al (D).

En la fig. 1A, se puede observar que los ratones alimentados con dieta de cafeteria e
inyectados con STZ mostraron niveles de glucosa en sangre en ayunas > 150 mg/dl a partir
de la semana 11 siendo significativo a partir de la semana 13 en comparacion con los
ratones control (CTRL 96.6 + 6.91 mg/dL vs CAF 180.4 + 15.49 mg/dL). Ademas, los ratones
con dieta de cafeteria mostraron una tolerancia a glucosa (Fig. 1B), y resistencia a la
insulina (Fig. 1C). En conjunto, estos resultados indican que los ratones alimentados con
dieta de cafeteria plus STZ desarrollaron diabetes.

En la Fig. 2, se puede ver que, en el ileon de ratones alimentados con dieta de cafeteria, la
expresion génica de AMPD3 y las ectonucleotidasas (CD73 y CD39) no fue
estadisticamente diferente en comparacion con el grupo control. Mientras que, en el colon
de ratones con dieta de cafeteria, los niveles de expresion génica de AMPD3, CD73y A1R
fueron significativamente mas altos en comparacién con los ratones control (P < 0.05; Fig.
3A, B y D), sin que se haya afectado la expresion de CD39 (Fig. 3C). Estos resultados

indican que existe una alteracion en las ectonucleotidasas y del receptor Al a nivel del colon
asociada a diabetes, pero no asi en el ileon.
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IV. DISCUSION

Las ectonucleotidasas son enzimas extracelulares con un papel fundamental en la
inflamacién, que hidrolizan nucleétidos extracelulares (5). CD39 (también llamada
NTPDase) se encarga de la conversion de ATP (adenosin trifosfato) y ADP (adenosin
difosfato) a AMP (monofosfato de adenosina). CD73 (también llamada NT5E) se encarga
de la conversion de AMP a adenosina (5). La adenosina generada por CD73 actlia como
una sefal de retroalimentacion negativa para prevenir la inflamacién descontrolada (6). En
este estudio, CD73 se encontr6 elevada de manera significativa en el colon de ratones
alimentados con dieta de cafeteria. Esta elevacion podria deberse a un aumento de células
T CD4+ CD73+ durante la inflamacioén intestinal activa que se ha relacionado con aumentos
en la expresién de CD73 (7,8). En relacién con CD39, tanto en colon como en ileon de
ratones de cafeteria sus niveles fueron similares a los ratones control. Al contrario de
nuestros resultados, se ha encontrado que en la Ell existe una disminucién de células
supresoras Th17 que expresan niveles altos de CD39 (7). Esta discrepancia se puede deber
a que en la Ell hay una inflamacién severa en el intestino, mientras que en la diabetes
asociada a obesidad la inflamacion intestinal es de bajo grado (3, 9).

La adenosina media sus diversos efectos a través de cuatro subtipos de receptores
acoplados a proteina G (A1R, A2AR, A2BR y A3R). El subtipo A1R inhibe el adenilato
ciclasa y estimula la liberacion de calcio intracelular (10). A1R esta aumentado de manera
significativa en el colon de ratones cafeteria, aunque autores han encontrado que durante
la inflamacién intestinal esta reducida la modulacién de A1R en el intestino delgado y
grueso, probablemente debido a un exposicién sostenida de concentraciones altas de
adenosina lo que lleva a una desensibilizacién del receptor (11). Una hipétesis es que al
estar CD73 elevado se aumenten los niveles de adenosina y por ello A1R este elevado,
pero de manera crénica, una gran cantidad de adenosina pueda disminuir la sensibilidad
de A1R (12).

AMPD3 cataliza la desaminacion de AMP a IMP (monofosfato de inosina) y juega un papel
importante en el metabolismo de las purinas (13). En este estudio AMPD3 se vio aumentado
en colon de manera significativa en el grupo de cafeteria. No hay estudios previos que
mencionen el papel de AMPD3 en inflamacién intestinal, obesidad y DMT2, pero esta
enzima puede regular el metabolismo energético del cuerpo y el balance energético (14).
Por lo tanto, suponemos que, al estar aumentada, los niveles de ATP pueden estar
aumentados, lo que a su vez alterara la sefializacién purinérgica en el colon de ratones
obesos diabéticos. Sin embargo, requiere mas estudios para determinar el papel
fisiopatologico de AMPD3, CD73 y ALR en la inflamacién intestinal asociada a obesidad y
diabetes.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los ratones con una dieta hipercalérica e inyectados con STZ mostraron niveles mas altos
de ARNm de la AMPD3, CD73 y A1R en el colon en comparacién con los ratones control,
lo que sugiere que estos elementos purinérgicos tienen un papel fundamental en la
fisiopatologia de la inflamacion intestinal de bajo grado asociada a obesidad y diabetes. Sin
embargo, se requieren mas estudios funcionales para determinar cual es su funcion.
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Resumen — En la respuesta inmune frente a patdgenos la activacion de diversos mecanismos puede
ser evaluada. En este trabajo como prueba de la activacién de la via de sefializacion de las proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPK/ERK) en neutrofilos frente a Sporothrix schenckii se busco
la expresion proteica (mediante western-blot y quimioluminiscencia) de ERK fosforilado (pERK). Si
bien se detectd esta proteina en neutrofilos estimulados con el activador de proteina quinasa C 12-
miristato de forbal-13 (PMA), compuesto activador de la via MAPK, no fue asi en presencia de
conidios de S. schenckii a una hora de interaccién. Serd importante realizar el estudio en otras
condiciones, por ejemplo, a diferentes tiempos de interaccion o utilizar un mayor nimero de células.

Palabras clave — Respuesta inmune, MAPK, vias de sefializacion, western blot.

Abstract — In the immune response against a pathogen, the activation of various mechanisms can be
evaluated. In this work, as proof of the activation of the signaling pathway of mitogen-activated protein
kinases (MAPK/ERK) in neutrophils against Sporothrix schenckii, the protein expression (by western-
blot and chemiluminescence) of phosphorylated ERK (pERK) was investigated. Although this protein
was detected in neutrophils stimulated with the protein kinase C activator 12-forbal-13 myristate
(PMA) component that activates the MAPK pathway, it was not in S. schenckii conidia at one hour of
interaction. It is important to study in other conditions, for example, at different times of interaction or
use a greater number of cells.

Keywords — Inmune response, MAPK, signaling pathways, western blot.
l. INTRODUCCION

La esporotricosis es la micosis subcutanea mas frecuente en México [1]. Es causada por el
hongo dimérfico Sporothrix schenckii. La respuesta inmune en esta micosis ha sido
estudiada desde diferentes puntos de vista, incluyendo la expresion de algunas proteinas
asociadas a vias de sefializacién, en algunas células inmunes como los mastocitos [2]. La
via MAPK/ERK responde a receptores tipo Toll o “Toll like” (TLR) y a su vez fosforila las
proteinas, RAF, MEK, y ERK para la transcripcion de genes. ERK fosforilado es un
marcador de activacion de esta via, su evaluacion tras la interaccion de neutrofilos
polimorfonucleares (PMN, por sus siglas en inglés) con la fase micelial de S. schenckii, nos
informa acerca de la respuesta inmune en las primeras etapas de infeccion por este hongo.
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Il. MARCO TEORICO

La esporotricosis es causada por hongos dimorficos del género Sporothrix, el cual
pertenece a la familia de Ophiostomataceae [3]. La micosis se encuentra distribuida por
todo el mundo, aunque con mayor incidencia en tropicos, promovida por el alto porcentaje
de humedad y altas temperaturas. La mayoria de los casos de esporotricosis se asocian a
traumatismos de la piel permitiendo el ingreso de conidios o fragmentos de hifas. La
enfermedad puede presentarse en forma cutaneas fija o de diseminacion linfatica [1]. Otros
cuadros clinicos son menos frecuentes.

Sporothrix schenckii, uno de los principales agentes etiol6gicos de la esporotricosis, como
hongo dimorfico, puede presentar dos fases termodependientes: 1) micelial, infectante o
saprobia y 2) levaduriforme o parasitaria. La fase micelial se desarrolla a temperaturas de
20°C a 25°C, presenta hifas delgadas de 1 -2 mm de grosor, septadas, con conidi6foros
delgados, conidios hialinos u obscuros, redondos, piriformes o triangulares. En cambio,
entre 35°C y 37°C presenta su fase parasitaria o levaduriforme. Las levaduras miden entre
2 - 6 mm uni o multigemantes [1]. Ambas fases se pueden desarrollar en condiciones in
vitro. Este dimorfismo influye en la respuesta inmune del hospedero [4].

En la respuesta inmune innata los fagocitos (macréfagos y neutréfilos) son importantes
como primera linea de defensa frente a patégenos. Los neutréfilos responden sus patrones
moleculares asociados (PAMPs, por sus siglas en inglés) activando diferentes mecanismos,
tales como fagocitosis, estallido respiratorio, liberaciéon de trampas extracelulares (NETS,
por sus siglas en inglés) y secrecién de citocinas. Los neutréfilos llegan al sitio de dafio
mediante la quimiotaxis, dirigidos por sustancias como interleucina 8 (IL-8). Estos procesos
se asocian a vias de sefializacion, entre ellas MAPK/ERK, que involucran transcripcion
génica [5].

Existen antecedentes de que pERK puede presentarse en mastocitos estimulados con
levaduras de S. schenckii [2], sin embargo, en neutrofilos faltan estudios al respecto. Hasta
ahora se sabe que los neutréfilos en interaccién, ya sea con conidios o levaduras de este
hongo, sufren cambios en su morfologia celular y nuclear, y su actividad fagocitica es
dependiente de la forma del hongo, asi como en la secrecion de citocinas. Aln cuando el
hongo sufre cambios morfoldgicos, su viabilidad no se ve afectada significativamente. Por
otro lado, parece ser que se indica la formacién de NETs [4]. Por lo tanto, es posible que
en neutrofilos también se active la via MAPK/ERK.

ll. MATERIALES Y METODOS
A. Cultivo de hongo S. schenckii

Se empled la cepa UAA-307 de S. schenckii sensu stricto, obtenida de muestras clinicas.
Para la obtencién de la fase micelial, se cultivé el hongo en agar dextrosa Sabouraud con
antibiéticos (SA), e incub6 a 25°C durante tres dias. El hongo se cosechoé por raspado, se
filtr6 para obtener conidios que se lavaron por centrifugacion a 3500 rpm 20 min a 4°C, con
Buffer Fosfato Salino (PBS) pH 7.4. Las células se resuspendieron en medio Roswell Park

Pagina 104



24° Verano de la Ciencia de la Regi6on Centro.

Memorial Institute (RPMI, 1640 Sigma Aldrich) con suero fetal bovino (MICROLAB SU-110)
y antibiéticos (Penicilina-Streptomicina SIGMA P468). La cuantificacion de conidios y su
viabilidad se realizé en camara de Neubauer con la prueba de exclusién hecha a través de
la tincion con azul tripan. La concentracion celular se ajusté a 10x10° conidios para su
interaccion con neutrofilos [4].

B. Obtencion y purificacién de neutréfilos

Se obtuvieron 5 mL sangre venosa heparinizada de donadores sanos, con consentimiento
informado avalado por el comité de Bioética de la Universidad Autébnoma de
Aguascalientes. La sangre se centrifugd a 2500 rpm por 10 min para separar el plasma, se
completd el volumen a 5 mL con PBS 1X para colocar la muestra en gradiente de
separacion con HISTOPAQUE-1119 (Sigma-Aldrich)-Lymphoprep-1077 (Fresenius Kabi
Norge AS), para separar células granulociticas y células mononucleares, respectivamente.
El gradiente se centrifugd a 3100 rpm por 45 min a temperatura ambiente. Se extrajeron los
PMNs y se lavaron con PBS 1X a 1800 rpm por 10 min. Los eritrocitos se lisaron por choque
osmoético en NH4CI al 0.15 M vy el pellet libre de eritrocitos se resuspendié en RPMI. Se
cuantificé y determind la viabilidad celular de la misma forma que los conidios. La
concentracion celular se ajust6é a 2x10°/mL de PMNs para su interaccién con el hongo [4].

C. Interaccién in vitro de neutréfilos con S. schenckii y obtencion de extractos crudos
proteicos

La interaccion de neutréfilos con conidios de S. schenckii se llevo a cabo durante 1 h a
37°C, en un volumen de 250 yL en RPMI. Como controles negativo y positivo de activacion,
se evalué neutrdfilos sin y con estimulo PMA (1 pg/mL), respectivamente. Al término de la
incubacién, las células se centrifugaron 10 min a 1500 rpm (HERMLE Labortechnik GmbH
Z216MK) a 4° C. Se realizé lisis celular con 30 ul de buffer de lisis (Buffer RIPA, PMSF,
Orto-vanadato, Coctel inhibidor de proteasas DNSO, SantaCruz 24948) en agitacion orbital
(SEA STAR, China) a 4°C por 40 min. Se obtuvo el sobrenadante con extracto crudo
proteico mediante centrifugacion a 14000 rpm 20 min a 4°C. La cuantificacion de proteinas
(ug/uL) se realiz6 con método de Bradford (595 nm) en espectrofotometro (JENWAY 7305
Spectophotometer), contra una curva de concentracion de albamina de suero bovino (BSA).

D. Perfil electroforético

Las proteinas del extracto crudo se separaron en geles de dodecilsulfato sodico (SDS)-
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%, a 100 V durante 2 h en un sistema Mini-Protean 3
(BioRad). Se utilizé buffer Laemmli (SIGMA S3401-1VL) para preparar las muestras, y el
marcador de peso molecular (MPM) de 250 kDa (BIO-RAD Kaleidoscope Precision Plus
Protein Standards 161-0375). El revelado de las proteinas fue por tinciéon con nitrato de
plata (AgNOs). El gel se fij6 con solucién de metanol: 4cido acético: agua (45:10:45), 30 min
en una solucién de etanol al 10% - acido acético 5%, y se hidrat6 con agua destilada por
30 min antes de sumergirlo en una solucién de ditriotietiol (DTT), 3mg/200 mL por 30 min
en agitacion. EI DTT se lavé con agua destilada vy tifié en oscuridad con AgNOs al 0.2% en
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agua desionizada. Se elimind el exceso de AgNO; con agua desionizada y se revelaron las
proteinas con solucion de formaldehido 0.5 ml/L en carbonato de sodio al 3% (P/v) diluido
en agua destilada. La reaccion se detuvo con una solucion de acido acético al 1% [6].

E. Western-Blot

Las proteinas separadas en geles SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa durante 24 h a 3 V. Después se permeabilizaron con metanol absoluto y
bloguearon durante 1 h con una solucién de leche descremada (Svelty 0) al 5% en solucién
salina tamponada con tris (TBS). Las membranas se incubaron toda la noche a 4 °C con
los anticuerpos primarios Anti-pERK (Anti-ERK1 phospho T202 + ERK2 phospho T185,
Abcam ab214036) 1:500 y como control de carga Anti-B-actina (Abcam, ab8227), en
solucién de leche. Se lavaron dos veces con buffer TBS con Tween 20 (TTBS) y una vez
con TBS. Luego se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo ligado a
peroxidasa de rdbano picante (BIORAD: 170-6515) diluido en solucion de leche, durante 2
h. Se hicieron lavados con TTBS y uno con TBS. Se colocé la membrana en solucién de
peréxido y luminol a una concentraciéon 1:1 (Clarity Webster ECL Substrate, BIORAD) para
revelarse por quimioluminiscencia en el equipo C-Digit (CDG- 003787 versiéon 1.1.4) durante
6 min. Se seleccionaron aquellas imagenes con bandas bien definidas para el analisis
densitométrico para determinar la densidad relativa de pERK respecto a la de B-actina,
empleando el software IMAGEJ (1.52 H, National Institutes of Health, USA).

IV. ANALISIS DE RESULTADOS

Los PMNs son los leucocitos mas abundantes en humanos y los primeros en acudir a
puntos de inflamacién en respuesta a sefiales quimiotacticas [8]. Estas células juegan un
papel importante en infecciones, entre ellas la esporotricosis, proceso que depende de
diferentes vias de sefializacion, incluida la via MAPK; en esta via la fosforilacién de las
proteinas RAF, MEK y ERK activan la trascripcién de genes como la cadena ligera kappa
de las células B activadas (NFkB) y la proteina activadora -1 (AP-1) que inducen la
secrecion de citocinas [5]. Se han realizado estudios de interaccién de S. schenckii con
diferentes células inmunes, tales como mastocitos [2,9], solo con estas Ultimas se ha
reportado la fosforilacion de ERK en interaccion con levaduras durante 30 min [2]. Si bien,
en el laboratorio se ha demostrado la activacién de PMNs en presencia de conidios y
levaduras, hasta ahora no se ha evaluado la participacion de la via MAPK/ERK, por lo que
este trabajo seria un primer abordaje para ello.

En los extractos crudos proteicos se demostraron proteinas en el rango 50kDa y 37 kDa
(Fig.1), dentro del cual se encuentran las proteinas pERK y B-actina de 42-44kDa. Sin
embargo, no se detectd la presencia de pERK en los PMNs retados con conidios de S.
schenckii (Fig. 2 A). Dado que, en el control positivo de activacion, PMNs retados con PMA
este resultado junto con la expresion relativa superior a 2 de la banda obtenida y su
ausencia en PMNs sin reto (Fig. 2 B) se puede decir que al tiempo o condiciones analizadas
(1 hora de interaccion) no ocurre la fosforilacion de ERK frente al hongo. Es importante
mencionar que también se evalud la expresién de pERK frente a levaduras y tampoco se
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observd su expresion (datos no mostrados). Asi pues, queda pendiente evaluar otras
condiciones, como describe Dubourdeau, et al. en el cual la interaccion ex vivo de conidios
y neutrofilos durante 4 h resulté en una activacion importante de la fosforilacion de ERK,
resaltando el papel de la activacién de esta proteina en la inmunidad innata frente a
Aspergillus fumigatus, un hongo patdgeno oportunista responsable de infecciones
pulmonares invasivas severas [7].

PMN+ PMN+
PMA Conidios MPM

MPM PMN

250kDa

{

50 kDa

37 kDa

Fig. 1. Perfil electroforético de extractos proteicos crudos. Se observan bandas proteicas entre 50 y
37 kDa, pesos moleculares que incluyen los pesos de pERK (42-44 kDa) y B-actina (42kDa).

PNNs +
PMNs PMNs + PMA  Conidios 0.35

ERK
P Ce— -

Densidad relativa

PNMNs PMNs+PMA PMNs+
Conidios

a) b)

Fig. 2. Expresién de pERK en la interacciéon de PMN — S. schenckii. a) Western Blot de pERK: pERK
se expresa unicamente en PMNs tratados con PMA (control positivo de activacion); B-actina se
expresa en todas las interacciones evaluadas. b) Expresion relativa de pERK Unicamente en la
interacciéon de PMN con PMA (2.9) pixeles relativo a B-acti
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La expresion de pERK como indicador de la activacion de las MAPK en la interaccion de S.
schenckii con PMNSs no fue detectada en las condiciones aqui ensayadas. Queda pendiente
evaluar su expresion a mayores tiempos de interaccién o bien incrementar el nimero de
células en la interaccion.
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Resumen — Se ha demostrado que el consumo de fresa brinda proteccién del riesgo cardiovascular,
por lo que la elaboracién una bebida a base la de misma puede ser utilizada para la prevencion de
enfermedades cardiovasculares. El objetivo del presente trabajo de investigacién fue evaluar la
estabilidad del color y de la capacidad antioxidante de una bebida a base de fresa adicionada con el
subproducto de procesamiento de la misma y otra bebida de fresa sin adicionar el subproducto a 4 y
25 ° C durante 15 dias de almacenamiento. La bebida con subproducto adicionado demostrd una mayor
conservacion de la capacidad antioxidante, menor indice de pardeamiento y una mayor conservacion
del color total, siendo el almacenamiento a 4 °C la temperatura que logré una menor disminucién de
dichos parametros con respecto a la bebida no adicionada con el subproducto, sugiriendo que esta
matriz incrementa la estabilidad en el almacenamiento de estas bebidas naturales.

Palabras clave — Bebidas de fresa, capacidad antioxidante, indice de pardeamiento, color.

Abstract — It has been demonstrated that the consumption of strawberries provides protection against
cardiovascular risk, so, the preparation of a beverage based on it, can be used for the as a treatment or
to prevention of cardiovascular diseases. The objective of the present research was to evaluate the
stability of the color and the antioxidant capacity of a strawberry-based beverage added with the by-
product of its processing and another strawberry beverage without adding the by-product at 4 and 25
°C storage. The beverage with added by- product showed a greater conservation of the antioxidant
capacity, a lower browning index and a greater conservation of the total color, with storage at 4 °C
being the temperature that achieved a smaller decrease in these parameters with respect to the beverage
added without the by-product, suggesting that this matrix does increase the storage stability of these
natural beverages.

Keywords — Strawberry beverages, antioxidant capacity, browning, color.
l. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial son las enfermedades
cardiovasculares (ECV). La poblacion adulta en México presenta al menos un factor de
riesgo de ECV como la obesidad y sobrepeso. [1] Para la prevencién y control de estas
enfermedades se han promocionado incluir en la dieta patrones alimentarios saludables. La
fresa ha demostrado propiedades antioxidantes, las cuales ayudan a disminuir el riesgo de
incidentes cardiovasculares al inhibir la oxidacién del colesterol LDL o mejorar la funcién
del endotelio vascular. La capacidad antioxidante de las fresas se relaciona con los
secuestrantes de radicales de oxigeno tales como los compuestos polifenélicos y el acido
ascorbico. [2]

SREE
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La fresa es una fuente muy rica en compuestos fendlicos bioactivos que incluyen: acidos
hidroxicinamicos, acido elagico, elagitaninos, flavan-3-oles, flavonoles y antocianinas. [3]
Durante el procesamiento de la fresa, como en la elaboraciéon de jugos y bebidas, se
obtienen diferentes subproductos que consisten en remanentes de pulpa, semillas y
cascaras que retienen compuestos bioactivos como compuestos polifenélicos y fibra
dietaria. [4]

El color de la fresa se debe principalmente a la presencia de antocianinas, quienes tienen
propiedades antioxidantes. [5,6] Se ha observado una degradacion de compuestos
bioactivos que incluyen antocianinas, color y capacidad antioxidante en fresas durante el
almacenamiento. Las antocianinas y la estabilidad de su color dependen de varios factores,
como el valor de pH, la presencia de oxigeno, la actividad enzimatica, la temperatura, el
contenido de azucar y acido ascorbico. [7]

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar la estabilidad del color y de la
capacidad antioxidante de una bebida a base de fresa adicionada con el subproducto de
procesamiento de la misma y otra bebida de fresa sin adicionar el subproducto a 4 y 25 °C
durante 15 dias de almacenamiento.

ll. MARCO TEORICO

Diversos estudios han demostrado que las fresas poseen una alta capacidad actividad
antioxidante, que esta relacionada con los niveles de compuestos polifendlicos. [8]. Otro
estudié demostré que el jugo de fresa exhibié un alto nivel de capacidad antioxidante contra
los radicales libres. [9]

Uno de los procesos en la produccion de alimentos es el almacenamiento. Los productos
base de ingredientes naturales sufren pérdidas de sus compuestos bioactivos, tal es el caso
de los productos a base de pulpa y jugo de frutos como la fresa. Se ha reportado que la
temperatura es un factor importante que logra cambios en productos de fresa ya que ha
mayores temperaturas la concentracion de antocianinas se disminuye. [7]

Para poder determinar la calidad del color de forma sistematica es necesario realizar
mediciones de color. Entendiéndose al color como la apariencia visual del producto. [10]
Uno de los criterios para medir el color es el sistema C.I.E.L* a* b* el cual ha sido adoptado
para la determinacion y especificacién de las caracteristicas del color. [11] Este sistema
permite definir las coordenadas de color como:

e L*: luminosidad. Atributo de una sensacion visual. El area parece reflejar difusamente o
transmitir mas o menos luz. Varia de 0 (blanco) a 100 (negro).

e a*: representa la variacion rojo-verde, con valores positivos y negativos, respectivamente.

