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RESUMEN

Diversos plaguicidas estan relacionados a la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
cuyo exceso lleva a una condicidén conocida como estrés oxidativo, que ha sido asociada a
enfermedades cronico-degenerativas. Este estudio se realizé con C. elegans de la cepa N2 WT
(silvestre) del tipo Bristol de edad sincronizada, cultivados en placas de agar NGM y alimentados
con E. coli OP50-1. Primero, se realizé un ensayo de sobrevivencia de adultos al plaguicida y al
antioxidante, donde se expusieron grupos a diferentes concentraciones de Toxafeno (TXP) y otros
grupos a diversas concentraciones de Diferuloilmetano (DFM), se observd la sobrevivencia a
distintas horas hasta las 24 horas, para obtener las dosis de trabajo que permitieran la presencia
de nematodos vivos durante mas tiempo y asi observar los efectos crénicos. Después, se eligio
trabajar con 10 pyg/ml de TXP y 100 uM de DFM en nematodos sincronizados en etapa larvaria 1
(L1). Los cuales fueron organizados en tres grupos: control, TXP y TXP+DFM, todos fueron
expuestos en placas de agar NGM a dichos compuestos hasta la adultez (3 dias a 20° C). Se
visualizaron en microscopio digital a 20X y 40X.

Se obtuvo el porcentaje de animales afectados por grupo. Estos resultados mostraron que los
nematodos adultos expuestos a TXP no desarrollaron vulva o ésta fue defectuosa, este efecto no
se observo en el control o TXP+DFM, esto sugiere que el efecto de TXP en el desarrollo de la
vulva fue revertido por el antioxidante Diferuloilmetano, lo que nos indica que el dafio fue por estrés
oxidativo. El efecto del TXP sobre la vulva, indicaria una posible intervenciéon de este compuesto
sobre la via de sefalizacion del factor de crecimiento epidérmico (EGF), que esta implicado en el
desarrollo vulvar.

INTRODUCCION

El aumento en los niveles de radicales libres, en especial de las especies reactivas de oxigeno
(ERO) y la produccion de las ERO, aunque es un atributo de la vida aerébica normal, también son
causadas por contaminantes del medio ambiente, y es caracteristico del estrés oxidativo, donde
hay una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias o factores prooxidantes y los
mecanismos antioxidantes, por un déficit de estas defensas o por un aumento exagerado de la
produccion de especies reactivas del oxigeno [1], lo cual induce dafio a moléculas biolégicas como
lipidos, proteinas y acidos nucleicos [2]. Consecuentemente, el estrés oxidativo se ha asociado a
toda una serie de patologias crénicas que inician de manera solapada, invalidantes y
extremadamente costosas.

En este sentido, se ha sugerido que algunos agentes