¢ b*: representa la variacion amarillo-azul, cuando es positivo contribuye al color amarillo y
si es negativo al azul.
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El fendmeno de pardeamiento es un ensayo que permite conocer la estabilidad de los
colorantes, pues a un pH dado, la estabilidad del color depende principalmente de las
antocianinas y compuestos fendlicos. [12]

Los métodos més aplicados para determinar la capacidad antioxidante de frutos rojos son
ABTS y DPPH. [13] El método de DPPH se basa en la inhibicion del radical estable DPPH,
gue en soluciones alcohdlicas presenta una coloracién violeta, decolorandose hacia
amatrillo palido por la reaccion de la presencia de una sustancia antioxidante. [14] La técnica
de ABTS se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS* por la
presencia de antioxidantes. [15]

. MATERIALES Y METODOS

E. Bebidas y almacenamiento

Las bebidas se prepararon a partir de jugo natural de fresa y el subproducto de dicho
proceso. La bebida A se preparé utilizando jugo de fresa (40%), agua (60%), edulcorantes
no caldricos (sucralosa y acesulfame), acido citrico y sorbato de potasio como conservador.
Por otro lado, la bebida B tenia la formulacién base de la bebida B y se le adicioné
subproducto de fresa (25%). Ambas bebidas se trasvasaron en microtubos de polipropileno,
se separaron en dos grupos y se almacenaron a 4 °Cy 25 °C por triplicado durante 15 dias.
Cada 3 dias se tomaban tubos de las bebidas por cada temperatura de almacenamiento
para realizar el monitoreo del color, indice de pardeamiento y capacidad antioxidante.
Todas las determinaciones se realizaron analizando el sobrenadante de las bebidas,
obtenido a partir de la centrifugacién de los tubos a 4600 rpm por 5 min.

F. Determinacion de color

Dado que el color es una caracteristica que se puede apreciar a simple vista, se realiz6 el
seguimiento por espectrofotometria. [16] Para lo cual, se colocaron 300 pL de la muestra'y
se realiz6 un barrido de 380 nm a 720 nm, con un paso 6ptico de 5 nm para obtener sus
espectros de absorbancia a partir de un lector de placas Thermo Scientific™. Para el
tratamiento de los datos se utilizé el programa ColorBySpectra considerando un observador
10 y un iluminador D.

G. Determinacion del indice de pardeamiento
El indice de pardeamiento se calculé en base a la relacion entre la absorbancia a 430
nm y la absorbancia a 520 nm de las muestras [17]. Para realizar la determinacién se

colocaron 300 pL del sobrenadante de la muestra en cada pocillo de una microplaca y
se determinaron las absorbancias un lector de placas Thermo Scientific™.

AN b
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H. Determinacion de la capacidad antioxidante

Para determinar la capacidad antioxidante por DPPH en de las bebidas de fresa. Primero
se ajustd el radical DPPH a una absorbancia entre 0.75-0.78 a 517 nm. Por cada reaccion
se colocaron 20 pL de cada muestra y 200 uL de DPPH. Se dej6 reaccionar en oscuridad
durante 6 min y se ley6 su absorbancia a 517 nm. [14] La concentracion de DPPH™ en el
medio de reaccion se calculd a partir de la curva de calibracién obtenida por regresion lineal.
Los resultados se expresaron como mM equivalentes de Trolox/uL de bebida (mM eq/uL
de bebida). [18]

Para la determinacion de la capacidad antioxidante por ABTS, el radical ABTS* se genero
guimicamente [19]. Previamente, el radical ABTS se ajustd a una absorbancia entre
0.7+0.02 a 734 nm. Por reaccion se agregaron 20 pL de muestra 'y 230 pL de la solucién
de ABTS ajustada, se dejo reaccionar en la oscuridad por 6 min y se ley6 la absorbancia a
734 nm. La concentracion de ABTS en el medio de reaccién se calculd a partir de la curva
de calibracion obtenida por regresion lineal. Los resultados se expresaron como mM
equivalentes de Trolox/uL de bebida (mM eqg/uL de bebida).

IV. RESULTADOS

A. Determinacion de indice de pardeamiento

a) Bebida A b) Bebida B
1 1

Dia de almacenamien

Fig. 1. indice de pardeamiento de bebidas de fresa durante el aimacenamiento a 4 y 25 °C.
B. Determinacion de color

a) Bebida A c) Bebida A e) Bebida A
5 20

CIE a
/

CIE b*
i
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Fig. 2. ParAmetros de color de bebidas de fresa durante el almacenamiento a 4 y 25 °C.
C. Determinacion de capacidad antioxidante

a) Bebida A b) Bebida B

mMeq de Trolox/uL de bebida
mMeq de Trolox/uL de bebida
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Dias de almacenamiento

Fig. 3. Capacidad antioxidante por el método DPPH de bebidas de fresa durante el
almacenamiento a 4y 25 °C
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Fig. 4. Capacidad antioxidante por el método ABTS de bebidas de fresa durante el
almacenamiento a 4y 25 °C

V. ANALISIS DE RESULTADOS

Como se observa en la Figura 1, en la bebida B se da un incremento del indice de
pardeamiento a las dos temperaturas de almacenamiento. En la temperatura de 25 °C se
obtuvo un incremento del indice de pardeamiento de un 15 %. Este hecho puede atribuirse
a un pardeamiento por reacciones no enzimaticas, incluida la reaccion de Maillard, la cual
se ve favorecida cuando se alcanzan temperaturas entre los 20-25 °C. [16] Por el contrario
para la temperatura de 4 °C se obtuvo un incremento del 1%. Los resultados obtenidos son
consistentes con los resultados de Cao et al. (2012) [20] para jugos de fresa almacenados
a4 °Cy25°C. En el caso de la bebida A, también se observa un incremento del 3% en el
indice de pardeamiento a 45° C, sin embargo, a 4 °C se observa un decremento del 12%,
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es decir, un proceso de clarificacion, lo que indicaria una pérdida de antocianinas y una
reduccion de la capacidad antioxidante [21].

Los pardmetros de color se muestran en la Figura 2. En el tiempo 0 se puede observar que
la bebida B tiene valores més altos de L* y mas bajos de a* y b* lo que indica que la adicion
de subproducto de procesamiento en la bebida de fresa ocasiona un mayor desplazamiento
hacia los colores blancos, menor presencia de color rojo y compuestos amarillos. En ambas
bebidas y a ambas temperaturas se observa un decremento de a* lo que indica una
degradacién gradual del color rojo.[22] Las muestras almacenadas a 4 °C tuvieron un menor
valor de L* y valores de b* y a* mas altos, indicando un menor oscurecimiento de la muestra
y por ende un menor color marrén en la bebida.

Con respecto a la capacidad antioxidante de la bebida B, en el método de DPPH (Figura
3b) observa un incremento de la capacidad del 15% a 4 °C y 17% a 25 °C, con respecto al
tiempo 0. En el método ABTS su capacidad antioxidante incrementd, con respecto al tiempo
0, en un 40% y 46% a 4 °C y 25 °C respectivamente. La capacidad determinada con
respecto al método ABTS es mayor que en DPPH, esto podria deberse a que ABTS permite
medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica. [13] La bebida A
presentd un menor aumento de la capacidad antioxidante que la bebida B en ambos
métodos, siendo para DPPH un incremento del 13% respecto al tiempo 0 para ambas
temperaturas y en ABTS un aumento del 12% y 14% a 4 °C y 25 °C respectivamente.
Puesto que ambas muestras presentaban pardeamiento y cambio de color, se esperaba
gue su capacidad antioxidante disminuyera, sin embargo, esta increment6, al igual que en
el estudio de Ayala-Zavala, et.al. (2004) el cual evalu6 las temperaturas de almacenamiento
sobre la capacidad antioxidante en frutos de fresa, se informa que los frutos almacenados
a 10 y 5 °C mostraban mayor capacidad antioxidante y antocianinas. Ademas, Vergara
(2014) al evaluar la capacidad antioxidante de zumos de granada, observa un incremento
de la capacidad antioxidante hasta el dia 28 a las temperaturas de almacenamiento de 25°
Cyb5°C.

VI. CONCLUSIONES

Los resultados demostraron que la mejor temperatura de almacenamiento que conservo las
caracteristicas de color y la capacidad antioxidante tanto en la bebida enriquecida y no
enriquecida, fue a 4°C puesto que obtuvo un menor indice de pardeamiento y una menor
variacion de color, pues conservé la luminosidad de las bebidas, hubo una menor perdida
de rojos y menor incremento de amarillos, ademas conservo e incrementé la capacidad
antioxidante de la bebida enriquecida en un 40%. En cuanto al tipo de bebida, fue la bebida
enriguecida la que presenté una mayor capacidad antioxidante con respecto a la bebida a
base de fresa, lo que sugiere que el aprovechamiento del subproducto de jugo de fresa
aumenta los compuestos polifendlicos de la bebida confiriéndole una mayor estabilidad en
el almacenamiento.
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ESTEREOTIPOS, ANSIEDAD Y ACTITUDES NEGATIVAS ANTE EL
ENVEJECIMIENTO EN ESTUDIANTES UNIVERSITARIOS
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Resumen — EI objetivo del presente trabajo es analizar la presencia de estereotipos, ansiedad y
actitudes negativas hacia el envejecimiento en los estudiantes de medicina y enfermeria de la
Universidad Auténoma de Coahuila. Se utilizard un tipo de estudio correlacional el cual permitird
medir las relaciones entre las variables; estereotipos, ansiedad y actitudes negativas ante el
envejecimiento. Se tomara una muestra de 139 alumnos de la carrera de enfermeria y medicina la
muestra fue calculada a través de la formula para poblaciones finita con un 95% de confiabilidad y un
5% de margen de error. Los instrumentos que se utilizaran para medir las variables seran el cuestionario
de Estereotipos Negativos hacia el Envejecimiento (CENVE), la Escala de Ansiedad ante el
Envejecimiento y el Cuestionario de Actitudes hacia la Vejez (CAV).

Palabras clave — Envejecimiento, ansiedad, estereotipo, actitudes.

Abstract — The objective of this study is to analyze the presence of stereotypes, anxiety and negative
attitudes towards aging in medical and nursing students at the Autonomous University of Coahuila. A
type of correlational study will be used which will allow measuring the relationships between the
variables; stereotypes, anxiety and negative attitudes towards aging. A sample of 139 nursing and
medicine students will be taken. The sample was calculated through the formula for finite populations
with 95% reliability and a 5% margin of error. The instruments that will be used to measure the
variables will be the questionnaire on Negative Stereotypes towards Aging (CENVE), the Scale of
Anxiety towards Aging and the Questionnaire of Attitudes towards Old Age (CAV).

Keywords — Aging, anxiety, stereotype, attitudes

I. INTRODUCCION

El envejecimiento, constituye un proceso mas, dentro de la vida de los seres vivos. La edad
es un concepto lineal por lo que implica cambios continuos en las personas, pero a la vez
supone formas de acceder o perdida de derecho a recursos, asi como la aparicion de
enfermedades o discapacidades. (1)

En el 2050 ante el descenso de la fecundidad y el aumento de la esperanza de vida, se
estima que en el planeta se logre cuadriplicar la poblacién de edad avanzada en los
préximos 50 afios, al pasar de los 600 millones que hay en la actualidad a 2 000 millones;
lo que significaria que de cada 5 personas una sera mayor de 60 afos segun la
Organizacién mundial de la salud (OMS, 2018)

El concepto de envejecimiento humano es un proceso gradual y adaptativo por lo tanto se
sitia en diferentes niveles: fisiologico, morfolégico, celular y molecular, pero también en el
ambiente social y psicoldgico (2). Estos cambios generan movimientos en la calidad de vida
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de las personas debido a que se desenvuelven dentro de una cultura, lo que configura una
realidad. Por lo que es relevante estudiar sobre estereotipos, prejuicios y representaciones
sociales que se tienen acerca de la vejez y envejecimiento (3).

Scholl & Sabat, (2008) sefialaron que los estereotipos sobre la vejez se adoptan desde la
infancia a través de influencias ambientales, familiares y sociales, asi como con diversos
medios de comunicacioén, los que luego se refuerzan durante la edad adulta, a menudo sin
gue se percate de ellos la propia persona que los sostiene. Teater & Chonody, (2017)
confirmaron que, al explorar los estereotipos y las creencias discriminatorias en sujetos de
nifiez media a adolescentes, encontraron que el tiempo invertido en contacto con los adultos
mayores predicen las actitudes que se tienen hacia los adultos mayores.

La mayor parte de los estereotipos sociales que se adoptan hacia las personas de edad
avanzada abarcan areas como el deterioro de la salud fisica y mental, la pérdida de la
motivacion y la de los intereses vitales. (6).

En el contexto de atencion de salud para los adultos mayores, una actitud positiva del
profesional los apoyara hacia la mantencién de la actividad y prevencion de la depresién.
Una actitud negativa impacta de manera contraria en la calidad de atencién en primera
instancia y posteriormente en la calidad de vida general.(7)

Otro aspecto muy importante mencionar es la ansiedad que se tiene ante el envejecimiento
por parte de los jévenes segun estudios realizados por Serrani (2012), a un grupo de
estudiantes revelo que las mujeres refirieron més ansiedad acerca de su propio
envejecimiento, mostrando altos niveles de preocupacion acerca del declive en la atraccion
fisica y el apoyo familiar. La construccion social sobre género, edad y belleza influyen en la
percepcion de los jovenes sobre la vejez, incluyendo las ansiedades acerca de su propia
vejez.

Por lo anterior es que el presente estudio tiene como objetivo analizar la presencia de
estereotipos, ansiedad y actitudes negativas hacia el envejecimiento en los estudiantes de
medicina y enfermeria de la Universidad Auténoma de Coahuila.

ll.  MATERIALES Y METODOS

El disefio propuesto sera de tipo correlacional debido a que se pretende medir la relacion
gue existe entre las variables; estereotipos, ansiedad y actitudes negativas ante el
envejecimiento (Burns y Grove, 2019). La poblacion la conformaran 1000 estudiantes de la
carrera de enfermeria y medicina de una universidad publica del noreste de México. La
muestra se calculd a través de la férmula para poblaciones finita con un 95% de
confiabilidad y un 5% de margen de error, obteniendo un total de 278 estudiantes lo que
equivale a 139 estudiantes de medicina y la misma cantidad de enfermeria a través de un
muestreo estratificado proporcional (50%). Los datos seran colectados de junio a agosto
del 2022. Los criterios de inclusién son ser estudiantes de la carrera de médico cirujano y
licenciatura en enfermeria y ser mayor de edad.
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Se utilizaran tres instrumentos para la colecta de datos la cual se realizara de forma auto
aplicada, primero se utilizara la escala de estereotipos ante el envejecimiento CENVE, que
consta de un cuestionario de evaluacion de estereotipos negativos hacia la vejez, el cual
se constituye de 15 items en escala Likert de 4 puntos (1= Desacuerdo Total, 2 ligeramente
de acuerdo, 3 ligeramente de acuerdo y 4= De Acuerdo Total), cuyo valor fluctia entre 15
y 60. Las puntuaciones mas altas indicaran un elevado grado de estereotipos negativos
hacia la vejez, valorando tres dimensiones: Salud: Comprende las afirmaciones del
deterioro fisico y cognitivo, asi como de sus discapacidades. Motivacional-Social: Son las
creencias acerca de las carencias socioafectivas. Caracter-Personalidad: Se refiere a la
rigidez del pensamiento y los problemas de labilidad emocional.

El segundo se utilizara la escala de ansiedad ante el envejecimiento, elaborada por Lasher
y Faulkner, compuesta por 20 items, con una escala de respuesta de tipo Likert de 4 puntos,
donde 1 es “en desacuerdo”, 2 “ligeramente en desacuerdo”, 3 “ligeramente de acuerdo” y
4 “de acuerdo” las puntuaciones altas indicaran mayores niveles de ansiedad hacia el
envejecimiento.

Cuestionario de Actitudes hacia la Vejez (CAV) (Hernandez., 2009). Compuesto de 21
reactivos que se evallan en una escala tipo Likert con cuatro opciones ordinales que van
de “Completamente en desacuerdo” a “Completamente de acuerdo”. Comprende tres
subescalas que varian en el nimero de reactivos. Subescala 1: Estereotipos negativos
fisicos y conductuales asociados a la vejez. Esta subescala esta conformada por los
reactivos 20, 16, 21, 22, 15, 18, 19, 11, 13, 14 y 5. Subescala 2: Miedo al propio
envejecimiento, integrada por los reactivos 3, 2, 1 y 4. Subescala 3: Miedo al deterioro
intelectual y al abandono, formada por los reactivos 8, 9, 24, 23, 10y 12.

Se solicito la participacién voluntaria de los estudiantes, digital y en fisico, dandoles a
conocer el objetivo general del estudio a través de la firma del consentimiento informado
cumpliendo con lo marcado con la ley general de salud en materia de investigacion y lo
establecido en las consideraciones éticas y los principio de la declaracién Helsinki de la
asociacion médica mundial para las investigaciones éticas en los seres humanos, se
sometera al comité de ética e investigacion de la facultad de enfermeria. En formato digital
se utilizara la plataforma de Microsoft Forms compartiendo el enlace a través de redes
sociales. Para el levantamiento de datos presenciales se asistira a las aulas solicitando la
participacion de los estudiantes.

Para el analisis de datos se utilizara el paquete estadistico SPSS V25, para realizar los
analisis descriptivos de las variables sociodemogréficas se utilizaran medidas de tendencia
lineal, variabilidad y frecuencias y porcentajes. Se realizara la prueba de bondad de ajuste
de Kolmogorov-Smirnov con correccion de Lilliefors para contrastar hipétesis de normalidad
y poder utilizar Pearson o Spearman para verificar la correlacion.
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Tabla 1. Cronograma de actividades
Actividades Junio  Julio Agosto

Revision bibliografica

Planteamiento de objetivos

Redaccién metodoldgica

Aplicacién de encuestas

Recopilacion de datos

Redaccion de informe final
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ANEXOS

Cuestionario de evaluacién de estereotipos negativos hacia la vejez (CENVE) |

Actitudes negativas hacia el envejecimiento

H P E
N . . . . . = =S| S © g 2 "
Cuestionario de evaluacion de estereotipos negativos hacia la vejez £ 7] £ s £ o b 2
(CENVE) z £l 2T SE | 28| 2 _ | 5e
g |52 |2 EZ | 5E| 55| EE
g |3z |2 s |£2|E8| 8¢
: |2 t CAV S5 |538|82|53
2 2 =5 | § | g2 = -
= ="

1. | La mayor parte de las personas cuando llegan a los 60 afios de 1 3 4 g =] TTI|Z 5
edad, aproximadamente, comienzan a tener un considerable o ® = = &
deterioro de memoria - —

2. Las personas mayores tienen menos interés por el sexo. 1 2 3 4 é g:i:ﬁ;;nsr‘:siabl:ec?t?eet:lleejszlg:z‘an arrueas : % i :
Las personas mayores se irritan con facilidad y son “cascarrabias™. 1 2 3 4 3' Me d - d‘ —— = N 2 3 ry

— — : ¢ da miedo envejecer
La mayoria de las personas mayores de 60 afios tienen alguna 1 2 3 4 N No me gustaria que la gente me viera con canas 1 3 3 )
4 enfermedad mental lo bastante seria como para deteriorar sus 3 La boca de una persona vieja hucle mal 1 3 3 ]
- capacidades normales. - n - N
capac 6. Seria espantoso perder mis capacidades 1 2 3 4

5. Las personas mayores fienen menos amigos que las mas jovenes. 1 2 3 4 mentales con la edad

6. | A medida que las personas mayores se hacen mayores, se vuelven, 1 2 3 4 7. Los vicjos se vuelven necios y repetitivos 1 2 3 4
ms rigidas e inflexibles. 8. Con la edad viene la tristeza y la soledad 1 2 3 4
La mayor parte de los adultos mantienen un nivel de salud 1 2 3 4 9. Las muje_res CANNEANEANIPOCH E}“’-‘Cli\’ﬂs 1 2 3 4
aceptable hasta los 60 afios aproximadamente, en donde se 10. A los viejos los olvidan en un rincon 1 2 3 4

7. produce un fuerte deterioro de la salud. 11. Los hombres que se quedan calvos son poco 1 2 3 4

atractivos

8. | A medida que nos hacemos mayores perdemos el interés por las 1 2 3 4 12 Una mujer debe evitar todo signo de vejez 1 3 3 1
COSas. g = 13. Estar viejo es deprimente 1 2 3 4

9. | Las personas mayores son, en muchas ocasiones, como nifios. 1 2 3 4 _

10. | La mayor parte de las personas mayores de 60 afios tienen una | 2 3 4 14. Los ancianos huelen mal 1 2 3 4
serie de incapacidades que les hacen depender de los demas. 115. Es facil tomarles el pelo a las personas mayores 1 2 3 4

I1. | A medida que nos hacemos mayores perdemos la capacidad de 1 2 3 4 16. Estar VIEJO quiere decir perder la independencia ! 2 3 4
resolver los problemas a los que nos enfrentamos. 17. Los vigjos dan mucha lata ! 2 3 4

12. | Los defectos de la gente se agudizan con la edad. 1 2 3 4 18. Los peores conductores son las personas 1 2 3 4

13. | El deterioro cognitivo (perdida de la memoria, desorientacion, 1 2 3 4 mayores
confusién) es una parte inevitable de la vejez. 19. |Los pIEjHes oAy ATaS ! 2 3 4

14. | Casininguna persona mayor de 60 afios realiza un trabajo tan bien 1 2 3 4 20. I(Ios gsﬂosr Para personas mayores son ! 2 3 4
como lo haria otra mds joven. cprimentes —

15. | Una gran parte de las personas mayores de 60 afios chochean. 1 2 3 4 21. Temo hacerme initil con la edad 1 2 3 4
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Escala de Ansiedad ante el Envejecimiento

@ =
s |zl2% |3
Escala de Ansiedad Ante ¢l Envejecimiento (EAE) £ E = E £ | £
=1 z = 1
4 -4
& &7 |83 |2
- - i
<3
1. | Dusfruto el estar con gente vieja 1 2 3 4
2. | Temo que cuando sea viejo (o) todos mis amigos se hayan 1 2 3 4
muerto
3. | Me gusta visitar a mis amigos/familiares viejos 1 2 3
4. | He mentido acerca de mi edad a fin de parecer mas joven 1 2 3 4
5. | Creo que serd muy dificil para mi sentirme contenta (o) 1 2 3 4
cuando sea vieja (o)
6. | De cuando llegue a ser mds vieja (o), es mi salud lo que mdis 1 2 3 4
me preocupa.
Tendré mucho en que ocupar mi tiempo cuando sea mas vieja (o) 1 4
8. Me pongo nerviosa (o) cuando pienso que alguien tomara 1 3 4
decisiones por mi cuando sea vieja (o).
9. | Me molesta imaginarme siendo vieja (o). 1 2 3 4
10. | Disfruto platicar con gente vieja. 1 2 3 4
1. | Cuando sea vigja (0) creo que voy a sentirme bien con la vida. 1 2 3 4
12. | Me ha preocupado el dia en que al verme en el espejo me vea con 1 2 3 4
arrugas.
13. | Me siento muy a gusto cuando estoy cerca de una persona vieja. 1 2 3 4
14. | Me preocupa que la gente me ignore cuando sea mas vieja (o). 1 2 3 4
15. | Verme vieja (o) me ha preocupado. 1 2 3 4
6. | Creo que cuando sea vieja (o) todavia podré hacer casi todas las 1 2 3 4
cosas por mi misma (o).
17. | Me preocupa gue la vida pierda sentido para mi cuando sea 1 2 3 4
vieja (o).
18. | Cuando sea vieja (o), confio en que me sentiré¢ bien conmigo 1 2 3 4
misma (0).
19 | Dusfruto hacer cosas por las personas viejas. 1 3 4
20. | Cuando me veo en el espejo me molesta ver como mi apariencia 1 3 4

ha cambiado con la edad.
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ESTUDIO DE ESTABILIDAD DE COMPUESTOS FITOQUIMICOS EN
JUGOS DE FRUTOS ROJOS EN ALMACENAMIENTO A 4°C Y 25 °C.

Aline Sotelo Arias Dra. Iza Fernanda Pérez Ramirez
Universidad Autonoma de Querétaro Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Quimica-Centro Universitario Facultad de Quimica-Centro Universitario
Cerro de las Campanas S/N, Las Campanas, C.P.  Cerro de las Campanas S/N, Las Campanas, C.P.
76010 Santiago de Querétaro, QRO. 76010 Santiago de Querétaro, QRO.
asotelo12@alumnos.uag.mx iza.perez@uag. mx
Resumen — Los compuestos polifendlicos (fenoles totales, antocianinas, flavonoides y

proantocianidinas) estan asociados con una mejora de los factores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares. Se evalud la estabilidad de dichos compuestos en una bebida adicionada con
subproducto de fresa (B) asi como de una bebida sin subproducto (A) a tres temperaturas (4°C, 25°C
y 45 °C) durante 15 dias. Se encontr6 que la bebida B tuvo mayor estabilidad de dichos compuestos
a 4°C de almacenamiento..

Palabras clave — polifenoles, estabilidad, fresa

Abstract — Phenolic compounds (including anthocyanins, flavonoids, and proanthocyanidins) are
associated with an improvement in cardiovascular disease risk factors due to their antioxidant
properties. The storage stability of these compounds in two beverages was evaluated: a strawberry
beverage added with the by-product of its processing (beverage B) and another unprocessed (beverage
A) at three temperatures (4°C, 25°C and 45°C) for 15 days. It was found that beverage B had greater
stability and that the ideal storage temperature is 4°C..

Keywords — phenolic compounds, stability, strawberry
l. INTRODUCCION

En México, se estima que el 70.3% de la poblacién adulta vive con al menos un factor de
riesgo cardiovascular tales como la obesidad, aumento de colesterol, triglicéridos y glucosa
en sangre, hipertensién, asi como resistencia a la insulina (Asociacién Pacientes de
Corazon, 2018). Como parte del tratamiento y manejo de las enfermedades
cardiovasculares se requiere un cambio de habitos incluyendo una alimentacion baja en
grasas y azucares, asi como de ejercicio.

El alto contenido de compuestos polifendlicos (antocianinas, flavonoides, proantocianidinas
y proantocianidinas) en algunos alimentos como las fresas se ha asociado con la mejora de
factores de riesgo cardiovascular en estudios epidemiolégicos y clinicos debido a sus
propiedades antitromboticas, antiinflamatorias y antiagregantes (Basu, Rhone, & Lyons,
2010; Michalska et al., 2010 ). Estos beneficios se han atribuido principalmente a las
antocianinas que contienen las fresas.

Los subproductos de frutas tienen actividades biolégicas comprobadas derivadas de la
presencia de compuestos fendlicos y fibra, entre otros compuestos que le dan un uso
potencial en productos alimenticios. Anteriormente, se descubrié que el enriquecimiento del
jugo de naranja con su subproducto de fibra disminuia la disminucion de la glucosa sérica
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posprandial y los niveles de insulina circulante, ademas de aumentar la insulina (Barbosa,
2021).

El objetivo de este trabajo experimental consistio en evaluar la estabilidad de los
compuestos fendlicos, antocianinas, flavonoides y proantocianidinas totales en dos
bebidasa base de jugo de fresa, adicionando subproducto del procesamiento de la misma,
y otra sin adicionar, las cuales fueron almacenadas a 4°C y 25°C durante 15 dias

Il. METODOLOGIA
A. Determinacion de fenoles totales

Se prepar6 una curva estandar utilizando soluciones estandar de acido gélico (0.1 mg/mL).
Se diluyeron 100 pL de cada bebida en 400 pL de agua destilada. Luego se anadieron 10
ML de las muestras diluidas a 40 yL de agua destilada, y posteriormente se agregaron 25
ML del reactivo de Folin-Ciocalteu y 125 pL de carbonato de sodio. Se dejé reposar 30 min
y la absorbancia se leyé en un espectofotometro UV-VIS a 765 nm y se compard con la
curva estandar. Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de acido gélico por
mL de muestra B. Ensayo para determinacion de flavonoides totales

B. Determinacion de flavonoides totales

Se utilizaron distintas soluciones de rutina para elaborar una curva estandar. A 50 yL de
cada bebida se le agregaron 180 uL de agua destilada, 20 uL de 2-aminoetildifenilo borato
y posteriormente se hizo una lectura de las muestras a 404 nm. La reaccién se comparé
con la curva estandar. Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de rutina
por mL de muestra

C. Determinacion de antocianinas totales

Se utilizaron dos soluciones buffer: KCI 0.25 M a un pH de 1.0 y acetato de sodio 0.4 M a
un pH de 4.6. A 50 pyL de muestra se le agregd, por separado, cada uno de los buffers y
posteriormente se midi6 la absorbancia a 510 nm y 700 nm. Los resultados se expresaron
como mg equivalentes de cianidina-3-glucésido por mL de muestra.

D. Determinacién de proantocianidinas totales

Se prepar6 una curva utilizando un estandar de vainillina (1% v/v). A 100 pL de cada
bebida se le adicionaron 600 pL de vainillina, y luego se colocé el tubo eppendorf en un
vortex por unos segundos. Luego, se le adicionaron 300 yL de HCI concentrado y
nuevamente se colocé el tubo en un vortex por unos segundos. Tras dejar reposar 15

minutos en oscuridad se tomaron 200 uL de muestray se midié su absorbancia a 500 nm.

Se realizaron muestreos cada tercer dia para el monitoreo de los compuestos.
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Fig.1. Estabilidad de
almacenamiento a 4y 25 °C.
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RESULTADOS
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IV. DISCUSION DE RESULTADOS

En todos los casos el contenido de los fitocompuestos medidos fue mayor en la bebida A
gue en la bebida B. En particular, el contenido de fenoles totales de las bebidas Ay B
almacenadas a 45 °C disminuy6 hasta un 94% y 72% respectivamente a los 15 dias de
almacenamiento como se observa en la Figura 1 (A y B). En general, los compuestos
polifendlicos medidos fueron mas estables a 4 °C seguidos por 25 °C. Ademas, los datos
publicados respaldan que los polifenoles son sensibles a la luz, el pH y/o las altas
temperaturas (Diaconeasa, 2018). En promedio, el contenido de fenoles disminuy6 un 72%
para la bebida A y un 71% para la bebida B.

Se observo que la bebida B presenté mayor conservacion de antocianinas en un 9.13% con
respecto a la bebida A a 25 °C después de 15 dias de almacenamiento (ver Fig. 1 (F)). En
el caso del almacenamiento, 4 °C la bebida A presentd mayor conservacion de antocianinas
en un 72.46% (ver Fig. 1 (E)). En una evaluacion de la estabilidad de las principales
antocianinas en uvas, se encontr6 que cianidina-3-glucdsido (C3G) es una de las
antocianinas mas inestables y sensibles a la temperatura (Muche et al., 2018). Es evidente
gue el factor de mayor impacto en conservacion es la temperatura, siendo la mejor 4 °C.

En las fresas, las antocianinas representan los flavonoides mas abundantes por lo que se
esperaria una mayor conservaciéon en la concentracion de estos compuestos a la
temperatura de 25 °C en la bebida B y a 4°C en la bebida A. En cambio, se encontré una
mayor conservacion de flavonoides en la bebida A contra la B del 21.15% y 19.88% a las
temperaturas de 4 °C y 25 °C respectivamente. La temperatura ideal para la conservacion
de flavonoides fue de 4 °C. Los flavonoides han demostrado mayor sensibilidad cuando se
incrementa la temperatura, tal como lo demuestra Zhang et al.,, 2019, quien midi6 el
contenido total de flavonoides de hojas de Dryopteris erythrosora expuestas a diferentes
pretratamientos de secado.

En el caso de las proantocianidinas totales, las cuales son polifenoles de mayor peso
molecular, mostraron un aumento del 7.19% y 30.84% en la bebida Ay B a 4 °C
respectivamente y un aumento del 8.45% en la bebida B a 25 °C (ver Fig. 1 (G y H)). La
bebida A experimentd una conservacion del 80.19% a 25 °C. Entendiendo que los
polifenoles mas abundantes son las proantocianidinas y las antocianinas, entonces este
aumento de proantocianidinas se tendria que ver reflejado en los resultados de fenoles
totales, sin embargo, no es asi por lo que el ensayo para determinar proantocianidinas
totales se deberia repetir (Gasperotti et al., 2014).

En general, las bebidas de fresa demaostraron una mayor concentracion de sus compuestos
polifendlicos a temperatura de refrigeracion (4°C) de hasta el doble con respecto a 25 °C,
asi como una mayor disminucién de estos al paso del tiempo de almacenamiento. Por lo
tanto, para aprovechar los beneficios de los compuestos, las bebidas de fresa, deben
almacenarse bajo refrigeracion. Debido a que estos compuestos no se conservaron mejor
en alguna bebida en particular, no es posible determinar
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[5:58 PM, 8/14/2022] Ana Lab Rosalia: puedes manejarlo por separado, que A fue mejor
conservada en ciertos compuestos y B en otros

[5:59 PM, 8/14/2022] Ana Lab Rosalia: y que se sugieren mas experimentos a mayores
tiempos para llegar a una conclusién mas precisa

V. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que la temperatura de
refrigeracion (4 °C) conservo la mayor cantidad de compuestos polifendlicos en las bebidas
de fresa con respecto a 25 °C y 45 °C, conservando principalmente a . Por
otro lado, al evaluar lala estabilidad de estos compuestos tanto en la bebida de fresa
adicionada con el subproducto de jugo de fresa (bebida B) y otra sin subproducto (bebida
A) durante el almacenamientose identificoO que la adicion de este subproducto logré una
mayor estabilidad y proteccién en la degradacion de los compuestos polifenélicos después
de 15 dias. Por lo que el uso de esta matriz representa una alternativa para mantener los
efectos antioxidantes esperados en la bebida de fresa desarrollada.
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EFECTO DEL DISRUPTOR ENDOCRINO MONO-2-ETILHEXIL
FTALATO EN LA EXPRESION DE C/EBPA EN CELULAS 3T3-L1
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Resumen — Los disruptores enddcrinos son sustancias quimicas presentes en el ambiente capaces de
alterar el equilibrio hormonal. EI mono-2-etilhexil ftalato (MEHP) es un obesdgeno que participa en
la induccion de la adipogeénesis y favorece la acumulacién de tejido adiposo en el cuerpo, por lo que
esta asociado al desarrollo de la obesidad. En este estudio se analiz6 el efecto del tratamiento con
MEHP en la expresion relativa de C/EBPa, un factor de transcripcién clave en la adipogénesis, en
células 3T3-L1 por medio de PCR en tiempo real. Se extrajeron y cuantificaron muestras de RNA de
las células, posteriormente se sintetizo cDNA para realizar la gPCR. Las células tratadas con 3 y 100
uM muestran una disminucion significativa en la expresién génica de C/EBPa, lo que podria indicar
un efecto anti-adipogénico bajo el contexto experimental implementado.

Palabras clave — Adipogénesis, C/EBPa, MEHP, obesidad.

Abstract — Endocrine disruptors are chemical substances present in the environment capable of
altering the hormonal balance. Mono-2-ethylhexyl phthalate (MEHP) is an obesogen involve in the
induction of adipogenesis and favors the accumulation of adipose tissue in the body, so it is associated
with the development of obesity. This study analyzed the effect of the treatment with MEHP on the
relative expression of C/EBPa, a key transcription factor in adipogenesis, in 3T3-L1 cells by means of
real-time PCR. RNA samples were extracted and quantified from the cells, then cDNA was synthesized
to perform gPCR. Cells treated with 3 and 100 uM show a significant decrease in C/EBPa gene
expression, which could indicate an anti-adipogenic effect under the implemented experimental
context.

Keywords — Adipogenesis, C/EBPa, MEHP, obesity.
l.  INTRODUCCION

La obesidad representa uno de los problemas de salud publica mas preocupantes en el
mundo. México ocupa el segundo lugar a nivel mundial, con el 36.1% de la poblacién adulta
obesa (Barquera & Rivera, 2020). La obesidad es una enfermedad crénica de etiologia
multifactorial influenciada por factores genéticos, de comportamiento y ambientales que se
caracteriza por una acumulacion excesiva de tejido adiposo (Gore, 2015). Recientemente,
se ha evidenciado que el incremento de la produccion global de plasticos y diversos
productos quimicos se relaciona con el aumento de la exposicidbn humana a sustancias
guimicas contaminantes presentes en el ambiente, entre ellas se encuentran los disruptores
endocrinos (DEs) (Flaws, 2020). Los DEs son compuestos que alteran el equilibrio
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hormonal, por lo que estan ampliamente relacionados con el desarrollo de distintos
desordenes metabdlicos, neuroldgicos y reproductivos. Asimismo, los DEs son
considerados obesogénicos, ya que alteran procesos que afectan el metabolismo de
lipidos, como la adipogénesis, contribuyendo al desarrollo de la obesidad (Gore, 2015).
Particularmente, el mono-2-etilhexil ftalato (MEHP), es un DEs perteneciente a la familia de
los ftalatos, compuestos que poseen efecto pro-adipogénico en lineas celulares 3T3- L1 ya
que, al estimular la via de sefalizacion mediada por PPARYy, favorecen la formacién de
adipocitos activando a PPARYy y genes involucrados en el metabolismo de lipidos como
C/EBPa (Casanova, 2020). Se ha reportado que la exposicién perinatal con MEHP
incrementa significativamente el peso y la grasa corporal de ratones macho 3T3-L1 a través
de la induccion de la expresion de PPARYy y los genes implicados en la adipogénesis in vitro
e invivo a concentraciones de 1 a 100 uM, por lo que la exposicion a MEPH podria contribuir
al aumento en la incidencia de la obesidad y enfermedades relacionadas (Hao, 2012). De
acuerdo con la evidencia reportada, se propone que el tratamiento con dosis
ambientalmente relevantes de 3, 30 y 100 uM de MEPH durante la etapa de proliferacion
celular, aumentara la expresion de C/EBPa en células 3T3-L1.

Il. MARCO TEORICO

La adipogénesis se refiere al proceso en el cual una célula madre mesenquimal se
diferencia hacia un adipocito maduro, principal constituyente del tejido adiposo (Casanova,
2020). Durante la adipogénesis, la expresion de dos factores de trascripcion clave: el
receptor activado del proliferador de peroxisoma gamma (PPARY) y la proteina de unién al
potenciador/CCAAT-a (C/EBPa), inducen la expresidbn de genes que confieren las
caracteristicas de un adipocito maduro, como la proteina Ap2, el receptor de insulina o el
transportador de glucosa Glut4 (HAO, 2012). Los DEs actllan como obeségenos al alterar
el proceso de adipogénesis y favorecer la acumulacién de tejido adiposo en el cuerpo,
asimismo, poseen caracteristicas toxicologicas particulares, pueden actuar en dosis muy
bajas y la relacién dosis-efecto no es lineal, asimismo, su accion también puede ser
combinada por lo que no es posible establecer limites seguros de exposicion (Romano,
2012). Los ftalatos, son disruptores endocrinos de vida corta ampliamente utilizados como
plastificantes en la industria, dado que confieren la flexibilidad y dureza de los materiales.
Por tanto, se encuentran presentes en plastificantes de PVC, recubrimientos, insecticidas,
repelentes y cosméticos como perfumes y esmaltes de ufias. La exposicion a los ftalatos
en el dia a dia puede ser a través de la inhalacién, el contacto dermal, pero mayormente
por la ingesta oral de alimentos empacados, puesto que forman interacciones no covalentes
con los plasticos, haciéndolos facilmente transferibles. Entre los ftalatos de mayor uso en
la industria se encuentra el di(2-etilhexil) ftalato (DEPH), cuyo metabolito principal es el
mono-2-etilhexil ftalato (MEPH), tiene una vida media de 12 hrs y el consumo diario
estimado se encuentra alrededor de los 3.0-30 pg/kg/dia (Gore et al., 2015).
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I1l. METODOLOGIA

A. Muestras bioldgicas

Las muestras bioldgicas fueron obtenidas de células 3T3-L1 que recibieron tratamientos
con dosis ambientalmente relevantes de MEPH. Brevemente, células 3T3-L1 fueron
tratadas con 3, 30 y 100 uM de MEPH durante la etapa de proliferacion celular (10 dias).
Posteriormente, las células fueron diferenciadas hacia adipocitos empleando inductores de
la diferenciacion adipogénica (insulina 174 nM, dexametasona 10 pM, 3- isobutil-1-
metilxantina (IBMX) 0.5 nM). A las 48 h post-diferenciacién se recolecté el RNA total
empleando el método de Trizol™ (Invitrogen). Las muestras fueron almacenadas a -80°C
hasta su uso. Se analizaron las muestras bioldgicas de los grupos basal (sin tratamiento),
vehiculo (tratamiento con vehiculo: DMSO) y tratamiento con MEPH a 3, 30 y 100 uM.

B. Cuantificacion de RNA

Se utilizé un NanoDrop ONE€ (ThermoScientific™) para cuantificar la concentraciéon de RNA
de las muestras y determinar su pureza. Se colocaron 2 pL de cada muestra en el NanoDrop
para su analisis. La concentracién de acido nucleico se reporté en ng/ulL, asimismo, se
midié la absorbancia de la muestra a 260/280 y a 260/230 para la identificacion de
contaminacién por proteinas y residuos fendlicos respectivamente. Posteriormente, se
evaluo la integridad de las muestras mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

C. Sintesis de cDNA

Se realiz6 la retrotranscripcion de 100 ng de RNA total para la obtencion de cDNA mediante
RT-PCR empleando el kit Script cDNA Synthesis (Jenna Bioscience™) y se evalud la
integridad de este mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

D. PCR en tiempo real

Para determinar la expresion de C/EBPa en las muestras, se realizé una qPCR, como sigue:
Las muestras de cDNA de los controles (basal y vehiculo) y los tratamientos (3, 30 y 100
uM) se analizaron por duplicado (100ng por reaccién) en un termociclador Applied
Biosystems StepOne™. Se emplearon los siguientes oligonucleétidos para amplificar a
C/EBPa: FWD 5- ACCAGTGACAATGACCGCCT-3’, REV 5-
GCGACCCGAAACCATCCTCT-3". Para la amplificacion del gen enddégeno B-actina se
emplearon los siguientes oligonucleotidos: FWD 5°- TACAGCTTCACCACCACAGC-3’,
REV 5 -TCTCCAGGGAGGAAGAGGA-3'. Se utilizé el kit Bio-rad SsoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix, siguiendo el programa: 95°C x 10'; 95°C x 15"; 62°C x 30"; 72°C x
30" por 35 ciclos. Para la amplificacion de 3-actina se emple6 el programa: 95°C x 10'; 95°C
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x 15"; 60°C x 30"; 72°C x 30" por 40 ciclos. La integridad de los productos de PCR fue
analizada por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Los datos de Ct fueron analizados
con el método 2744¢t para calcular la expresion relativa del gen C/EBPa con respecto al
grupo basal (sin tratamiento).

E. Analisis estadistico.

Los datos de expresion relativa fueron analizados mediante ANOVA de 1-via para
determinar diferencias entre el grupo basal y los grupos experimentales (P<0.05), utilizando
el programa GraphPad Prism 9™,

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Calidad del RNA total de células 3T3-L1 de los grupos experimentales.

3 uM1 246.9 2.08 1.13
3 uM2 220.3 2.01 0.81
30 uM1 179.5 2.02 0.92
30 uM?2 240.2 2.02 121
100 uM1 236.6 2.02 0.82
100 uM?2 129.7 1.55 1.55
2500 pb 1 5 3
800 pb sy28s
350 pb

Figura 1. Integridad del RNA total de células 3T3-L1 tratadas con
MEPH. Se muestran carril: 1. Marcador de peso molecular 50 bp, 2.
RNA total del grupo 30 uM MEPH, 3. RNA total del grupo 3 uM
MEPH. La flecha indica el RNAr de las subunidades 18S y 28S,
respectivamente.

1 2 3 4 5 6 7 8
2500pb | : :
800 pb
350 pb
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Figura 2. gPCR de C/EBPa y B-actina. a) Amplicones del gen C/EBPa obtenidos en la
gPCR. Se muestran carril: 1. Marcador de peso molecular 50 bp, 2-3. Grupo 3 uM MEPH,
4-5. Grupo 30 uM MEPH, 6-7. Grupo 100 uM MEPH y 8. Control negativo. b) Amplicones
del gen [3-actina obtenidos en la gPCR. Se muestran carril: 1. Marcador de peso molecular
50 bp, 2-3. Grupo 3 uM MEPH, 4-5. Grupo 30 uM MEPH, 6-7. Grupo 100 uM MEPH y 8.
grupo vehiculo.

Efecto de MEHP en la expresion del
modulador adipogénico C/EBPa

MEHP 100 pM-i—( -

& MEHP 30 pM |—|
c
Q@ *
- MEHP 3 um-H *
IS . *
= Vehiculo— H | %
I 1 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5

Expresién relativa de C/EBPa

Figura 3. Efecto de tratamientos de MEHP en la expresién génica del modulador
adipogénico C/EBPa. Los niveles de expresion de C/EBPa fueron analizados por PCR
tiempo real, empleando como gen enddgeno a B-actina. Los datos representan duplicados
de las muestras, los valores son promedios+DE (n=2). ** P<0.05.

La Figura 2 (imagen a) muestra la amplificacion de un fragmento de tamafio aproximado a
195 pb en todas las muestras experimentales, el cual corresponde al gen C/EBPa. El control
negativo (-) no muestra ningun barrido o fragmento, lo que indica que la reaccion no esta
contaminada y se llevé a cabo correctamente. La amplificacion de $-actina en las muestras
experimentales y vehiculo puede observarse en la Figura 2 (imagen b), todas las muestras
poseen un fragmento de aproximadamente 121 pb, correspondiente a la B-actina, sin
embargo, se observa un barrido en algunas muestras. Analizando las curvas de
amplificacién de la gPCR, se encontré que hubo formacion de dimeros de oligonucleétidos
en las muestras, lo cual afecta la especificidad de la reaccion, esto puede deberse tanto al
nuamero de ciclos, que en este caso fueron 40, lo cual se considera un nimero elevado de
ciclos para amplificacion, ya que se recomienda hacer hasta 35 ciclos, asimismo, la
concentracion de los oligonucleétidos en la reaccién, que es de 0.4 uM cada uno, la cual
podria ser elevada para esta reaccion (Brownie, 1997).

En la Figura 4 se observa la expresion relativa de C/EBPa bajo los diferentes tratamientos
con MEHP, al comparar con el control basal (sin tratamiento), la expresion de C/EBPa se
ve disminuida significativamente con los tratamientos de MEHP a 3 y 100 uM
(0.2895+1.411; P<0.05). Estos datos se asemejan a lo reportado por Hao et al. en donde
hubo un incremento significativo en la expresién inducida por MEHP en higado de raton
para los marcadores adipogénicos PPARYy, aP2 y LPL; sin embargo, para C/EBPa no hubo
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cambios significativos en la expresién, lo que podria indicar que MEHP por si solo como
tratamiento individual induce la adipogénesis a través de la via PPARy activando a los
demas moduladores adipogénicos, pero no lo hace a través de la via de C/EBPa, pues no
posee un efecto pro-adipogénico a través de C/EBPa. Sin embargo, no se ha reportado una
disminucion significativa en la expresion de C/EBPa por efecto de MEHP, por lo que esta
discrepancia en los resultados puede deberse a distintas razones. Se ha observado que a
dosis mayores a 100 uM de MEHP, se podria inducir una respuesta citotéxica en la célula
y llevar a la apoptosis (Hao et al., 2012), dado que el tratamiento con menor expresion
relativa para C/EBP« fue el de 100 uM quiza pudo deberse a una disminucién de la actividad
celular por citotoxicidad en la célula.

Se ha reportado que la combinacion de tratamientos con distintos disruptores incrementa
la expresién de C/EBP«, lo que habla de un efecto sinérgico entre bisfenol A, butil parabeno
y MEHP para inducir la adipogénesis a través de esta via (Guerrero, 2020); sin embargo,
tratamientos individuales con BPA si han logrado incrementar la expresion de C/ EBPa
(Ariemma et al., 2016), lo que podria indicar que el tratamiento individual con MEHP no
posee efecto proadipogénico a través de C/ EBPa. Cabe recalcar que en el presente
proyecto se administraron tratamientos diferentes a los ya reportados, como la etapa de
exposicion, siendo en nuestro caso durante la etapa de proliferaciéon celular y no durante la
adipogénesis, aunado a los tiempos de exposicién y las concentraciones del disruptor, los
cuales podrian haber contribuido a la disminucion en la expresion relativa de C/EBPa.

V. CONCLUSIONES

La exposicion a 3 y 100 uM MEHP durante la proliferacion celular disminuy6 la expresion
del modulador adipogénico C/EBPa en células 3T3-L1.

Es necesario realizar mas estudios en donde puedan estandarizarse factores como el
tiempo de exposicion, la concentracidn y la etapa en la que se llevan a cabo los tratamientos
con los disruptores, para tomar en cuenta todas las variables y obtener resultados mas
concisos y fundamentados.
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Expreso mi agradecimiento a la Universidad Auténoma de Querétaro por el apoyo
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MICROBIOMA EN LA INFANCIA Y SU ASOCIACION A POSIBLE
ESTATUS EN NINOS CON PARALISIS CEREBRAL INFANTIL
TRATADOS CON FUENTES PROBIOTICAS. ESTUDIO DE
REVISION.
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Benemérita Universidad Auténoma de Benemérita Universidad Auténoma de
Aguascalientes Aguascalientes
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C.P. 20100, Aguascalientes, Ags 20100, Aguascalientes, Ags
al210633@edu.uaa.mx israel.rodriguez@edu.uaa.mx

Resumen -- Introduccion. Se ha revelado a través de su estudio la relacién que existe entre diversas
enfermedades con el microbioma humano, asi como su impacto y variacion dentro de cada una
creando un modo de predecirlas, tal es el caso de obesidad, SARS COV2, y otras enfermedades
crénico-degenerativas. Objetivo. El presente estudio tuvo como objetivo analizar una serie articulos
que apoyaran a relacionar y comparar el microbiota normal dentro la infancia y el posible alterado
microbiota dentro de la paralisis cerebral PC; sus diferentes padecimientos asociados (estrefiimiento,
alteracion del tono muscular, epilepsia, infecciones respiratorias, malnutricién etc). Métodos. Se
buscaron articulos cientificos utilizando los términos MeSH en las bases de datos de PubMed, Science
direct, Web of sciencies, a través de las siguientes palabras claves: gut microbiota, cerebral palsy,
infancy, microbiome, neurodevelopment, microbiome and diseases, intestinal microbiome, children
microbiome. Se seleccionaron estudios de revision sistematizada de acuerdo con las guias PRISMA.
Resultados. De un total de 87 se seleccionaron 19 que tuvieran estrecha relacién con el tema principal.
Se encontraron una similitud de bases de filos microbianos en la infancia y su variacién dependiendo
de la alimentacidn. Ademas, se encontr6 informacion de diferente microbioma de la nifiez asociado a
tratamiento antibiéticos o incluso algunas enfermedades. Conclusiones. ElI microbioma humano
conforma parte indispensable de la funcion del neurodesarrollo, estado cognitivo del desarrollo del
infante, la salud intestinal, asi como la homeostasis de otros drganos y sistemas, ademas de que se
encuentran significativos cambios de microbiota desde la etapa prenatal hasta la nifiez y que seran
sumamente importantes para identificar los cambios y diferencias que puedan existir en nifios con
Pardlisis Cerebral con o sin tratamiento de probidticos en el futuro.

Palabras clave — gut microbiota, cerebral palsy, infancy, microbiome, neurodevelopment,
microbiome and diseases, intestinal microbiome, children microbiome.

Abstract -- Introduction. The relationship between various diseases and the human microbiome, as
well as their impact and variation within each one has been revealed through their study, creating a
way to predict them, such as obesity, SARS VOC2, and other chronic degenerative diseases.
Objective. The present study aimed to analyze a series of articles that will support to relate and
compare the normal microbiota within childhood and the possible altered microbiota within cerebral
palsy CP; its different associated conditions (constipation, altered muscle tone, epilepsy, respiratory
infections, malnutrition etc). Methods. We searched for scientific articles using the MeSH terms in
the databases of PubMed, Science direct, Web of sciencies, through the following keywords: gut
microbiota, cerebral palsy, infancy, microbiome, neurodevelopment, microbiome and diseases,
intestinal microbiome, children microbiome. Systematized review studies were selected according to
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PRISMA guidelines. Results. Out of a total of 87, 19 were selected that were closely related to the
main topic. We found a similarity of microbial phyla bases in infancy and their variation depending
on diet. In addition, we found information on different childhood microbiome associated with
antibiotic treatment or even some diseases. Conclusions. The human microbiome forms an
indispensable part of the neurodevelopmental function, cognitive state of infant development,
intestinal health, as well as the homeostasis of other organs and systems, and significant microbiota
changes are found from prenatal stage to childhood, which will be extremely important to identify the
changes and differences that may exist in children with Cerebral Palsy with or without probiotic
treatment in the future.

|. INTRODUCCION

A partir del afio 2007 comienza el proyecto del microbioma humano a partir de este se han
logrado rescatar una gran cantidad de genes relacionados a los micrioorganismos que
habitan en el ser humano. Es importante sefialar que estos microorganismos se han
asociado a la salud del hospedero, pero tambien a la presencia de algunas enfermedades
en el caso de alteracion de la cantidad de microorganismos benéficos tanto como
patdégenos, condicion conocida como disbiosis, o bien la presencia de una alteracién de la
microbiota o ecosistema microbiano humano. Como parte del mencionado proyecto es
importante sefialar que los avances para asociar enfermedades a el microbioma humano
van desde el sistema del neurodesarrollo, la disfuncién del sistema inmune, intestino etc.
(). Pese lo mencionado este estudio se centrd en el andlisis de la literatura de la presente
informacién para fines conocer posibles alcances de la relacién entre la paralisis cerebral y
el presente microbioma en nifios tratados 0 no con una bebida lactea fermentada de 12
especies de probidticos denominada kefir moderno. (1)

1.1 MICROBIOMA EN ETAPAS DE VIDA INTRAUTERINA:

Figura 1. ElI microbioma vaginal y sus relaciones con los factores del huésped en el
embarazo y parto prematuro
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El proyecto MOMS-PI siguid 1.527 embarazos longitudinalmente y supuso la recogida de
206.437 muestras biolégicas para el andlisis del huésped y factores microbianos (amplicén
16S, secuenciacion metagendmica y metatranscriptomica; perfilado de citoquinas;
metabolémica; proted6mica; gendmica; y cultivo de aislados microbianos).Se analizaron en
profundidad alrededor de 600 embarazos para evaluar las caracteristicas que llevan al parto
prematuro; este analisis identificé tanto al huésped (por ejemplo, citocina) y factores
microbianos (por ejemplo, cepas ecoldgicas y especificas). Como el embarazo progresa,
con cambios predecibles en el estradiol sistémico niveles, los ambientes uterino y vaginal
sufren varios cambios. El Gtero cambia de una condicién proinflamatoria temprana a una
antiinflamatoria. condicién en el segundo trimestre, y luego de vuelta a una proinflamatoria
condicién previa al inicio del trabajo de parto. Mientras tanto, especifico Los cambios en el
microbioma de la luz vaginal pueden estar asociados con nacimiento prematuro,
posiblemente a través de mecanismos que involucran microorganismos viajando desde la
vagina hasta el Utero. La figura muestra una descripcién general de cambios longitudinales
en el ecosistema de la mucosa vaginal y el Gtero durante el embarazo (1).

1.2 VIDA EXTRAUTERINA

En un estudio el cual se analizaron muestras fecales de recién nacidos y nifios de hasta 5
afios alimentados con leche materna y leche de férmula, se identificaron cuatro filos
principales: proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, y Actinobacteria; sin embargo, la
sucesion microbiana fue variable: el grupo alimentado con leche materna se encontraban
en mayor proporcion Firmicutes, Bifidobacteria, estreptococos y Actinobacteria aumento
pero Bacteriodetes disminuyd; el aumento de bifidobacterias puede ser inducida por
oligosacaridos en la leche humana, sugiriendo que la lactancia induce la maduracién
beneficiosa de la microbiota intestinal.

FIGURA 2. Microbioma en los primeros meses de vida hasta los 5 afios (A). Promedio de
cambio de la composicion del microbiota intestinal de la infancia hacia la nifiez de acuerdo
a diferentes factores (B)
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A. Microbiota intestinal humana en el recien nacido, edad lactante y preescolar (2) Figura
B. Composicién bacteriana de la microbiota intestinal a nivel de género y a nivel de filum o
clase, obtenida mediante secuenciacion masiva de ADN extraido de muestras fecales de
individuos espafioles y daneses de la cohorte MetaHIT (datos publicados en la referencia
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B. Promedio de cambio de la composicion del microbiota intestinal de la infancia hacia la
nifiez dependiendo de la alimentacion: leche materna, leche formulada, destete y alimentos
solidos a nivel de género obtenida mediante secuenciacion masiva de ADN etraido de
muestras fecales de individuos coreanos
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Mientras que el grupo alimentado con leche de férmula, proteobacteria aumentd, pero
Firmicutes y estreptococos disminuyd; ademas exhibié un microbiota mas diverso que
incluia patdgenos potenciales, lo que respalda el efecto beneficioso de la leche materna.
De acuerdo con el aumento de la edad de los nifios Actinobacteria disminuyd, pero
Firmicutes aumentd. Ademas, Bacteroidetes se convirtié en uno de los filos principales en
nifios que consumian alimentos solidos, alterandose la composicion del microbiota intestinal
infantil inicial a una similar a la de un adulto sano, lo cual puedan estar relacionadas con la
ingesta de varios nutrientes, asi como con la fibra dietética y carbohidratos complejos. Por
lo tanto, entre los factores que afectan al microbiota intestinal en la etapa de crecimiento,
los cambios en la dieta pueden ser el factor més significativo.

Tabla 1. Los factores ambientales que influyen en el microbioma intestinal infantil (6)

Factores negativos Factores positivos
Sobrepeso y obesidad pregestacional IMC pregestacional normal
Aumento de peso excesivo Aumento de peso de acuerdo con las

recomendaciones
tDieta rica en grasas durante la gestacion | Dieta rica en grasas durante el embarazo

Diabetes gestacional materna o alergia Ejercicio materno

Cesarea Parto espontaneo o natural

Periodo gestacional prematuro Periodo gestacional a término
Alimentacion con férmula Lactancia materna

Exposicion a antibioticos y antisépticos tDieta con fibra, alimentos fermentados,

antioxidantes, omega-3

Familias mas pequefias, entorno urbano Zonas rurales, hermanos peludos en
contacto y mascotas

tLipidos y proteinas animales en los Pro y/o postbidticos

primeros afios

Figura 3. Principales 15 géneros de filos microbianos en los primeros 10 afios de vida (5)
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1.3 MICROBIOMA Y NEURODESARROLLO

El microbiota intestinal juega un papel importante en la neurogénesis, el desarrollo mental
y cognitivo, las emociones y conductas y progresion de los trastornos neuropsiquiatricos. El
microbiota intestinal produce importantes productos bioldégicos que a través del eje
intestino-cerebro estan directamente relacionados con la aparicién y el desarrollo de
enfermedades y trastornos neuroldgicos y psiquiatricos como depresion, ansiedad,
trastorno bipolar, autismo, Esquizofrenia, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Alzheimer, demencia multiple. esclerosis y epilepsia.

En cuanto a los habitos de vida, tienen fuerte influencia en la relacién entre el microbiota
intestinal y el cerebro y se incluyen en la patogenia multifactorial de los trastornos
psiquiatricos junto con la genética, la inflamacibn y el desequilibrio de los
neurotransmisores.

Otros habitos importantes relacionados con el estilo de vida y son gran influencia en el
desarrollo de disbiosis intestinal y, por lo tanto, en la aparicién de trastornos de la funcién
cerebral son la higiene bucal, el abuso de la nicotina y la privacion del suefio. Los factores
dietéticos también son importantes para el bienestar de la salud.

La nutricibn puede mantener la homeostasis 0 ayudar significativamente al desarrollo de
enfermedades.

El estado neuropsiquiatrico también esta influenciado por diversos factores que pueden ser
biolégicos y quimicos. En términos bioldgicos, la salud mental se puede alterar por algunas
disfunciones/enfermedades fisiol6gicas, como la obesidad, la diabetes mellitus, el deterioro
de la funcién pulmonar y las enfermedades urolégicas y genitales. En términos quimicos,
algunos compuestos exégenos como los medicamentos (p. ej., farmacos, antibiéticos)
pueden influir en la aparicion y el desarrollo de los trastornos mentales.

Muchos estudios han abordado la comunicacién bidireccional entre el intestino y el cerebro
y la importancia que tiene sobre todo el estado de salud, incluidos los trastornos que pueden
desarrollarse a partir de esta relacion. Esta conexion bidireccional esta estrechamente
relacionada con las ramas simpatica y parasimpatica del sistema nervioso autbnomo (ANS),
el sistema nervioso entérico (ENS), el sistema endocrino (ES) y el sistema inmune (IS).

El microbioma intestinal juega un papel clave al influir en el desarrollo y la funcién del
sistema nervioso a través de su interaccién con el eje “intestino-cerebro”, y se ha sugerido
gue un microbioma "eje intestino-cerebro" parece ser un modelo mas apropiado, ya que es
responsable de una compleja red de comunicacion entre el intestino, la comunidad
microbiana del intestino y el cerebro, al modular al mismo tiempo el sistema gastrointestinal,
el SNCy el SlI. La bioguimica detras de la interconexion entre el SNE y el SNC representada
por el intestino y el cerebro abarca muchas vias fisiolégicas posibles. Por ejemplo, los
circuitos neuronales que transportan moléculas de sefializacion, la activacion de IS y su
respuesta a una posible amenaza patdgena, la produccién y liberacion de hormonas
intestinales dirigidas por el SE, el metabolismo de amino&cidos y la biosintesis de acidos
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grasos de cadena corta (SCFA). Estos mecanismos estan interconectados y son los
principales factores responsables del homeostasis de la salud mental.

Los SCFA parecen tener un papel importante para la mediacién de las interacciones
intestino-cerebro por sus propiedades neuroactivas y sus efectos en otras vias de
sefalizacién intestino-cerebro, incluidas la IS y la ES. Los SCFA representados
predominantemente por acetato, propionato, butirato, lactato y succinato en el cuerpo
humano, son acidos grasos saturados que se producen por la fermentacion de sustratos
ricos en fibra por bacterias (p. €j., Ruminococcus, Bacteroides, Roseburia, Prevotella), que
influyen en las células inmunitarias y moduladores inmunes para mantener la homeostasis.

La conexion entre el cerebro y el intestino se realiza a través de vias neuronales junto con
mecanismos inmunitarios y endocrinos. La informacién de los receptores periféricos en el
tracto intestinal es transferida al SNC por vias neurales, especialmente al hipotalamo,
donde es asimilada y evaluada a nivel cortical, y la respuesta generada es devuelta,
siguiendo las acciones del ENS. El hipotadlamo es parte del sistema limbico, ademas de la
amigdala, el tdlamo medial y la corteza cingulada anterior, que es responsable de la
“interaccion cerebro-cuerpo”.

Figura 4. Relacion bidireccional microbiota-intestino-cerebro.
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El microbiota intesunar se comunica con el sistema nervioso cenual, biosintetiza
neurotransmisores e influye en el estado de salud neurolégica. También son responsables
del comportamiento humano, el estado de animo y las emociones. La interaccion del
microbiota intestinal con el SNC tiene un impacto crucial en la aparicion y progresion de los

trastornos neurodegenerativos y tumores del SNC en algunos casos.

Aunque la neurodegeneracion ocurre por el mal funcionamiento del ENS, muchos estudios
clinicos muestran que los pacientes que experimentan trastornos neurodegenerativos
también experimentan disfuncion intestinal y disbiosis microbiana.

Debido a esto, existe una fuerte correlacion entre la disbiosis intestinal y la incidencia de
enfermedades neurodegenerativas, pero alin no se sabe del todo si la disbiosis es inducida
o es el resultado de la progresion de la neurodegeneracion.
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Se considera que las afecciones neuroldgicas de moderadas a graves, como la depresion,
la ansiedad, el autismo, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
esquizofrenia, la esclerosis multiple, la epilepsia, etc., estan vinculadas a alteraciones en el
microbiota intestinal, que ademas estan vinculadas con factores genéticos o ambientales
(por ejemplo, habitos dietéticos y de estilo de vida, terapias con antibiéticos, regién
geogréfica, etc.) (6) .

1.4 MICROBIOMA EN NINOS CON ALGUNAS ENFERMEDADES

La pérdida de rigueza en el ecosistema microbiano intestinal parece ser una caracteristica
comun del microbiota intestinal poco saludable, tal y como se ha descrito en la mayoria de
las enfermedades mencionadas. La baja diversidad se asocia a un desequilibrio entre las
especies proinflamatorias y antiinflamatorias, lo que puede desencadenar inflamacién
intestinal y alterar la funcion de la barrera mucosa. Los individuos con baja riqueza
microbiana se caracterizan por adiposidad, resistencia a la insulina, resistencia a la leptina,
dislipemia y un fenotipo inflamatorio mas pronunciado en comparacion con los individuos
con mayor riqueza (7)

La composicion del microbioma intestinal afecta la salud desde el periodo prenatal hasta la
nifez, y muchas enfermedades se han asociado con la disbiosis. EI microbioma intestinal
cambia constantemente, desde el nacimiento hasta la edad adulta, y varias variables
afectan su desarrollo y contenido. Las caracteristicas del microbiota intestinal pueden
afectar el desarrollo del cerebro, el sistema inmunitario y los pulmones, asi como el
crecimiento corporal. Revisamos el desarrollo del microbioma intestinal, los defensores de
la disbiosis y las interacciones del microbiota con otros 6rganos. Se debe pensar en el
microbioma intestinal como un sistema de dérganos que tiene efectos importantes en el
desarrollo infantil. La disbiosis se ha asociado con enfermedades en nifios y adultos, como
el autismo, el trastorno por déficit de atencidén con hiperactividad, el asma y las alergias (8)

Tabla 2. El microbioma humano en situaciones de salud y enfermedad

La microbiota humana en la salud y enfermedad

Conceptos generales y definiciones

Concepto Definicién

Coleccion de microorganismos que pueblan un habitat, con poblaciones de
especies estables (autdctonas) y otras variables (aléctonas)

Incluye los microorganismos, sus genomas vy las condiciones ambientales
que se presentan en un habitat

Microbiota

Microbioma

Metagenoma Coleccion de genomas y genes de los miembros de la microbiota

Metaboloma Flujos y contenidos de los metabolitos

Metatranscriptoma | Expresion y regulacion de los genes de la microbiota

Metaproteoma Coleccion de proteinas que reflejan la actividad de la microbiota
Genoma y metagenoma del hospedero, que en conjunto constituyen un
Hologenoma ecosistema. Refleja la importancia de los microorganismos par la biologia
de los organismos del hospedador

Deshalance en la poblacidn de la microbiota y/o sus funciones. También
esta relacionada en cambios en la diversidad

Disbiosis
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1.5 ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO CON PROBIOTICOS

La comunidad microbiana compleja del microbioma intestinal desempefia un papel
fundamental en el desarrollo y funcionamiento del sistema inmunitario humano. Este
fendmeno se denomina eje microbioma intestinal-sistema inmunitario. Cuando funciona de
manera optima, este eje influye tanto Den la inmunidad innata como en la adaptativa, que
orquesta el mantenimiento de elementos cruciales de la simbiosis huésped-
microorganismos, en un dialogo que modula las respuestas de la manera mas beneficiosa.
La creciente evidencia revela algunos factores ambientales que pueden modular positiva y
negativamente el eje microbioma intestinal-sistema inmunoldgico con consecuencias en el
estado de salud del cuerpo. Varias condiciones que afectan cada vez mas a la edad
pediatrica, como alergias, trastornos autoinmunes e inflamatorios, surgen de una falla del
eje microbioma intestinal-sistema inmunoldgico. La modulacién prenatal o posnatal de este
eje a través de algunas estrategias de intervencion (incluidas la dieta, los probiéticos y los
posbidticos) puede conducir a una interaccion positiva entre genes y medio ambiente con
una mejora de los efectos inmunomoduladores y un efecto positivo final en la salud humana.
En particular, los probidticos y postbibticos que ejercen acciones reguladoras pleiotrépicas
en el eje intestino-microbioma-sistema inmunitario brindan una estrategia preventiva y
terapéutica innovadora para muchas afecciones pediatricas (10).

Figura 5. Directrices para la seleccion de probioticos acorde a la FAO/OMS.(12)
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En un estudio clinico hecho por Barichella et al., se observd que la administracién de
probidticos a pacientes con estrefiimiento severo asociado a la esclerosis multiple mejora
sustancialmente el movimiento intestinal de los pacientes. Ademas, la ingesta de
probidticos mostrd un progreso en la funcién cognitiva y la mejora del estado metabdlico,
creando nuevas opciones preventivas y terapéuticas para la enfermedad de Alzheimer. Los
prebidticos y probibticos administrados como complementos alimenticios mantienen el
estado de salud general del huésped debido a su resistencia a través del tracto
gastrointestinal, su buena adhesividad a la mucosa intestinal y sus metabolitos especificos
entregados en la circulacion sistémica. Los prebioticos, son componentes alimentarios no
viables que indirectamente estimulan selectivamente el crecimiento y las actividades de los
microorganismos beneficiosos en el sistema gastrointestinal, lo que tiene como resultado
efectos beneficiosos para el huésped, como evitar problemas gastrointestinales, proteccion
del sistema nervioso central, inmunolégico y cardiovascular.
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FIGURA 2 | Posibles formulaciones de psicobidticos. Los productos lact=os como el yogur, |a leche y el queso enrquecidos con cepas probioticas se encuentran entre los productos alimenticios mas
consumidos que tienen una influencia positiva en el tracto gastrointestinal y tienen posibles implicaciones beneficiosas para la salud mental (274). Los probidticos microencapsulados y los formulados
en polvo estan disponibles comercialmente y se administran como suplementos después de los tratamientos con antibioticos {275, 278). Los productos a base de cereales se utdizan como vehiculos

para la entrega de probidticos (274). Se desarrollan diferentes recubrimientos a base de biopolis con probid para faciitar tanto el consumo de probidticos como la
reduccion de m de no degradables (277, 278). Se desamofian frutas, verduras y bebidas derivadas de desechos agroi les enr con probid para faciitar la entrega
de probioticos y p bi (264, 279). Los pi bles comp dos con probioticos mantienen Ia homeostasis gastrointestinal e influyen en la salud neurclogica. Se necesitan

estudios mas profundos que consideren & impacto de los productos aimenticios probioticos como psicobidticos en la prevencion y & manejo de las enfermedades mentales asociadas.

1.6 BACTERIOTERAPIA DE MICROBIOMA

Otra forma de llamar a la terapia masiva de microorganismos o transferencia de bacterias
derivadas de un ecosistema de masa fecal sana o en otras palabras trasplante fecal ha
logrado mejorar de manera considerable en diversos estudios clinicos(13). La transferencia
de microbioma intestinal (GMT, también conocida como trasplante de microbiota fecal o
FMT) ha pasado de la terapia marginal a la ciencia convencional como un tratamiento
altamente efectivo para la infeccion recurrente por Clostridioides difficile. Como resultado,
ha habido un gran interés en la posible eficacia y seguridad de GMT en el tratamiento de
otras afecciones médicas, por ejemplo, la enfermedad inflamatoria intestinal y, mas
recientemente, como una nueva terapia para la obesidad y las enfermedades metabdlicas.
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Para estas condiciones cronicas, los resultados de los ensayos clinicos han sido mixtos.
Ademas, especificamente en la obesidad y las enfermedades metabdlicas, hay datos
disponibles limitados, con solo unos pocos estudios publicados con un pequefio nimero de
participantes y una corta duracion del seguimiento. Los efectos se han encontrado desde
diferentes formulaciones, preparacion y administracion de GMT, como el procesamiento de
las heces, los modos de administracion, el pretratamiento con antibiéticos y/o lavado
intestinal, la frecuencia de GMT vy el posible uso de bacterioterapia de precision. Ademas,
se ha reportado el uso potencial de GMT en la obesidad, la diabetes tipo 2 y las
enfermedades metabdlicas segun la literatura actual disponible, destacando algunos
avances recientes en la investigacion de GMT en esta &rea, asi como los posibles efectos
adversos después de la terapia con GMT.

Tabla 3 Estudios clinicos que utilizan la transferencia de microbioma intestinal (GMT) para el
tratamiento de la obesidad y las enfermedades metabdlicas. (13)

Mo af Inclusion Treatment Stool amount
Study Dresign participants *Age Ly} eriteria Sex Ethnicity route & frequency Follaw-up
Wrieze Randomized  GMTn=9 AT =4 Mct.
=tal 20127 double-blind  placebon = 9 53=3
placeba-
controlied

Male Caucasian Gastroduodenal Mot reparted & ke

Hoote Fandomized GMT n = 24 54 [49-40] Mctabol lic Male Caucasian Masoduoderal Diose not &5 1B wh
=t al 2007 double-blind  placebon =12 54 [49-58] syndrome  regars e
placebo- GHT- S0%
cantroed received 2
doses

In the GMT graup, pesi

T In peripheral and hepatic insuin
sensitivity

T In faccal sbundanee of Akkermansia

GMT n =10 52=7
placebon =10 58: %

s Male Wese Masoduode nal 1] Not reported 2wk
<t al 2018"

ABegretti GMT n =11 45214 Olbesity Bath GMT- B2% Capsules Mean stoal 125 26wk Mo changes in BMI in both graups
=t al 20195 dio vl e-blind placebon = 11 43+ 13 GMT & Caucasian dose per No change i AUC for GLP1
placeba- placeba- capsule 1 In stoal taunacholic acid
controlied 1% 0.75 g [dry Changes in bile acid prafiles to resemble
females weeight] donar
Placebo- 2 doses Sustained changes in gut microbiome to
100% resemble donar with significant changes in

% OTUs in the genus
terium (butyrate-producing and
bysing genus)

1.7 MICROBIOMA Y PARALISIS CEREBRAL

En la actualidad se desconoce el microbioma de niflos con cuadriparesia espastica
moderada severa, asi como si los padecimientos intestinales o neurologicos podrian tener
alguna similitud respecto al microbioma de sujetos en condiciones normales, enfermedades
neurodegenerativas como la epilepsia, enfermedades gastrointestinales como el
estrefiimiento cronico o intestino irritable o bien , similitudes respecto al microbioma de
atletas de deporte de larga duracién, describiendo esta Gltima analogia por la presente
alteracion del tono muscular de estos nifios o0 hipertonia constante. Sin embargo, un
reciente estudio clinico donde se trataron estos pacientes con una bebida lactea fermentada
con 8 especies de probioticos logro mejorar el peso, reducir enfermedades intestinales
asociadas a la PC asi como aumentar considerablemente la cuenta total linfocitaria(14).
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II. MATERIAL Y METODOS

Se buscaron articulo cientificos utilizando los términos MeSH dentro de las bases de datos
de PubMed, Science direct, Web of sciencies, a través de las siguientes palabras claves:
gut microbiota, cerebral palsy, infancy, microbiome, neurodevelopment, microbiome and
diseases, intestinal microbiome, children microbiome. Se seleccionaron estudios de revision
sistematizada de acuerdo con las guias PRISMA.

[ll. RESULTADOS

De un total de 87 se seleccionaron 19 que tuvieran estrecha relacion con el tema principal.

Autor
Savage, J. et al
(15)

Ku, H. et al (2)

Afio
2018

2020

Objetivo

Determinar la asociacién entre
la dieta durante el embarazo y
la infancia, incluida la
lactancia materna frente a la
alimentacion con formula, la
introduccion de alimentos
sélidos y el microbioma
intestinal del lactante

Determinar la formacién vy
composicion de la microbiota
intestinal en la infancia, desde
los primeros meses de vida
hasta la nifiez.

Resultados

La lactancia materna en
comparacion a la alimentacion
con formula se asoci6 de forma
independiente con la
diversidad microbiana intestinal
infantil. La leche materna tuvo
asociaciones con taxones que
se han relacionado con la dieta
y los resultados de salud en los
primeros afos de vida
(Bifidobacterium); mientras que
la dieta materna durante el
embarazo y la introduccion de
alimentos sélidos se asociaron
menos con el microbioma del
bebé. Existe posible
interaccion entre la lactancia
materna y la raza/etnicidad del
niio en la composicion
microbiana.

El analisis subsecuenete de
cambio de composicién y el
analisis de coordenadas
principales revelaron que la
composicion de la microbiota
intestinal cambi6 de una
composicion de un bebe similar
a la de un adulto en conjunto a
los cambios de dieta. Esta
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Bomhof M. et
al (16)

Baniasadi M.
et al (17)

Rodriguez-
Hernandez A.
et al (14)

Sarkar A. et al
(18)

2014

2022

2022

2018
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Examinar los efectos
individuales y combinados del
probiético  oligofructosa vy
Bifidobacterium animalis
subsp. Lactis BB-12 sobre la
microbiota intestinal y el
metabolismo  huésped en
ratas obesas.

Comparar el potencial
antioxidante del yogur y el
kéfir producidos a partir de
leche de oveja, camello, cabra
y vaca.

Determinar los efectos del
Kéfir moderno en variables
antropomeétricas, gasto
energético en reposo,
presencia y diagnostico de

trastornos digestivos
funcionales, frecuencia de
problemas respiratorios,
proteina C reactiva elevada y
conteo diferencial de
leucocitos.

Describir los efectos

microbianos en dominios de
importancia cognitiva y los

desafios asociados para
estimular la investigacion
interdisciplinaria  sobre la

contribucién del reino oculto a
los procesos psicoldgicos.

progresion sugirié una
creciente complejidad de la
microbiota intestinal, la
aparicion de nuevas especies
capaces de digerir
carbohidratos completos,

demostrando el factor clave
para determinar la composicion
de la microbiota intestinal.

Los prebiéticos redujeron la
ingesta de energia, aumento
de peso y masa grasa; la
combinacién mejoré la
glucemia mientras que los

probidticos individualmente
redujeron los niveles de
insulina.

El kéfir y el yogur preparados
con leche de oveja y camello
tenian un potencial
antioxidante significativamente
mayor que las muestras
preparadas con leche de cabra
y vaca.

Aumento significativo en peso y
altura en el grupo kéfir,
promovié una reduccion del
estrefiimiento  funcional vy
dureza de las heces, asi como
un aumento en el valor
absoluto de linfocitos en
sangre.

Las limitaciones técnicas y
conceptuales, incluido el bajo
poder estadistico y la falta de

descripciones mecanicas,
impiden una comprension
matizada de las relaciones

microbioma-cerenbro-
comportamiento.
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Ronan V. et al

(8)

QOuY.etal (5

Houtman T, et
al (19)

2021

2022

2022
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Describir el desarrollo del
microbioma intestinal, los
defensores de la disbiosis y
las interacciones de la
microbiota con otros 6érganos.

Describir el desarrollo de la
microbiota intestinal en nifios
sanos desde el nacimiento
hasta los 10 afios, asi como

investigar las posibles
asociaciones con el
comportamiento de
internalizacién y

externalizacion.

Describir las diferenciaws en
la relacion Firmicutes
/Bacteroides en la infancia y la
nifiez en relacion con el zBMI

en niflos sanos y si una
medida indirecta innovadora
agrega evidencia a una

relacion entre los productores
de SCFA y la etiologia de
obesidad.

Las caracteristicas de la
microbiota intestinal pueden
afectar el desarrollo del

cerebro, sistema inmunitario y
los pulmones, asi como el
crecimiento corporal. El
microbioma intestinal es un
sistema de érganos que tiene
efectos importantes en el
desarrollo infantil, donde la
disbiosis se ha asociado con
enfermedades en nifios vy
adultos como autismo, TDHA,
asmay alergias.

Se identificaron tres grupos en
la infancia en la composicién
microbiana fecal, dos de los
cuales fueron
predominantemente
Bifidobacterium mientras que el
tercero, similar a un enterotipo,
estaba enriquecido en el taxén
Preevoteella_ 9. Los grupos
microbianos no se asociaron
con el comportamiento, sin
embargo, prevotella 9 en la

infancia se relacioné
positivamente con el
comportamiento de

externalizacion.

No se observé relacion entre la
relacion F/B y el zBMI. Una
medida sustituta construida a
partir de productores de SCFA
conocidos no estuvo
relacionada con el zBMI
durante los primeros 12 afios
de vida. En los analisis
exploratorios con modelos de
bosques aleatorios y multinivel
se observé que la abundancia
relativas de Firmicutes vy
Bacteroidentes se asociaron
negativa de forma
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Chen Y. et al
(20)
Kumbhare S.
et al (21)

Mitrea L. et al

(6)

2021

2019

2022
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Describir la regulacion y el
mecanismo de la microbiota
intestinal en enfermedades
neurodegenerativas,
cardiovasculares, metabdlicas
y gastrointestinales.

Describir los factores que
afectan la  composicion
microbiana del feto en el Gtero,
durante el nacimiento, la
infancia y la nifiez

Describir el vinculo entre la
microbiota intestinal y el
cerebro, asi como el papel del

microbioma en la
configuracién del desarrollo
de las enfermedades

neurolégicas y psiquiatricas
mas comunes.

independiente desde la
infancia hasta la nifiez, y los
géneros productores de SCFA
Subdoligranulum y Alistipes se
relacionaron negativamente
con ele futuro IMC en la
infancia.

Los metabolitos, moléculas y
endotoxinas  liberados  por
bacterias intestinales afectan
potencialmente la exprecion de
niveles de los
neurotransmisores, asi como
Sus precursores y recpetores
en el sistema nervioso central,
por via del flujo sanguineo o por
vias del nervio vsgo, afectando
asi la funcion cerberal y el
comportamiento cognitivo. El
transplante de microbiotafecal
de taxones bacterianos tiene
una gran utlidad terapéutica
para algunos transtornos
neurolégicos.

Se observé que el principal
componente responsable de la
transferencia de informacion es
el nervio vago, que tiene un
papel importante en la
modulacion de la inflamacion,
el mantenimiento del
homeostasis intestinal y la
regulacion de la ingesta de
alimentos., saciedad y
homeostasis energética. se
observd que los probiéticos
como psicobiéticos juegan un
papel importante en el
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Maya-Lucas O. 2019

et al (22)

Requena T. et

al (9)

Guarner F. et

al (7)

Sheridan P. et

al (23)

Davenport
et al (24)

2021

2020

2014

E. 2017
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Describir el microbioma
intestinal en una muestra de
niios mexicanos afectados
por la obesidad.

Comprender la actual
importancia de la microbiota
para la salud en todas las
etapas de la vida.

Comprender la importancia de
generar 'y mantener la
diversidad en la microbiota
intestinal para la promocién de
la salud y prevencion de
enfermedades.

Evaluar el estado de nuestra
comprension del vinculo entre
el microbioma y el sistema
inmunolégico, nutricién,
especificamente en relacion
con tratamientos probiéticos y
prebidticos para personas
desnutridas.

Comparar los microbiomas de
las poblaciones humanas,
colocandolos en el contexto
de los microbios de los
parientes animales cercanosy
lejanos de la humanidad.

mantenimiento de la
homeostasis neuropsiquiatrica.
No se observé una notable
disbiosis de bacterias, arqueas
y virus en el grupo de nifios
obesos en comparacion con el
grupo de peso normal, sin
embargo, la comunidad de
argueas exhibié un aumento de
Methanobrevibacter spp. En
nifos obseos. La mayoria de
los niflos con peso normal
tienen una comunidad
bacteriana intestinal dominada
por Ruminococcus spp.
Mientras que la mayoria de los

nifos obesos tenian una
comunidad dominada  por
Prevotella spp.

Estudios recientes han
sefialado la reduccién de la

diversidad microbiana como
uno de los contribuyentes al
desarrollo de enfermedades.

La investigacién experimental y
clinica estd demostrando que
los colonizadores microbianos
son una parte funcional vy

esencial del organismo
humano.
Realizar estudios usando

sistemas modelo para probar la
efectividad de los probioticos y
prebibticos potenciales contra
categorias especificas para
ilustrar las alteraciones de
ciertos perfiles de la microbiota.

La perspectiva filogenética mas
amplia es til para comprender
los mecanismos subyacentes a
las interacciones humano-
microbioma.
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Arumugam M, 2011 Describir las especies y Se identificaron tres grupos
et al (3) composicion  funcional del sdélidos que no son especificos
microbioma intestinal de una nacién o continente
humano, asi como su Doce genes se correlacionan
variacion en todo el mundo. significativamente con la edad
y tres modulos funcionales con
el indice de masa corporal, lo
gue sugiere un potencial
diagnéstico de los marcadores
microbianos.
Carucci L, et 2021 Describir el papel fundamental La creciente evidencia revela
al. (4) del microbioma intestinal en el algunos factores ambientales

desarrollo y funcionamiento

gue pueden modular positiva y

del sistema inmunitario negativamente el eje
humano. micromioma-intestinal-sistema
inmunolégico con

consecuencias en el estado de
salud del cuerpo. Los
probiéticos y postbidticos que
ejercen acciones reguladoras
pleiotropicas en el eje brindan
una estrategia preventiva y
terapéutica innovadora para
muchas afecciones pediatricas.

V. DISCUSIONES

En este estudio de revision Kumbhare, et al (21) mostraron que en la fase fetal el microbiota
del feto se ve afectada por la dieta y la salud materna y la salud vaginal, en la infancia se
ve afectada por el modo de parto, el termino de parto y la forma de alimentacién del bebe,
y en la fase 3 se ve afectada por la dieta, la genética y la higiene. En las tres fases los
autores coinciden que la exposicién a los antibiéticos también afecta al microbiota del
infante; el uso de antibiéticos causa cambios en la composicion del microbiota porque inhibe
el crecimiento o mata a especies patdgenas malas, pero también lo hace con las benéficas
y ademas permite el crecimiento excesivo de cepas resistentes a antibidticos, esto también
hace que el individuo sea mas susceptible a infecciones.

Savage, et al (15) y Ku, et al (2) coinciden en que la diversidad del microbiota infantil se da
a partir de la introduccién de alimento solido al bebé, ya que se vuelve mas compleja por la
aparicion de nuevas especies que son capaces de digerir carbohidratos complejos. Savage
apunta que la composicién microbiana infantil puede tener una posible relaciéon con la
razal/etnicidad del nifio.

Ou, et al (5) describe la microbiota intestinal encontrada en nifios desde el nacimiento hasta
los primeros 10 afios de vida siendo un predominio de Bifidobacteria, Streptococo y
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enterobacterias en los primeros meses de vida, mientras que existe un cambio a predominio
de Prevotella_9 en 6 y 10 afios de edad; mientras que Ku, et al (2) muestra la diferencia de
la microbiota intestal encontrada en nifilos de 3 semanas a 5 afios alimentados con leche
materna(a), con leche de formula (b) en etapa de destete (c) y con dieta sdlida (d),
encontrando un predominio en (a) bacteroidetes (mayormente bifidobacteria) y
proteobacterias, en (b) firmicutes, en (c) Firmicutes, proteobacteria y actinobacteria y (d)
bacteroidentes y firmicutes; por lo que muestra una evolucion de la microbiota intestinal
segun la alimentacion del recién nacido y el cambio de alimentacion que pueda llevar a una
comida solida, permitiendo un correcto metabolismo de los alimentos y su mayor
aprovechamiento.

Al describir el vinculo entre el microbiota intestinal y el cerebro en su articulo, Mitrea et al
(6) observaron que el responsable de la transferencia de informacion es el nervio vago,
también mencionaron que los psicobidticos son de gran importancia para el mantenimiento
de la homeostasis neuropsiquiétrica.

Los articulos de Requena T. et al (9) y Davenport E. et al (24) informan que los factores
ambientales tienen mas peso sobre los genéticos en cuanto a la composicion del
microbioma; Requena T. et al (9) demostraron que la reduccion de la diversidad microbiana
es uno de los contribuyentes para el desarrollo de enfermedades. Por el mismo camino, el
articulo de Kumbhare S. et al (21), se menciona que en un estudio hecho por Strachan el
cual propuso su “hipotesis de la higiene” en el que se menciona que la exposicion temprana
de los infantes a microorganismos construye un microbioma mas completo, ya que un
ambiente extremadamente limpio durante la nifiez temprana puede no desafiar a €l sistema
inmune para estar preparado para futuras infecciones. Davenport E. et al (24) concluye que
los factores ambientales tienen una mayor influencia que los factores genéticos del huésped
en la composicion del microbioma intestinal.

Arumugam, et al (3) informa acerca de la identificacion de genes marcadores basados en
datos o modulos funcionales para cada una de estas propiedades del huésped. Menciona
gue existen 12 genes que se correlacionan significativamente con la edad y 3 médulos
funcionales con el indice de masa corporal, lo que sugiere un potencial diagnéstico de los
marcadores microbianos. Esto es sefialado de manera similar por Davenport E. et al (24) y
CaruccilL etal (4), donde se sefiala que la interaccién de los factores ambientales y genético
esta relacionada fielmente a la dieta.

Sarkar A. et al (18) menciona que el microbiota intestinal esta asociado de manera
importante en funciones psicofisioldgicas incluyendo el desarrollo neuroldgico,
neurotransmisién, las emociones y estrés, el aprendizaje y la memoria, comportamiento
social, autismo y envejecimiento.

Ronan et al (8) y Chen et al (20) refieren que el desequilibrio del microbiota intestinal
afectara el mecanismo de absorcion de energia, eje intestino-cerebro, entre otros que se
ve traducida en enfermedades en el huésped, esto debido a que el microbioma intestinal
cambia constantemente en todas las etapas de vida, donde la disbiosis de esta y las
interacciones con otros érganos tendra efectos perjudiciales para la salud.
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De manera similar, Guarner F. et al (7) en su articulo informa que la diversidad
bacteriolégica alberga una relacion de simbiosis con el huésped y esta relaciébn es muy
importante para el desarrollo y la regulacion del sistema inmune ya que si esta no es
adecuada puede desarrollar patologias de disregulacién inmunitaria como enfermedad
inflamatoria intestinal o atopia.

Maya — Lucas et al (22) realizo estudios de campo, se trabajé con nifios mexicanos
afectados por la obesidad y otros con peso normal, para asi describir las diferencias entre
los microbiomas de estos dos, observaron que no existe una disbiosis notable de bacterias
0 virus en comparacion del grupo de nifios obesos y el grupo con peso hormal, pero el grupo
de arqueas mostro un aumento en Methanobrevibacter spp en nifios con obesidad.

Como tratamiento, Sheridan (23) establece las recomendaciones de clasificacion
especificos para el uso de prebidticos y probioéticos en los diferentes grados de desnutricion
y otras enfermedades, dado que cada alteracion de microbiota puede responder de manera
diferente al tratamiento, mientras que Carucci L. et al (4) informa que existe evidencia que
muestra que algunos factores ambientales pueden afectar de manera positiva y
negativamente el eje microbioma intestinal-sistema inmunolégico, por lo que la intervencion
con probidticos y posbiéticos pueden conducir a una interaccion positiva entre genes y el
medio ambiente para mejorar la inmunomodulacién del ser humano.

Bomhof, et al (16) y Rodriguez-Hernandez, et al (14) concluyeron que algunos efectos del
kéfir ante sintomas de algunas enfermedades son: aumento de peso y altura, reduccion del
estrefiimiento, aumento de linfocitos en la sangre. Baniasadi et al (17) determind que el kéfir
preparado con leche de oveja y la de camello tiene mayor potencial antioxidante que los
kéfires que son preparados con leche de cabra y vaca; los antioxidantes también son
conocidos como “eliminadores de radicales libres” ya que retrasan el dafio a las células que
es causado por los radicales libres. Un mayor potencial antioxidante se cree que mejora la
salud en general.

V. CONCLUSIONES

El microbioma humano conforma parte indispensable de la funcion del neurodesarrollo,
estado cognitivo dentro del desarrollo del infante, la salud intestinal, asi como la
homeostasis de otros 6rganos y sistemas. Ademas de que se encuentran significativos
cambios de microbiota desde la etapa prenatal hasta la nifiez la cual estd definida de
manera multifactorial (alimentacion de la madre, seno materno y dieta solida) que permitiran
el correcto metabolismo y absorcién de los nutrimentos provenientes de la alimentacion;
estos cambios evolutivos de la microbiota seran sumamente importantes para identificar los
cambios y diferencias que puedan existir en nifios con Paralisis Cerebral con o sin
tratamiento de probiéticos a través de su crecimiento. Es importante que en futuras
investigaciones se observe la composicién de la microbiota intestinal de los nifilos con
Pardlisis Cerebral, identificando las diferencias que existen entre un nifio sin la condicién
en base a los resultados del articulo presente, donde las diferentes alteraciones que afectan
a un nifio con PC puedan estar relacionadas con la microbiota intestinal, asi como la
observacion del cambio de microbiota en el uso de probiéticos de tipo Kéfir Moderno y su
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mejoria en las mdltiples alteraciones que puedan mejorar la calidad de vida de los
pacientes.
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EVALUACION DE RIESGOS ERGONOMICOS EN UN TRABAJADOR
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Resumen — En el presente documento se muestra el desarrollo de una aplicacién para dispositivos
méviles, la cual permite realizar un analisis de diversas areas o estaciones, por medio de una serie de
preguntas que se puntian dependiendo de la opcidn seleccionada, indicando como resultado cuales son
mas riesgosas, asi como guardando dicha informacion en un archivo pdf. Lo anterior tomando como
referencia las secciones y posturas que se manejan en el método de valoracién postural REBA. Dicho
método contiene diversas secciones que corresponden a partes del cuerpo como brazos, antebrazos,
piernas, cuello, torso, entre otras, ademas de que toma en cuenta el grado de flexién de algunos
miembros, o que tan incomoda es una posicidn cuando se desarrolla una actividad.

Palabras clave — Ergonomia, postura, REBA, aplicacion.

Abstract — This document shows the development of an application for mobile devices, which allows
an analysis of various areas or stations, through a series of questions that are scored depending on the
selected option, indicating as a result which are riskier, as well as saving said information in a pdf file.
The foregoing taking as reference the sections and postures that are handled in the REBA postural
assessment method. This method contains various sections that correspond to parts of the body such
as arms, forearms, legs, neck, torso, among others, in addition to taking into account the degree of
flexion of some limbs, or how uncomfortable a position is when a exercise.

Keywords — Ergonomics, posture, REBA, application.
l. INTRODUCCION

En la actualidad con el crecimiento poblacional, y por ende el crecimiento de las empresas,
asi como el avance tecnolégico que propicia la generacion de nuevos empleos, surge la
necesidad de hacer que los procesos y actividades se desarrollen de la mejor manera tanto
en calidad, tiempo y costos. Una buena alternativa para poder evaluar que una actividad se
desarrolle de la mejor manera, haciendo que se tengan el menor nimero de riesgos
posibles, es basandose en la ergonomia, y mas en concreto en las posturas.

Durante la practica profesional, los odontdlogos comunmente experimentan dolor
musculoesquelético como consecuencia de posturas inadecuadas durante su trabajo; de la
misma forma, se reporta que el 54,4% de los odontdlogos y auxiliares odontoldgicos
presenta cervicalgias, el 73,5% dorsalgia y sélo el 37% acude a tratamiento, todo esto
debido a posturas inadecuadas que adoptan durante la practica laboral. [1]

Existen algunos métodos ya desarrollados que permiten evaluar la postura en base a
diversos apartados. Uno de estos métodos para la evaluacion de posturas es el método
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REBA por sus siglas en inglés de Rapid Entire Body Assessment, o en esparfiol Evaluacién
rapida de todo el cuerpo, el cual se enfoca en la postura del cuerpo completo, dividiéndolo
en varias secciones como lo son tronco, cuello, piernas, brazos, antebrazos y mufiecas,
ademas de tomar en cuenta factores como el peso, agarre y grado de inclinacién de los
miembros en las actividades que se realizan.

Il. MARCO TEORICO
A. Ergonomia

La ergonomia (o estudio de los factores humanos) es la disciplina cientifica que trata de las
interacciones entre los seres humanos y otros elementos de un sistema, asi como, la
profesién que aplica teoria, principios, datos y métodos al disefio con objeto de optimizar el
bienestar del ser humano y el resultado global del sistema. [2]

B. Riesgos ergondmicos

Corresponden a aquellos riesgos que se originan cuando el trabajador interactia con su
puesto de trabajo y cuando las actividades laborales presentan movimientos, posturas o
acciones que pueden producir dafios a su salud. [3]

C. Postura

El término “postura” en el sentido que se le da en la practica médica significa la posicion
gue adopta cada parte del cuerpo con relacién a los segmentos adyacentes y con respecto
al cuerpo en su totalidad. Asi tenemos las posturas de pie, acostado y sentado. [4]

D. Métodos de valoracién postural

Los métodos OWAS, RULA y REBA estan entre los mas empleados para evaluar la carga
fisica postural. Sin embargo, no son métodos intercambiables en cualquier situacién y la
eleccién de uno u otro no siempre resulta trivial. [5]

1) Método OWAS (Ovako Working Analysis System)

Es el método por excelencia de evaluacién de la carga postural. Identifica posturas forzadas
de diferentes segmentos corporales (espalda, brazos y piernas), pero no permite discernir
entre diferentes grados de flexion o extension de estos, ademéas que la evaluacion de las
extremidades superiores resulta muy limitada.

2) Método RULA (Rapid Upper Limb Assessment)
Diferencia niveles de riesgo en funcion del grado de flexion/extension de diferentes

segmentos corporales; permite evaluar independientemente el lado izquierdo y derecho del
cuerpo; tiene en cuenta las posturas que adopta el cuello, y la evaluacion de las
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extremidades superiores es mucho mas exhaustiva (se analizan independientemente el
brazo, antebrazo, mufeca y giro de mufieca).

3) Método REBA (Rapid Entire Body Assessment)

Este método fue desarrollado tomando como base el método RULA, por lo que su aplicacion
resulta muy similar y permite disfrutar de las mismas ventajas. El método REBA tiene en
cuenta una serie de cuestiones adicionales que complementan al método RULA. Asi,
permite realizar una evaluacién mas exhaustiva de las extremidades inferiores y también
introduce un factor de agarre.

. MATERIALES Y METODOS

El conjunto de pasos o actividades realizadas durante el presente Verano de la Ciencia son
los siguientes:

1. Comparar los procesos de andlisis REBA vs RULA.
2. ldentificar areas o estaciones de trabajo criticas (Diagnostico general mediante el
desarrollo de una aplicacion para dispositivos moviles).
3. Aplicar la evaluacién del riesgo ergonémico.
3.1. Tabla A: tronco, cuello, piernas, peso.
3.2. Tabla B: brazo, antebrazo, mufieca, agarre.
3.3. Tabla C: suma de tabla A y tabla B.

Para el desarrollo de la aplicacion se realizaron las siguientes actividades:

a) Disefio y desarrollo de la interfaz gréfica.
b) Programacion de las funcionalidades con modelo MVC (Modelo, Vista y Controlador).
c) Testeo y correccion de errores.

Los materiales utilizados para el desarrollo de todo el proyecto son:

a) Excel: Para el desarrollo de tablas y macros.

b) Android Studio: Para el disefio y creacién de la aplicacion movil.

¢) Computadora: Para el desarrollo de la aplicacion movil y documentos, asi como consultar
informacion.

d) Laboratorio: Para desarrollar las actividades del presente Verano de la Ciencia.

e) Internet: Para buscar informacion y trabajar de manera virtual.

f) Celular: Para probar el funcionamiento de la aplicacion mavil.

IV. RESULTADOS

Se disefié y programé una aplicacion para dispositivos moviles, donde se aplico la
funcionalidad y areas que toma en cuenta el método de analisis postural REBA. Para la
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creacion de dicha aplicacion se utilizé el entorno de desarrollo Android Studio, donde se
disefiaron las ventanas de la interfaz grafica, como se puede apreciar en la figura 1.

! a AREAS RIESGOSAS

m S

L METODO REBA

x (© ess mas iesgosss Q) sivas mavos risgosas )
L e ene
a) b) 0 9

Fig. 1. a) Menu, b) Top areas/estaciones mas riesgosas, ¢) Evaluacion de areas/estaciones
y d) Resultados.

Para la programacion de las funcionalidades de cada ventana, se utilizo el lenguaje de Java,
gue se utiliza por defecto en el entorno de desarrollo Android Studio, ademas de que se
aplicé el modelo de programacién MVC (Modelo, Vista y Controlador) para estructurar las
clases y archivos del proyecto, como se aprecia en la figura 2.

a) I b)

Fig. 2. a) Programacién en Java de la funcionalidad, b) Estructura con el modelo MVC

Cuando se instalé la aplicacion en un dispositivo mévil, se utilizé como cualquier otra
aplicacion, se ingresaron algunas areas, y al final se obtuvo un resultado con los puntajes
de cada area, asi como cuales de éstas son las mas riesgosas de todas las evaluadas,
como se aprecia en la figura 3.

y
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Fig. 3. a) Menq, b) Top &reas/estaciones mas riesgosas, ¢) Evaluacion de areas/estaciones
y d) Resultados.

Para finalizar, se presioné el boton de guardar en la ventana de Resultados, esto generé
un archivo pdf con un pequefio reporte que contiene informacién referente a los resultados
del analisis de las diversas areas/estaciones evaluadas, como se puede mostrar en la figura
4.

REPORTE DE RESULTADOS DE AREAS/ESTACIONES EVALUADAS )
Area o estacion: Ensuelado
Puntuacién total: 18
DATOS GENERALES -
Puntajes.
Tronco 2
Fecha: 30/06/2022 Cuello 3
Hora: 09:47:44 Piomas 2
Numero de éreas/estaciones evaluadas: 4 c 2
Brazos 3
1
TOP 2 AREAS/ESTACIONES MAS RIESGOSAS Hurecas 2
Agarre 3
[A [Puntaje total ]
|Pespunte I20 | Area o estacion: Cortado
Rayado I ] Puntuacion total: 16
Secciones. Puntajes
Tronco 2
INFORMACION DETALLADA Custio !
Pioinas 2
Area o estacion: Pespunte C: 3
Puntuacién total: 20 Brazos 1
Antob 2
Puntajes Muriecas 3
Tronco 3 Agarre 2
Cuello 1
Piernas 3
Cargaifuerza 2
Brazos 3
Antebrazos. 3
MuRecas 3
\Agarre 2
Area o estacién: Rayado
Puntuacién total: 19
Puntajes
Tronco 2
Cuello 3
Piernas 2
C. 2
Brazos 2
3
Muttecas 3
Agarre 2

a) b)

Fig. 4. a) Primera hoja del reporte, b) Segunda hoja del reporte
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V. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

La aplicacién desarrollada permiti6 hacer de manera efectiva un analisis de un grupo de
areas o secciones, tomando como referencia el método REBA sobre las posturas, para de
esta manera obtener cuales son los de mayor riesgo, ademas de guardar esta informacion
en un archivo persistente como lo es un tipo pdf.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente proyecto se desarrolld6 una aplicacién que permite detectar las areas o
estaciones mas riesgosas dentro de un grupo, utilizando las secciones y estructura del
método REBA por medio de algunas preguntas, que asignan puntajes en base a las
opciones seleccionadas para dar un resultado, asi como un pequefo reporte.

Un punto o funcionalidad que se le podria agregar a la aplicacion es que se pueda hacer
la evaluacién como tal aplicando el método REBA y no basandose solamente en su
estructura, o incluso usar otros métodos como el RULA o el OWAS. También se podria
agregar un apartado para determinar cuél de todos los métodos es el mas 6ptimo de usar.

VIl. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)

Expreso mi agradecimiento al Instituto Tecnoldgico Superior de Purisima del Rincén por
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RESUMEN

La flor de jamaica con el nombre cientifico Hibiscus sabdariffa L. es una planta herbacea originalmente de
Africa, cultivado en regiones tropicales en la India, Estados Unidos, México, etc. En nuestro pais, es
comunmente utilizada para producir una bebida ligeramente acida conocida como “agua de jamaica”.
Actualmente, México se destaca por una alta produccién de casi 7 mil toneladas, en base a ello se determinaron
sus beneficios evaluando las caracteristicas fitoquimicas, para mas adelante valorarlos en relacién con la
enfermedad diabetes mellitus tipo 2 para un modelo in vivo. Las técnicas fitoquimicas realizadas fueron:
determinacién de compuestos fenélicos totales, flavonoides, antocianinas y proantocianidinas, tanto extraibles
como no extraibles, en el céliz, su extracto acuoso y el subproducto obtenido de la decoccion; con el objetivo
de analizar y comparar su perfil fitoquimico para su posterior uso como tratamiento y prevencién en un modelo
in vivo de diabetes mellitus tipo II.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa L, compuestos fendlicos totales, flavonoides, antocianinas,
proantocianidinas, Diabetes Mellitus tipo I1.

ABSTRAC

Roselle with the scientific name Hibiscus sabdariffa L. is a herbaceous plant originally from Africa, cultivated
in tropical regions in India, the United States, Mexico, etc. In our country, it is commonly used to produce a
slightly acidic drink known as "agua de jamaica". Currently, Mexico stands out for a high production of almost
7 thousand tons, based on this, its benefits were determined by evaluating the phytochemical characteristics, to
later assess them in relation to type 2 diabetes mellitus for an in vivo model. The phytochemical techniques
carried out were: determination of total phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins and proanthocyanidins,
both extractable and non-extractable, in the calyx, its aqueous extract and the by-product obtained from the
decoction; with the aim of analyzing and comparing its phytochemical profile for its subsequent use as treatment
and prevention in an in vivo model of type Il diabetes mellitus.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L, total phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins, proanthocyanidins,
Type |l Diabetes Mellitus.

Pégina164


mailto:miriamggg96@gmail.com
mailto:Iza.perez@uaq.mx

242 Verano de la Ciencia de la Region Centro.

l. INTRODUCCION
La diabetes mellitus es una enfermedad causante de hiperglucemia, es decir un alto nivel
de glucosa en la sangre, por lo que el organismo muestra una resistencia a la insulina o su
mala asimilacion, algunos de los sintomas mas significativos son; aumento de hambre,
visién borrosa, ganas de orinar y hormigueo en pies y manos

Para su determinacion se debe de realizar un andlisis sanguineo y su diagnéstico es mas
probable en personas que padezcan sobre peso, obesidad, presion alta o un historial
familiar con DM2. Actualmente presenta un riesgo significativo para la poblacién mexicana
ya que, en los ultimos afios segun INEGI, mueren aproximadamente 151 019 personas a
causa de esta enfermedad, lo cual equivale a un 14% del total de defunciones, por tal motivo
es indispensable tratar de disminuir los riesgos de esta enfermedad. (INEGI, 2021)

Hibiscus sabdariffa L. es una flor perteneciente a la familia de las Malvaceas, propia de
climas secos, montafiosos y de matorrales espinosos. Su contenido se basa en algunos
compuestos fitoquimicos presentes en la mayoria de los aceites vegetales llamados
fitoesteroles, flavonoides, saponinas, glucésidos y algunas mezclas de otras sustancias
como fibras y carbohidratos.

Los compuestos fitoquimicos analizados en la jamaica para DM2 se encuentran presentes
en plantas, frutas y verduras, se dividen en ciertos grupos principales de sustancias
fitoguimicas saludables, las cuales se presentan a continuacion;

-Fenoles; engloban todas aquellas sustancias presentes en el mundo vegetal y son unos
de los principales metabolitos regulados genéticamente tanto a nivel cualitativo como
cuantitativo.

-Flavonoides; constituyentes de un amplio grupo de compuestos fendlicos presentes en
color blanco o amarillento, funcionan como antioxidantes, antinflamatorios, y previenen
enfermedades cardiovasculares por lo cual sus beneficios a la salud son indudables.

-Antocianinas; glucésidos de las proantocianidinas, es decir, estdn constituidos por una
molécula de proantocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azucar por medio
de un enlace B-glucosidico. Son sustancias solubles en agua y son el mayor grupo de
pigmentos naturales hasta la fecha. Ademas, ofrecen efectos como antioxidantes,
antinflamatorios, control de obesidad y por tanto un gran impacto en enfermedades
cardiovasculares.

Hibiscus sabdariffa L. en base a estudios realizados por el Instituto de Biologia Molecular y
Celular (IBMC) ha probado la capacidad de sus polifenoles para reducir la hemoglobina
glicosilada, marcador importante de personas con diabetes mellitus. Por lo que se declara
gue dietas ricas en plantas como jamaica presentan efectos benéficos para la salud de
personas con DM2, acciébn que se le atribuye a los compuestos fendlicos por sus
propiedades antioxidantes, siendo un posible tratamiento para una de las enfermedades
mas amenazantes en México actualmente, diabetes mellitus tipo 2. (Sumaya Martinez &
Carrillo, 2014)
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El presente estudio se enfocara en el andlisis fitoquimico de la jamaica, pero no solo de la
decoccibén, sino también en el subproducto que por lo general es desechado, y algunos
autores consideran que puede ser usado como alimento funcional; esperando una cantidad
de polifenoles extraibles y una capacidad antioxidante adecuada por medio de las técnicas
mencionadas anteriormente. (Amaya-Cruz y col., 2019).

I. METODOLOGIA

2.1 MATERIALES

2.1.1 MATERIAL VEGETAL

Se trabajaran con célices de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) donadas por agricultores de
Guerrero, México. Los calices de Jamaica seran desinfectados por medio de su inmersion
en una solucion desinfectante (Nobac citrus 373) al 1% (v/v) durante 10 min, posteriormente
la solucién sera drenada y los calices serdn secados en un horno de circulacién forzada
(BF 400, Binder) a 45 °C por 24 h (Amaya-Cruz y col., 2019).

2.2 METODOS

2.2.1 OBTENCION DE SUBPRODUCTO DE DECOCCION DE HIBISCUS SABDARIFFA
L

Los calices secos y desinfectados seran utilizados para preparar una decoccioén de Jamaica
(preparacién cominmente utilizada en hogares mexicanos para la elaboracion de la
llamada “agua de Jamaica”) siguiendo una metodologia estandarizada: 60 g de calices de
Jamaica seran afiadidas a 1 L de agua hirviendo y seran calentadas por 15 min, tras lo cual
se colard la bebida y se recuperara el subproducto (célices usados). El subproducto sera
secado bajo las condiciones anteriormente descritas, serd molido, tamizado para obtener
un tamafo de particula <420 um y sera almacenado a -20 °C en oscuridad hasta su uso
(Amaya-Cruz y col., 2019).

2.2.2. Caracterizacidn fitoquimica del subproducto de decoccidn de Hibiscus sabdariffa L

ANALISIS DE POLIFENOLES EXTRAIBLES

La fraccion de polifenoles extraibles sera obtenida siguiendo la metodologia de Hassan y
col. (2011). Se realizaréa la extraccién de 0.5 g de muestra con 5 mL de metanol: agua (50:50
v/v) ajustada a pH 2 con &cido clorhidrico por 1 h a temperatura ambiente con agitacion
constante. Las muestras seran centrifugadas a 1500 g por 10 min y se colectara el
sobrenadante. Posteriormente, el residuo sera lavado con 5 mL de acetona:agua (70:30
v/v) siguiendo el procedimiento anterior. Los dos sobrenadantes serdn mezclados (fraccion
de polifenoles extraibles) y seran utilizados para la determinacién de polifenoles totales
(Singleton y col., 1999), flavonoides totales (Oomah y col., 2005), antocianinas totales
(Giusti y Wrolstad, 2001) y proantocianidinas extraibles (Zurita y col., 2012).
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FENOLES TOTALES
Se van a diluir 200 uL de decoccion y 800 uL de agua destilada. Una alicuota de 20 uL de

esta solucién se mezclara con 30 yL de agua destilada, 25 pL del reactivo de Folin Cicalteu
1 Ny 125 pL de Na2CO3 (20%). La mezcla se dejara reposar en oscuridad a temperatura
ambiente durante 30 min y se mediran las absorbancias a 765 nm en un espectrofotdémetro
para microplacas (Thermo Scientific). La cuantificacién de polifenoles totales se realizara
de acuerdo con una curva estandar de 4cido galico y los resultados se expresaran como
mg equivalentes de 4cido galico por mL de decoccién (Singleton et al., 1999).

FLAVONOIDES TOTALES

Se determinaran de acuerdo con la metodologia reportada por Oomah y colaboradores
(2005). A una alicuota de 50 pL de decoccioén se le agregaran 180 pL de agua destilada y
20 pL de una solucion de 2-aminoetil difenil borato (10g/L) en solucibn metandlica.
Posteriormente se leerd a una absorbancia de 404 nm en un espectrofotdbmetro para
microplacas (Thermo Scientific). Se realizara una curva de calibracion de rutina (1 mg/mL)
disuelta en etanol y los resultados se expresaran como mg eq de rutina/mL de decoccién.

PROANTOCIANIDINAS EXTRAIBLES

El contenido de proantocianidinas en las decocciones se determinard a partir de la
metodologia de vanillina-HCI descrita por Zielinski y Haminiuk (2018). A una alicuota de 200
ML de muestra se le adicionaran 1.2 mL de vanillina (4%, p/v vanillina en metanol). Después
de agitarse, se le adicionaran 600 pL de HCI concentrado y se agitara. Finalmente, la
solucion se guardard en oscuridad por 15 min y se medird su absorbancia a 500 nm
utilizando un espectrofotometro para microplacas (Thermo Scientific). Se utilizara una curva
estandar de catequina. Los resultados se expresaran como mg eq de catequina/mL de
decoccion.

ANALISIS DE POLIFENOLES NO EXTRAIBLES

El residuo obtenido durante la extraccion de los polifenoles extraibles sera secado a 45 °C
por 25 h (fraccion no extraible). Se realizaré la obtencién de los polifenoles hidrolizables
siguiendo el método de Quatrin y col. (2019). El residuo seré incubado con 12 mL de agua
y 5 mL de hidréxido de sodio 10 M a temperatura ambiente por 16 h con agitacion constante.
Posteriormente, se ajustara el pH a 2-3 con acido clorhidrico 6 M, se centrifugara a 2000 g
por 10 min y se colectara el sobrenadante. El residuo se lavara con 5 mL de agua siguiendo
el procedimiento anterior y se mezclaran los sobrenadantes. Se determinara el contenido
de polifenoles totales (Singleton y col., 1999), los cuales corresponden a la fraccién de
polifenoles hidrolizables con é&lcali. El residuo del hidrélisis alcalina seré incubado con 2.5
mL de acido clorhidrico a 85 °C por 30 min. Posteriormente se ajustara el pH a 2-3 con
hidroxido de sodio 10 M, se centrifugaran las muestras a 2000 x g por 10 min y se colectara
el sobrenadante. El residuo se lavara con 5 mL de agua siguiendo el procedimiento anterior
y se mezclaran los sobrenadantes. Se determinara el contenido de polifenoles totales
(Singleton y col., 1999), los cuales corresponden a la fraccién de polifenoles hidrolizables
con acido. Adicionalmente, se realizara la determinacién de proantocianidinas no extraibles
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en el residuo obtenido durante la extraccion de los polifenoles extraibles siguiendo la
metodologia de Zurita et al (2012).

[I. RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA 1. Contenido de compuestos bioactivos en decoccion de flor de Jamaica.

Compuesto bioactivo Decoccién
Compuestos fenolicos totales (mg eq AG/mL) 1.11 + 0.05
Flavonoides (mg eq rutina/mL) 0.22 £ 0.02
Antocianinas (mg eq C3G/mL) 0.13 £ 0.003

Proantocianidinas
catequina/mL)
AG: acido galico, C3G: Cyanidin-3-O-glucosido

extraibles (mg eq 0.57+0.003

TABLA 2. Contenido de compuestos bioactivos en caliz y subproducto de la decoccion flor de
Jamaica.

Compuesto bioactivo Caliz Subproducto
Polifenoles extraibles

Compuestos fenolicos (mg eq AG/g)  30.26 £ 2.39 22.72+1.49
Flavonoides (mg eq rutina/g) 10.98 £ 0.41 8.23+0.10
Antocianinas (mg eq C3G/q) 2.33+0.07 1.34+£0.10
Proantocianidinas extraibles (mg eq 16.02 +1.50 9.02 £ 0.36
catequina/qg)

Polifenoles no extraibles

Polifenoles de hidrolisis acida (mg eq 13.14 +1.10 5.71+£0.20
AG/g)

Polifenoles de hidrolisis alcalina (mg 10.61 + 0.95 8.13+0.59
eq AG/g)

Proantocianidinas no extraibles (mg 2.41 +0.10 2.60 + 0.02
eq catequina/g)

Polifenoles totales (mg eq AG/g) 54.01+1.48 36.56 £+ 0.76
Proantocinidinas totales (mg eq 18.43+0.8 11..62 +0.19

catequina/g)

AG: &cido gélico, C3G: Cyanidin-3-O-glucosido

Los resultados del andlisis respecto a compuestos fitoquimicos como polifenoles extraibles
y no extraibles totales, arrojaron mayor presencia en el caliz respecto al subproducto, esto
causado por el proceso de lixiviacion y la degradacion térmica durante el proceso de
decoccién, donde hubo una extraccién poco significativa de estas sustancias, como Amaya
Cruz y sus colaboradores lo mencionan en su articulo (2019). Por lo que este subproducto
fue analizado para su futuro uso como tratamiento y prevencion de la DM2 en un modelo in
Vivo.
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V. CONCLUSIONES

A través de los analisis fitoquimicos realizados a decoccion, caliz y subproducto se logré
observar que el subproducto contiene un éptimo niimero de polifenoles totales, por lo que
se convierte en una buena alternativa de tratamiento para la prevencion de DM2, ya que
una ingesta adecuada de polifenoles en la dieta habitual se relaciona con una menor
prevalencia de enfermedades cardiovasculares y cronico no degenerativas.
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ERGONOMICA DE PUESTOS OPERATIVOS Y COSTEO
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Resumen — Este proyecto de investigacion se llevé a cabo en una empresa con giro industrial
de calzado, dedicada a la fabricacion de calzado con corte de piel y cuero dealta calidad y confort,
ubicada en Ciudad Manuel Doblado, Gto, el cual consistié en la recopilacion de informacion
relevante de los trabajadores del area productiva que pertenecen a la linea de produccion 4 con el
fin de hacer un anélisis de ergonomia dentro de su area de trabajo. Asi mismo se analiz6 el modelo
1704 calzado para pie diabético que fabrica la misma empresa en base a la nmx-a-238-scfi-2019
calzado — calzado para personas con diabetes —clasificacion, especificaciones y métodos de
prueba.

Palabras clave — Ergonomia, Calzado para pie diabético, Area de trabajo.

Abstract — This research project was carried out in a company with an industrial line offootwear,
dedicated to the manufacture of high-quality and comfortable leather and leather uppers, located
in Ciudad Manuel Doblado, Gto, which consisted of the collectionof relevant information from the
workers in the production area who belong to productionline 4 in order to carry out an ergonomic
analysis within their work area. Likewise, model1704 diabetic foot footwear manufactured by the
same company was analyzed based on the nmx-a-238-scfi-2019 footwear - footwear for people
with diabetes - classification,specifications and test methods.

Keywords — Ergonomics, Diabetic foot shoes, Work are
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I INTRODUCCION

Con la llegada de la Segunda Guerra Mundial puede considerarse que en el mundo
occidental surge la ergonomia como disciplina ya formada el 12 de julio de1949 (Sociedad
de Investigacion Ergondmica). En esta fecha se conforma un grupo interdisciplinario
interesado en los problemas laborales humanos. El 16 de febrero de 1950 se adopta el
término ergonomia, dando lugar a su bautizodefinitivo. Todo lo anterior se dio como
consecuencia del esfuerzo excesivo y del estrés de la batalla, de la complejidad técnica de
los nuevos equipos de guerra, por lo que era necesario adaptar el trabajo al hombre, esto
es, disefiar un equipo en funcion de la capacidad y limitaciones del individuo.
(Jaureguiberry, 2002).

Por otro lado, en México poco mas de 8% de la poblacién entre 20 y 69 afios padece
diabetes y cerca de 30% de las personas afectadas desconoce que la tiene. Se estima que
por cada 100 pacientes diabéticos 14 desarrollaran nefropatia, de 7 a 10 pie diabético y
que 30% de ellas terminara en amputacion. (Epidemiologia, 2008). Es por esto que la nmx-
a-238-scfi-2019 establece los requisitos minimos del calzado para personas con diabetes
que se comercializa enterritorio nacional. Dichos requisitos consideran cuatro aspectos
principales, talescomo: calidad, confort, desempefio e inocuidad. El primer aspecto se
refiere al cumplimiento con los requisitos de calidad de los materiales de suela, corte, forro,
planta y plantilla, para favorecer el uso del calzado sin falla. El segundo aspecto se refiere
a los requisitos de confort de cada elemento de construccién del calzadopara favorecer un
clima apropiado en el interior del calzado y una sensacion de bienestar al usuario. El tercer
aspecto se refiere a los requisitos de desempefio que debe cumplir el calzado completo
para cumplir su funcién de calzado para personas con diabetes. El cuarto aspecto se
refiere al cumplimiento de los requisitos de inocuidad de los materiales de forro y plantilla,
para evitar dafo al usuario. (Diario Oficial de la Federacion. Secretaria de Economia SE,
2019).

Il. MARCO TEORICO

Ergonomia: es la técnica de estudio y adaptacion mutua entre el hombre y su puesto de
trabajo, mientras que la medicina del trabajo es la parte de la ciencia médica dedicada a
la vigilancia y prevencion de los efectos de los distintos contaminantes y agentes fisicos
sobre el hombre. (Manuel Jesus, Dr. Arturo, Pedro, & José Manuel, 2000).

Calzado para personas con diabetes: calzado que incorpora caracteristicas especiales
para proteger al usuario de lesiones que puedan producirse y puede

Pagina 17 1



242 Verano de la Ciencia de la Region Centro.

evitar el agravamiento de aquellas lesiones que ya tenga como consecuencia de su
enfermedad. Es un calzado que no es terapéutico, pero puede ayudar a prevenirproblemas
a los pies diabéticos atribuibles al calzado, asi como para ser usado porpersonas que se
encuentren bajo tratamiento médico. (NORMA Oficial Mexicana NOM-036-1-STPS-2018,
2018).

ll. MATERIALES Y METODOS.
Analisis ergonomia: NOM-036-STPS-2018

A partir de las especificaciones de la Norma NOM-036-1-STPS-2018 se especifica el
analisis de los factores de riesgo ergonémico debido al manejo manual de cargas, debera
estar integrado por las fases siguientes:

a) La identificacion de las actividades que conlleven factores de riesgo ergonémico
debido a manejo manual de cargas, es decir, que implique levantar, bajar,
transportar, empujar, jalar y/o estibar materiales, conforme al humeral 7.2 de la
Norma de referencia. ( p.3)

b) La estimacion simple del nivel de riesgo o evaluacion rapida de las actividades
identificadas, de acuerdo con lo sefalado en el numeral 7.3 de la Norma de
referencia. (p.3)

¢) La evaluacién especifica del nivel de riesgo, cuando el resultado de la evaluacién
rapida no permita determinar el nivel de riesgo o condiciones aceptables y/o cuando
a pesar de la implementacion de medidas correctivas siga existiendo algunpeligro
para el trabajador. Los centros de trabajo podran aplicar una evaluacion especifica
directamente, en ese caso no sera necesario realizar la estimacion del nivel de
riesgo a que se refiere el inciso anterior.(p.3)

Recabar datos necesarios

Identificacién dela para el andlisis (Nombre, Vaciar los datos
linea productiva 4 | Dpto, Edad, Peso, recabados al software
Estatura, Tem ambiente, y crear una base de

(modelo 1704) | Nivel de luminosidad.) datos

Diagrama 1. Proceso analisis de ergonomia.

Para llevar a cabo el andlisis de ergonomia se siguieron los siguientes pasos:

Los materiales y/o herramientas utilizados para la realizacion de este analisis fueron: cinta
métrica, bascula, luxdmetro, termémetro laser. Para vaciar los datosse utiliz6 Microsoft
Excel.
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Andlisis NMX-A-238-SCFI-2019

Para llevar a cabo el andlisis de la NMX-A-238-SCFI-2019 calzado condiabetes —
clasificacion, especificaciones y métodos de prueba, se establecen cuatro aspectos
principales: calidad, confort, desempefio e inocuidad. Los pasos que se siguieron fueron
los siguientes:

Evaluacion y
P determinacion de
. . Inspeccion visual del s
i Disefio de check list Zapato terminado especificaciones
- modelo 1704 conforme a la NMX-
A-238-SCFI-2019

Diagrama 2. Proceso analisis de nmx-a-238-scfi-2019

Los materiales y/o herramientas que se utilizaron para la evaluacion de esteandlisis fueron:
micrémetro de espesores, cinta métrica, y el software Microsoft Excel.
Para llevar a cabo el disefio del estudio, se consideran las siguientes fases:

1. Determinacién de puestos de trabajo: Se lleva a cabo una identificacionde los
puestos de trabajo dentro de la empresa.

2. Seleccion de los puestos de trabajo: Se seleccionaron 6 puestos de trabajo
considerando los de mayor riesgo ergonémico con el objetivo de tener un mayor
beneficio del proceso de andlisis.

3. Toma de videos en sitio: Se llevan a cabo una serie de videos desde diferentes
angulos de cada uno de los puestos de trabajo seleccionados con la finalidad de
posteriormente identificar los videos que tienen mayor potencial para un analisis
automatico en funcién de la visibilidad de la fraccion del proceso y del cuerpo del
operario a evaluar.

4. Procesamiento de videos para estimacion en inspeccidn de producto:Se lleva
a cabo una serie analisis de cada cuadro de video y se identificanlas posiciones de
puntos del check list del producto y del operario evaluado.

5. Comparaciéon de los puntos del check list con base en la NMX-238-A-SCFI-
2019: Con respecto a la parte de la fraccién, corte, plantilla, contrafuerte, montado,
etc a evaluar. Se determina un umbral de especificaciones que permitan diferenciar
los requerimientos técnicos que se cumplen de acuerdo a la norma de referencia.

6. Generacién del estandar de especificacion: Se determina la medicién
correspondiente a la fraccion del proceso de calzado evaluada con base en la NMX-
238-A-SCFI-2019.
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Il. RESULTADOS

Resultados de andlisis de ergonomia

Los resultados obtenidos en el Analisis de ergonomia en el area de trabajo delos
operadores que fabrican el modelo 1704 se muestran en los siguientes graficosy tablas,
cabe mencionar que la mayor parte de problemas ergonémicos que se analizaron en los
operadores es la postura, pues hay operadores que son muy altos y la maquinaria que
manejan los obliga a estar agachados la mayor parte deltiempo lo que les ocasiona dolores

de espalda y cuello,

Asimismo, se identificaron tareas que realizan algunos operadores en las quedeben
exponerse a altas temperaturas debido a que la maquinaria asi lo requierey sufren

guemaduras en brazos y manos:

Coordinado

2 462 161 172 170 4 3P0

24
i'OT i'oa I.QO l
4
1 4 5

Coordinadores

» Estatura Maquina

José Bemarto ¥| M8 17 mapera
Yorma Vet 8 151 3| % %1 Bmz
JaladVdlz [ 82] 1 | B8] #H2 Vif | Hmesz
Naiz Sardpal g5 1A [ %] A8 | B 1 Hmes
Bendz Jemzndz i 10 |8 B8 | ¥ 180 meguz
Conclusion: Se puede

observar que existe una
diferencia notable entre las
medidas de estatura y la
medida de las maquinas,
lo que ocasiona que los
operadores se mantengan
en una posicion incomoda,
y aunque el operador no
manifieste alguna molestia
es avidente que la posicion
en la que esta no es la mas
adocuada para su salud

Imagen 1. Gréfico y conclusion de mediciones de estatura de

operadores y maquinaria.

l-} } 8] x? |

l-I .l]. I.l 3
| '€ (3] X63 |

Imagen 3. Tabla de datos de trabajadores

$ 24

Pégina174



242 Verano de la Ciencia de la Region Centro.

Los resultados obtenidos en el andlisis de calzado para pie diabético fueron favorables
pues al menos en el 88% de las especificaciones requeridas por la la NMX-A-238-SCFI-
2019 estan cubiertas a excepcién de la plantilla de compensacién: Cada zapato debe
contar con al menos dos plantillas de compensacién de material sintético espumado, las
cuales, no deben exceder 50 mm de espesor en conjunto. Deben ser completas,
removibles, laminadas de espesor uniforme. por lo tanto, el calzado del modelo 1704 que
fabrica la empresasolo cuenta con una plantilla de compensacion lo cual no es un factor
grave pues se puede solucionar implementando esta plantilla faltante.

Cabe mencionar que solo esta especificacion fue la que no se cumplid, sin embargo, el
zapato para pie diabético que se fabrica en Calzado Pazstor S.A de

C.V cuenta como buen candidato para entrar dentro de esta clasificacion si se tomaen
cuenta la implementacion de la plantilla.

s |© ciam b o B B Yt 8 OSSN B T

IS0k comc =
T ke & mspme x 1oe xavd &

Imagen 4. Tabla de especificaciones NMX-A-238-2019 respecto a las plantillas.

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo a la investigacion y analisis mostrado anteriormente puedo decir que el estudio
de la ergonomia en el lugar de trabajo es una parte fundamental, pues es de vital
importancia tener los conocimientos basicos de este tema tan amplio para poder
desarrollar nuestras propias técnicas y mejoras cuando identifiquemos algun riesgo
ergondmico, no solo en el trabajo, sino incluso dentrode nuestra vida cotidiana. Para la
empresa estos factores de riesgo son de suma importancia pues la empresa debe de
considerarlos como puntos potenciales paramejorar la eficiencia de los operadores, calidad
e incluso la produccién; en lugar de verlos como un gasto innecesario y dejar que se
conviertan en variables que afecten la productividad de la empresa y que lleguen a dafiar
la salud de los trabajadores.

Por otro lado, es importante mencionar que el calzado adecuado es parte integral del
tratamiento de un paciente con diabetes y mas si existe alguna evidencia de neuropatia
(insensibilidad), por lo tanto, es relevante que las especificaciones y caracteristicas
especiales que contiene la NMX-A-SCFI-2019
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respecto a calzado para personas con diabetes se cumplan con el fin de su
comercializacion en territorio nacional.

Finalmente, de acuerdo a los resultados obtenidos en el andlisis de calzado para pie
diabético se propone a la empresa la implementacién de una plantilla de compensacion
mas, para asi lograr que su calzado sea apto y comercializado a lapoblacién que sufre de
dicha enfermedad.
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Resumen —El envejecimiento y las enfermedades emocionales de las personas de la tercera edad han
sido temas de interés para muchos investigadores En la vejez el estudio de las emociones y de como
éstas afectan en la adaptacion y calidad de vida de las personas mayores, algunos autores ponen de
manifiesto la importancia de la Inteligencia Emocional y Salud Mental en este grupo etario.

Palabras clave — Inteligencia Emocional, Adultos Mayores

Abstract — Aging and emotional illnesses in the elderly have been topics of interest for many
researchers In old age, the study of emotions and how they affect the adaptation and quality of life of
the elderly, some authors emphasize | manifest the importance of Emotional Intelligence and Mental
Health in this age group.

Keywords — Emotional Inteligence, Elderly.
l. INTRODUCCION

La poblacion mundial est4 envejeciendo, misma que experimentando un aumento en el
namero y la proporcion de personas adultas mayores. Entre el afio 2015 y 2050 la
proporcion de la poblacién mundial mayor de 60 afios se multiplicara casi por dos, pasando
del 12% al 22% (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2017)

Por lo cual, es importante el estudio del envejecimiento que se entiende como un proceso
dinamico, gradual, natural, e inevitable, en el que se dan cambios a nivel biol6gico, corporal,
psicolégico y social (Vélez et al., 2018)

Se entiende por envejecimiento de una poblacién el aumento de la proporcién de personas
de edad avanzada con respecto al total de los individuos (personas mayores de 65
afios/total poblacion), que habitualmente se expresa en forma de porcentaje. (Esmeraldas,
2019)

La OMS (2017), indica que los adultos mayores pueden sufrir problemas fisicos y mentales.
Mas de un 20% de las personas que pasan los 60 afios sufren algun trastorno mental o
neural, como demencia y depresion que a escala mundial afecta aproximadamente entre el
5%y 7%, en consecuencia, a ello en América Latina y el Caribe afecta al 5% de la poblacién
adulta, por lo que debe ser atendida y apoyada tanto a nivel social como psicoldgico
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El envejecimiento y las enfermedades emocionales de las personas de la tercera edad han
sido temas de interés para muchos investigadores, dando importancia al manejo positivo
de las emociones en los adultos mayores, entendiendo que éste juega un papel importante
en la vida cotidiana de dicho grupo etario. En la adultez mayor se presentan trastornos del
estado &nimo que consisten en periodos prolongados de tristeza y jubilo excesivo que
interfieren en la funcionalidad normal del ser humano, quienes por diferentes circunstancias
como el abandono familiar, el deterioro fisico, mental y un inadecuado manejo de la
inteligencia emocional y salud mental son susceptibles a desencadenar sintomatologia
depresiva. Estas alteraciones emocionales producen cambios a nivel cognitivo, fisiolégico
y comportamental (Simancas, 2019).

La salud no es solamente la ausencia de enfermedades sino la resultante de un complejo
proceso donde interactian factores bioldgicos, econdémicos, sociales, politicos y
ambientales en la generacién de las condiciones que permiten el desarrollo pleno de las
capacidades y potencialidades humanas, entendiendo al hombre como un ser individual y
social (Carranza, 2002).

Para conceptualizar la salud mental se puede presentar en diferentes dmbitos como
clinicos, sociales y culturales; que segun Carranza en el 2002 logra conceptualizar la salud
mental en estos diferentes &mbitos definiéndola en el &mbito clinico como ya una patologia
mental como tal, en la psicologia entiende la salud mental como un estado positivo y no la
mera ausencia de trastornos mentales y en el ambito cultural- social se habla de salud
mental como el desarrollo general de los aspectos psicosociales y conductuales, la
percepcion de la salud y la calidad de vida por parte de la poblacién, la forma con que se
cubren las necesidades basicas y se aseguran los derechos humanos y la atencién de
trastornos mentales.

Segun Ugarriza (2001) la Inteligencia Emocional se va incrementando con los afios. En la
tercera edad comprender la forma de expresar la Inteligencia Emocional es fundamental,
ya que un envejecimiento grato implica un adecuado manejo en el aspecto emocional tanto
a nivel intrapersonal como interpersonal (Bello y Yafez, 2012). La Inteligencia Emocional
ayuda a adquirir recursos de afrontamiento a los cambios relativos a la vejez, lo que conlleva
una mejora de la Calidad de Vida de la poblacién anciana.(Bermudez et al., 2017)

En la vejez el estudio de las emociones y de cédmo éstas afectan en la adaptacién y calidad
de vida de las personas mayores, algunos autores ponen de manifiesto la importancia de
la Inteligencia Emocional y Salud Mental en este grupo etario. (Bermudez et al., 2017)

Ahumada en el 2011 al estudio de diferentes investigaciones resulto que niveles elevados
de inteligencia emocional se relacionan significativamente con bienestar emocional y salud
mental, es decir que, a mayor inteligencia emocional, mayor salud mental. Asimismo,
niveles bajos de inteligencia emocional se relacionan con ciertos problemas emocionales,
mayor ansiedad, depresion y estrés, problemas de personalidad y tendencia a conductas
adictivas. Por lo tanto, segun estos estudios las personas emocionalmente inteligentes,
tendran una mejor salud mental.
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. MATERIALES Y METODOS

La revision sistematica de literatura se analiz6 por estudio indexados, en bases de datos,
se incluyeron articulos originales, transversales, descriptivos correlacionales que
analizaban las variables de salud mental, inteligencia emocional en personas adultas
mayores de 60 afios, publicados en revistas del area de la salud. Entre los afios 2012 al
2022. La busqueda de literatura inicio en el mes de junio y finalizo en el mes de agosto del
2022.

El procedimiento de busqueda comenzé a partir de las herramientas de los descriptores,
Medical Subject Headings (MeSH) y Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS). Se
consulturon 4 bases de datos cientificas: Biblioteca Virtual de Salud BVS, Pub Med, Google
académico y EBSCO. Con ayuda de los descriptores y de los operadores boleanos AND y
OR se realizaron las siguientes combinaciones: Mental Health AND emotional intelligence
AND elderly (16100 articulos encontrados en Google Académico; 54 en BVS- Medline; 294
en PubMed y 26 en EBSCO), de donde se obtuvieron los articulos al completar con los
criterios de inclusion. Las palabras clave que se utilizaron en la revision trabajaron en dos
idiomas (inglés y espafol) para ampliar la busqueda (Tabla 1).

En el proceso de seleccidn de estudios se utilizé el diagrama de flujo Prefeerred Reérting
IITEMS for Systematic Reviws and Meta-Analyses (PRISMA) (Figura 1). Se considero la
informacién cientifica que contaban las variables e informacion de interés a partir, del titulo,
resumen, objetivo, métodos, resultados, conclusiones y palabras clave. Encontrandose un
total de 33 articulos potenciales transversales, descriptivos y correlacionales que
analizaban las variables de salud mental, inteligencia emocional en personas adultas
mayores de 60 afios, publicados en revistas del &rea de la salud. (Figura 1)

La extraccion de los datos de los articulos consistio en la lectura de cada uno de ellos por
lo que se identifico y se represent6 en tablas el autor, el afio, el objetivo, instrumentos de
medicién y conclusiones.

Tabla 1. Palabras clave utilizadas en idioma espafiol e inglés por los descriptores MeSH y DeCs

Espafiol Ingles
Adulto Mayor Older people
Elderly
Olders
Salud Mental Mental Health
Inteligencia Emocional Emocional Intelligence
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Fig 1. PRISMA. Diagrama de flujo de estudios identificados, excluidos e incluidos
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II. RESULTADOS

Autor y afio

Pérez Fuentes
et al. 2014.

Segura Barrera
et al. 2019
Bermudez et al
2017.

Gago Galvagno
et al 2021

S.J. Lloyd et al.
2012

Luque Reca et
al. 2018
Saraiva et al,
2018

A. Wilson et al.
2017

Ewa Syqgit et al.
2015

Irahaida
Delhom et al.
2020

Pais de
procedencia

Espafia

México
Espafia
Argentina
Estados
Unidos
Espafia
Estados

Unidos
Canada

Polonia

Espafia

Revista o tipo de
revista

European Journal of
Investigation in
Health

PSICUMEX

European Journal of
Health Research

Revista de
Psicologia

Elsevier

The  journal of

general psychology
Journal of Addictions
Nursing
Aging &
Health

Mental

Annals of Agricultural
and Environmental
Medicine
Psychosocial
Intervention
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Muestra

28 sujetos mayores de
60 afios

9
Adultos mayores
25 adultos Mayores

215 adultos entre 65
afios

128 adultos mayores
de 65 afios

115 adultos mayores
entre 65y 101 afios
1.413 adultos mayores
de 65 afnos

149 adultos de 65
afios y mas

199 personas
mayores de 60 afios.

125 adultos mayores

Dimensiones
Inteligencia
Emocional
Autoconciencia,
Autorregulacion,
Motivacion,
Empatia
Habilidad social
/

Personalidad

de

Instrumento utilizado

Inventario Breve de Inteligencia
Emocional para Mayores (EQ-i-M20).

Escala auto informada de inteligencia
emocional (EAIE, Sosa-Correa, 2008).
Inventario Breve de Inteligencia
Emocional para Mayores (EQ-i-M20).
Escala de Inteligencia Emocional
(TMMS-24, Salovey y Maye)

EQ-i:S Emotional Quotient-Inventory
(Bar-On, 2004).

Wong and Law Emotional Intelligence
Scale (WLEIS; Wong & Law, 2002)
The Schutte Emotional Intelligence
Scale (Schutte et al., 2009)

The Wong and Law Emotional
Intelligence Scale (WLEIS; Wong &
Law, 2002).

INTE Questionnaire on Emotional
Intelligence.

Trait Meta-Mood Scale (Salovey et al.,
1995).

Relaciéon
con otras
variables

/
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La busqueda de informacion incluyo estudios originales de la Gltima década, se incluyeron
10 articulos publicados en inglés y espafiol, se identificaron muestras poblacionales entre
9 y 1413 participantes, los articulos derivaban de los paises como: Espafia, México,
Argentina, Estados Unidos, Canada y Polonia.

La autoconciencia, autorregulacion, motivacion, la empatia y la habilidad social son las
dimensiones con las que ha sido medida la inteligencia emocional, los instrumentos de
medicion que han sido utilizados son Inventario Breve de Inteligencia Emocional para
Mayores, Escala auto informada de inteligencia emocional, Escala de Inteligencia
Emocional, The Wong and Law Emotional Intelligence Scale, INTE Questionnaire on
Emotional Intelligence y la prueba Trait Meta-Mood Scale.

El analisis de los resultados fue descrito con caracteristicas generales con los datos mas
importantes, indicando el autor y afio de publicacién, pais de procedencia, revista en donde
se publicd, muestra, dimensiones de la variable, instrumentos de medicion utilizado y
relacién con otras variables.

V. CONCLUSIONES

La inteligencia emocional es una variable que tiene que ser estudiada a profundidad, deben
ser analizados los instrumentos de medicién y las dimensiones que deseen abordarse, con
el fin de obtener una respuesta de la atencion. Los estudios en poblacién adulta mayor
deben ser prolongados ya que son limitados, por Gltimo, es importante evidenciar que existe
una escaso numero de instrumentos validados en poblacion mexicana.
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Resumen —En el presente trabajo se presenta la realizacidon de un diagnéstico que permite realizar la
evaluacion de riesgos ergondmicos en un trabajador, se llevo a cabo mediante la investigacion de los
distintos métodos que ayudan a evaluar las posturas que adopta un trabajador mientras realiza una
actividad, el diagnostico brinda la oportunidad de identificar solo las areas de la empresa que necesitan
la eliminacion de riesgos, después se hace una evaluacién con distintos métodos (Método REBA) que
evallan las posturas de los trabajadores, con el objetivo de que el operador tenga una mejor area de
trabajo y su desgaste personal sea el minimo y sea mas productivo en sus actividades durante su jornada
laboral.

Palabras clave — Diagndstico, ergonomia, normas, posturas, productividad.

Abstract —In the present work, the realization of a diagnosis that allows the evaluation of ergonomic
risks in a worker is presented, it was carried out through the investigation of the different methods that
help to evaluate the postures that a worker adopts while carrying out an activity, the diagnosis provides
the opportunity to identify only the areas of the company that need to eliminate risks, then an evaluation
is made with different methods (REBA Method) that evaluate the postures of the workers, with the
aim that the operator has a better area of work and your personal wear and tear is the minimum and be
more productive in your activities during your working day.

Keywords —Diagnosis, ergonomics, standards, postures, productivity.
. INTRODUCCION

En la actualidad los problemas posturales se derivan a causa de trabajar durante largos
periodos de tiempo en una postura incomoda o0 poco natural, sobre todo si la persona que
esta realizando la actividad no se toma los descansos adecuados, asi como también se lo
podemos atribuir a la falta de espacios ergonémicos que permitan al trabajador mejorar su
postura y por lo tanto gozar de buena salud.

Todos estos problemas que dafian la salud del operador afecta la productividad de la
empresa, es por eso que surge la necesidad de implementar un diagnéstico que nos ayude
a evaluar las areas que tienen mayor riesgo de sufrir una lesion postural, después de
implementar este diagnéstico se pretende realizar un estudio mas detallado de las posturas
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en cada una de las &reas que requieran de mayor atencion, para poder implementar esta
parte se tiene en consideracion la aplicacion del método Rapid Entire Body Assessment
(REBA) que permite la evaluacion del cuerpo en dos distintos grupos (A 'y B), el grupo A
evalla el tronco, el cuello y las piernas, en cambio el grupo B evalla los brazos, antebrazos
y las mufiecas, después de implementar este método se tiene como meta integrar otros
métodos que ayuden a la evaluacion de dichas posturas, mejorando asi la productividad e
la empresa y lo mas importante no afectando la salud del trabajador.

I. MARCO TEORICO (OPCIONAL)

Los riesgos ergondmicos (riesgos disergondmicos o riesgos derivados de la ausencia de
una correcta ergonomia laboral), son la probabilidad de desarrollar un trastorno
musculoesquelético debido, o incrementada, por el tipo e intensidad de actividad fisica que
se realiza en el trabajo. [1]

Debido a que existen riesgos ergondmicos se implementan diagndsticos que ayudan a
identificar las zonas que se encuentran en mayor peligro, un diagnéstico se define como un
procedimiento ordenado, sistematico, para conocer, para establecer de manera clara una
circunstancia, a partir de observaciones y datos concretos. El diagndstico conlleva siempre
una evaluacion, con valoracidn de acciones en relaciéon con objetivos. Cuando se realiza
una evaluacion general de riesgos de un puesto de trabajo, se evallan los riesgos laborales
de las condiciones de trabajo, asi como el conjunto de tareas que a lo largo de la jornada
laboral realizan los trabajadores en su puesto de trabajo. [1]

Los métodos de evaluacion ergondmica se centran en el andlisis de un determinado factor
de riesgo (las posturas forzadas, los levantamientos de carga, la repetitividad de
movimientos, etc.). trabajo. Deben evaluarse por separado y con distintas metodologias.
Entre los métodos que nos ayudan a realizar esta evaluacién encontramos el método
REBA, el método RULA, el método Niosh. Entre otros. [2]

Método Rapid Entire Body Assessment (REBA)

El método REBA fue propuesto por Sue Hignett y Lynn Mc Atamney, y publicado por la
revista especializada Applied Ergonomics en el afio 2000. [3]

Este método permite el andlisis de algunos movimientos del brazo, la mufeca, el tronco, el
cuello y las piernas. Considera también la postura y rotacion del cuerpo para llevar a cabo
la valoracion y el andlisis de la tarea, para evitar que el trabajador sufra alguna disfuncion
corporal debido a la mala posicién que adopta al realizar sus labores. [3]

El evaluador que use el método REBA, obtendra una valiosa informacion, que le orientara
no soélo para hacer correcciones, sino también para plantear acciones preventivas en la
empresa. Por supuesto, para constatar la efectividad de cualquier cambio que se decida
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implementar, se tendr4 que hacer una reevaluacién del puesto, utilizando de nuevo, el
método REBA. [4]

Método Rapid Upper Limb Assessment (RULA)

El método RULA fue elaborado por los doctores Mc Attame ney y Corlett, de la Universidad
de Nottingham en 1993. El metodo permite valorar el riesgo que adquiere el trabajador
durante su jornada laboral mediante un diagrama de posturas corporales y tres tablas de
puntuacién. Los factores de riesgo que se investigan son grupo A y esta conformado por
brazo, antebrazo y mufieca, y el segundo, correspondiente al grupo B, se integra por cuello,
tronco y piernas. [5]

Normas

Existen normas que proporcionan informacion sobre como se debe hacer una actividad
laboral y asi poder evitar lesiones posturales una de estas normas es la ISO 11226: 2000
“Ergonomics - Evaluation of static working postures” tiene como objetivo evaluar las
posturas de trabajo estaticas. Especifica los limites recomendados para posturas estéticas
gue no requieran de la aplicacién de fuerzas externas, o que ésta sea minima, teniendo en
consideracién los angulos corporales y el tiempo de mantenimiento. [6]

La norma propone un procedimiento para determinar si una postura es aceptable o no. Este
procedimiento analiza por separado varios segmentos corporales y articulaciones en uno o
dos pasos. En el primero, se consideran sélo los angulos articulares, para los que se
recomiendan valores basados principalmente en el riesgo de sobrecarga de las estructuras
pasivas del cuerpo, como ligamentos, cartilagos y discos intervertebrales. En el segundo
paso, se debe tener en cuenta el tempo de mantenimiento de la postura. [6]

. MATERIALES Y METODOS

1) Identificar el proceso de analisis (Método REBA o método RULA): Se necesita
hacer un estudio de los métodos para identificar cual de los dos estd mas
completo y nos pueda arrojar un resultado mas especifico.

2) Identificar areas o estaciones de trabajo criticas: necesitan evaluacion de
posturas para evitar problemas de salud.

I.  Realizar un diagrama, que indique el proceso que se necesita para
implementar el diagnostico general de las estaciones mas criticas de la
empresa.

Il.  Realizar un diagnéstico general para la evaluacion de las distintas areas
de empresa, este diagndstico nos permite identificar las areas que se
encuentran en una situacion critica.

lll.  Hacer un analisis grafico de los resultados del diagnostico.
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3) Aplicar la evaluacién del riesgo ergonémico (Método REBA)

I.  Evaluar grupo A: Tronco cuello y piernas, sumandole el peso.
II.  Evaluar grupo B: Brazos, antebrazos y mufiecas, sumandole el tipo de
agarre.

Para la realizacion de este proyecto se necesit6 lo siguiente: una computadora, internet,
Excel (macros).

IV. RESULTADOS

De acuerdo con el método planteado anteriormente se desarrolld un diagnostico general
gue permita identificar las areas de trabajo criticas respecto a los riesgos ergondmicos a los
gue se encuentra expuesto el trabajador durante la realizacién de sus tareas durante la
jornada laboral. Como se muestra en la Figura 1.

Para determinar las areas en situacion critica se realizé una un andlisis grafico que muestra
las areas de la empresa que presentan mayores riesgos ergonémicos. Se muestra en la
Figura 2.

Con la ayuda de un software se realizé una aplicacién que igual que Excel nos arroja un top
de areas criticas.

Por ultimo, se realiz6 un borrador que permita la evaluacién del método REBA, asi como
los resultados que se obtiene al aplicarlo, mencionando en ese apartado si es necesario o
no intervenir de manera rapida para una reorganizacion del area de trabajo.

ol
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Fig.1l. Formato diagnostico general.
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D 50% BAJO trabajadores para evitar lesiones
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E 88% Existe el método REBA que ayuda a
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Diagnostico ""% por estacion

150%

100%

Illlllll
u%l -
A B C D E F G H

Fig. 2. Formato resultados del diagnéstico general

DIAGNOSTICO GENERAL DE EVALUACION DE POSTURAS
Volveral
Para poder aplicar un método de evaluacion de posturas se debe aplicar un diagrama
diagnostico general que permita identificar las areas/estaciones de una
empresa que requieran de atencién necesaria para corregir el area de
trabajo o método de trabajo.
CRITERIOS DE CALIFICACION: 1- NUNCA, 2- CASI NUNCA, 3-
FRECUENTEMENTE, 4-MUY FRECUENTEMENTE
Area/ Estacién: | Areal Estacién: | Area/ Estacion:
Grupo A
A B C . "
— —— — Puntos maximos % Obtenido
TRONCO Ci C Ci
- - - -
Mientras se realiza la actividad el tronco se encuentra flexionado. 40 60%
- - - -
ICUELLO
) ) - - - a
Durante la realizacién de la tarea el cuello simpre esta flexionado. 40 60%
- - - -
PIERNAS
Las piernas adoptan una postura inestable o incomoda durante la realizacion de las - - - -
. 40 58%
actividades. - - - -
ICARGA/FUERZA
- - N a
La persona tiene que cargar cosas pesadas. - - - - 40 55%
Subtotal 4 16 13 160 58%
Grupo B cal @il ) cal &l Calificacion
BRAZOS
- - N a
Los brazos se encuentran flexionados, sin apoyo mientras se realiza la actividad. 2 - - - - 36 75%
ANTEBRAZOS
- - N a
Cuando se realiza la actividad los antebrazos se encuentran muy flexionados. 2 - - - - 36
MURNECAS
- - N a
Las mufiecas se encuentran muy flexionadas (incluso resulta incomodo). - - - - 36 64%
AGARRE
- - - a
El agarre es incomodo y necesita apoyo de otras partes del cuerpo. - - 2 - - 36 75%
Subtotal 9 16 9 [ 144 2%
Total| 13 [ 32 22 [ 320 65%
% obtenido % obtenido % obtenido
Grupo A 25% 100% 81%
Grupo B 56% 100% 56%
%Total de resultados 41% 100%: 69%
Calificacion general MEDIO
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V. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

El diagnostico presentado en la seccién anterior nos brinda la oportunidad de poder
identificar areas criticas de una empresa, respecto a distintos rubros enfocados en las
posturas y actividades que realiza el trabajador durante su jornada laboral, para evitar
problemas de salud enfocados en la mala postura que pueda adoptar si su area o estacion
de trabajo no cuenta con un disefio ergondmico, también se pretende hacer que la
productividad de la empresa aumente, haciendo los cambios necesarios conforme a los
resultados del diagnéstico.

Es importante mencionar que el diagnostico solo nos ofrece la posibilidad de saber si
nuestras areas de trabajo y por lo tanto los trabajadores necesitan una evaluacién postural,
poniendo en marcha métodos como el REBA.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El diagnostico general que se realizé tiene como objetivo identificar areas que necesiten
de una evaluacién ergondmica de posturas para evitar problemas en la salud de los
trabajadores, asi como poder aumentar la productividad de una empresa; porque como es
bien sabido entre mas sea productivo un trabajador la empresa puede ser mas eficiente a
la hora de entregar y realizar pedidos.

Después de implementar este diagnostico general se tiene como meta realizar un
programa (aplicacién) que ayude a evaluar las posturas de los trabajadores con respecto a
las areas mas criticas y asi poder determinar las mejores soluciones a los problemas que
aguejan al trabajador en su area de trabajo, es necesario investigar los distintos métodos
gue existen para hacer estas evaluaciones y asi cualquier empresa de cualquier giro pueda
hacer este andlisis respecto a sus necesidades. Asi como poder llegar a estandarizar una
norma.

VIl. RECONOCIMIENTOS (O AGRADECIMIENTOS)

Agradezco al Instituto Tecnolégico Superior de Purisima del Rincén y al profesor
Guillermo Rodriguez Garcia por brindarme la oportunidad de formar parte del verano de la
ciencia para poder ser parte de este proyecto y por la dedicacion que ha tenido para explicar
y darnos a entender el propédsito del proyecto, ademas de que me llevo muchos
conocimientos.
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Resumen — La obesidad es un problema importante de salud a nivel mundial que aumenta de forma
significativa. Existen diversos factores que aportan al desarrollo de la obesidad, entre estos se
encuentran los compuestos obeségenos. Los disruptores endocrinos son sustancia que alteran la
funcién y equilibrio hormonal, algunos de estos; como BPA y BuP, han demostrado tener capacidad
obesogénica y una relacion con la adipogénesis. Sin embargo, pocos estudios han explorado el efecto
de dosis bajas de BPA y BuP durante la etapa de proliferacion celular. Se evaluaron los niveles de
expresion de C/EBPa en células 3T3-L1 tratadas con BPA 'y BuP de manera individual, sin embargo,
los resultados obtenidos no son relevantes para demostrar el efecto obesogénico en las condiciones
tratadas.

Palabras clave — Disruptor endocrino, Obesidad, gen C/EBPa, Bisfenol A, Butilparabeno.

Abstract — Obesity is a major health problem worldwide that is increasing significantly. There are
several factors that contribute to the development of obesity, among these are obesogenic
compounds. Endocrine disruptors are substances that alter hormonal function and balance, some of
these; such as BPA and BuP, have been shown to have obesogenic capacity and a relationship with
adipogenesis. However, few studies have explored the effect of low doses of BPA and BuP during
the cell proliferation stage. The expression levels of C/EBPa in 3T3-L1 cells treated with BPA and
BuP were evaluated individually, however, the results obtained are not relevant to demonstrate the
obesogenic effect in the treated conditions.

Key words — Endocrine disruptor, Obesity, C/EBPa gene, Bisphenol A, Butylparaben.

I. INTRODUCCION

La obesidad es definida como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede
ser perjudicial para la salud [1]. Actualmente, es un problema de salud a nivel mundial que
ha aumentado notablemente desde hace algunas décadas y del cual se espera que, para
el afio 2030, afecte a una de cada cinco mujeres y a uno de cada siete hombres [2,3]. La
principal causa de la obesidad es un desequilibrio energético entre las calorias que se
consumen y las que se gastan [1]. Sin embargo, existen otros factores ambientales,
genéticos y quimicos relacionados con este problema [4, 5]. Uno de los factores de interés
para este trabajo consiste en los compuestos quimicos, a los que el ser humano esta
expuesto cotidianamente, que promueven y regulan de forma inapropiada la acumulacién
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de lipidos y la adipogénesis, lo que da paso al desarrollo de la obesidad; a estos
compuestos se les conoce como obesdgenos [6, 7].

Los disruptores endocrinos (EDC por sus siglas en inglés) son sustancias quimicas
exdgenas que tienen la capacidad de alterar la accién y equilibrio hormonal [5, 8]. Muchos
de ellos podrian actuar como obeségenos [9]. Este tipo de EDC interfieren con los
reguladores transcripcionales de procesos celulares como el flujo de lipidos, la
adipogénesis y la proliferacién de adipocitos, lo que resulta en un aumento de la cantidad y
el tamafio de los adipocitos [5].

Durante el proceso de adipogénesis, los pre-adipocitos requieren de factores de
transcripcién importantes y necesarios para su diferenciacion hacia adipocitos maduros.
Dichos reguladores de la transcripcién incluyen al receptor y activado por el proliferador de
peroxisomas (PPARYy) junto con otras familias de factores de transcripcién como las
proteinas de union al potenciador CCAAT (C/EBP), entre otros. [10, 11]

Il. MARCO TEORICO

Existe una gran cantidad de EDC con capacidad obesogénica que estan presentes en
diversos productos de consumo cotidiano. El bisfenol A (BPA) es utilizado en la produccion
de plasticos de policarbonato y resinas epoxi [5, 6]. Los parabenos, como el butilparabeno
(BuP) se utilizan en productos de cuidado personal, alimentos, farmacéuticos, etc. [12, 13].

EIBPAy BuP han demostrado tener un efecto obesogénico al ser administrados en diversas
etapas de la adipogénesis en diversos modelos experimentales [5, 6, 12-15]; sin embargo,
pocos estudios han explorado el efecto de la exposicién a dosis bajas de BPA y BuP durante
la etapa de proliferacion celular, previo a la diferenciacion adipogénica. En la presente
investigacion se determinara el efecto del tratamiento con concentraciones bajas de BPA'y
BuP durante la etapa de proliferacion celular de células 3T3-L1, en el nivel de expresion
génica de C/EBPa.

ll. MATERIALES Y METODO
A. Disefio experimental

Fibroblastos 3T3-L1 fueron tratados con los disruptores endocrinos BPA (0.1, 1y 10 nM) y
BuP (1, 10 y 50 pM) durante la etapa de proliferaciéon celular, como se describe en
Guerrero., et al. [16]. En cada experimento se incluyeron grupos controles: basal (Ba) y
células sin tratamiento de EDC. Posteriormente se extrajo el RNA total y se sintetizo el
cDNA empleando el kit Script cDNA Synthesis (Jenna Bioscience™).

B. gPCR

Parala qPCR se utilizé el kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). En cada
uno de los procedimientos se prepard un “mix” que contenia todos los componentes
necesarios: Sybr Green, oligonucleétidos y H2O libre de ARNasas. Por reaccion de PCR se
tomaron 9 pL del mix para cada uno de los 8 tubos PCR y se afiadié 1 uL de cDNA. La
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gPCR se llevé a cabo en un termociclador Applied Biosystems StepOneTM Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). Para la amplificacion del gen realiz6 en 40 ciclos (Programa
de PCR: Desnaturalizacion 95°C, 75s; Alineacion 62°C, 45s; Extension 72°C, 30s).

C. Electroforesis en gel de agarosa

Para evaluar la integridad de los productos de qPCR se realizaron electroforesis de los
productos de amplificacién obtenidos. Para la preparacion del gel, se peso la cantidad
necesaria de agarosa y se disolvié en TBE 1X. Posteriormente la mezcla se vacié en un
molde donde se dejo hasta solidificar. Una vez que el gel solidifico, se colocé en la camara
de electroforesis que contenia el buffer de corrida (Buffer TBE 1X). A continuacién, se
cargaron cuidadosamente los pocillos con las muestras mediante el uso de una micropipeta.
Finalmente, se llevd a cabo el proceso de electroforesis por alrededor de 10 minutos en una
camara de electroforesis “The blueGel™ electrophoresis system (Minipcr®)”.

IV. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
A. C/EBPa — BPA

En la Figura 1 se muestra el resultado del andlisis de los productos de amplificacion de
C/EBPa de células tratadas con distintas concentraciones de BPA. Se observaron bandas
especificas para las muestras basales (Ba), 0.1 nM, 1 nM y 10 nM, a excepciéon del
duplicado de 10 nM, debido a una falla en el termociclador. De acuerdo a los resultados de
una PCR in silico [17], el producto esperado (C/EBPa) deberia tener un peso de 195 pb.
Las bandas observadas se encuentran por debajo de la segunda linea caracteristica del
marcador molecular (50 pb DNA ladder) la cual tiene un peso de 350 pb, estos resultados
indican que el producto resultante corresponde aproximadamente a los 195 pb esperados.
En la parte inferior de la Figura 1 se observan barridos para las muestras de vehiculo (Ve)
y los controles negativos (H2O (-)), para ello, se realizé una serie de pruebas para encontrar
algin contaminante en los componentes de la qPCR; sin embargo, no hubo resultados
distintos a pesar de utilizar nuevos componentes para todo el proceso, por lo tanto,
concluimos que los barridos podrian tratarse de dimeros formados por usar una posible alta
concentracion de primers.

La Figura 2 muestra que el nivel de expresién de C/EBPa en células tratadas con BPA a
diferentes concentraciones es mayor a las muestras basales.

A B

2500 pb —
800 b — [§

350 pb— , o by

Figura 1. Amplicones del gen C/EBPa obtenidos en la qPCR. Se muestran carril: A. 1. Marcador de
peso molecular 50 pb, 2-3. Grupo basal, 4-5. Grupo 0.1 nM BPA, 6-7. Grupo 1 nM BPA y 8-9. Grupo
10 nM BPA. B. 1. Marcador de peso molecular 50 pb, 2-3. Grupo vehiculo, 4-6. Grupo control (H20).
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Figura 2. Nivel de expresion de C/EBPa en presencia de BPA. Los niveles de expresion de C/EBPa
fueron analizados por qPCR empleando como gen enddgeno a B-actina. Los valores muestran
medias + DE (n=2). **** P<0.0001, **P<0.01.

B. C/EBPa — BuP

En la Figura 3 se muestra el resultado de la evaluacién de la integridad de los productos de
gPCR para la amplificacion de C/EBPa en células tratadas con BuP en concentraciones 1,
10 y 50 uM. En la Figura 3 se observaron bandas especificas para las muestras basal (Ba),
1 uM, 10 uM y 50 uM, a excepcién del duplicado de 50 uM, debido a una falla en el
termociclador. Las bandas observadas en este caso también se encuentran por debajo de
los 350 pb, por lo que el producto resultante corresponde aproximadamente a los 195 pb
esperados. En la parte inferior se observan barridos para las muestras de vehiculo (Ve) y
los controles negativos (H20 (-)), como en el caso anterior debido a la misma causa.

En la Figura 4 se observa que el nivel de expresion de C/EBPa en células tratadas con BuP
indican una expresion mayor en las concentraciones menores que en las muestras basales,
mientras que a la mayor concentracion se muestra una inhibicién de C/EBPa.

2500 pb — 2500 pb —
800 pb — 800 pb—
350 pb— 350 pb—

Figura 3. Amplicones del gen C/EBPa obtenidos en la qPCR. Se muestran carril: A. 1. Marcador de
peso molecular 50 pb, 2-3. Grupo basal, 4-5. Grupo 1 uM BuP, 6-7. Grupo 10 uyM BuP y 8-9. Grupo
50 uM BuP. B. 1. Marcador de peso molecular 50 pb, 2-4. Grupo control (H20), 5-6. Grupo vehiculo.
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Figura 4. Nivel de expresion de C/EBPa en presencia de BuP. Los niveles de expresién de C/EBPa
fueron analizados por qPCR empleando como gen enddgeno a B-actina. Los valores muestran
medias + DE (n=2). *** P<0.001, *P<0.05.

Los resultados obtenidos en este estudio son relevantes para demostrar el efecto
obesogénico de los factores de transcripcion utilizados, ya que, se encontré que la
expresion génica de C/EBPa aumento en células 3T3-L1 tratadas con BPA y BuP (de forma
individual) a diferentes concentraciones en comparacion con las células que no recibieron
un tratamiento con EDC. Existe evidencia de que el tratamiento de células con cdocteles de
EDC que contienen BPA y BuP a las concentraciones evaluadas en este estudio, aumentan
la expresion génica de C/EBPa y PPARYy [16], por lo que, el tratamiento individual podria
contribuir al aumento de la expresion C/EBPa observado previamente. Los EDC son
considerados como sustancias “camalednicas” [8], ya que estos pueden tener un
mecanismo de accion distinto de acuerdo a las dosis en el que se encuentre, nuestros
resultados también pudieron verse afectados por las concentraciones seleccionadas, ya
gue BuP indujo un efecto dual en dependencia de la dosis. Por lo que el efecto de los EDC
también podria variar de acuerdo al momento especifico de desarrollo en el que las células
son expuestas a dichos EDC [8].

Nuestros resultados muestran que es importante realizar estudios para profundizar en el
efecto obesogénico de los disruptores endocrinos durante la proliferacion celular, para que
exista mas evidencia cientifica que sustente este efecto negativo de los EDC y la comunidad
cientifica, asi como la industrial, comience a buscar estrategias de innovacion que puedan
sustituir o reducir el uso de estos compuestos y de alguna forma aportar a la prevencién de
la obesidad que sigue siendo un importante problema a nivel mundial.
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V. CONCLUSIONES

El tratamiento con distintas concentraciones de BPA y BuP regula la expresion del gen
C/EBPa en células 3T3-L1.
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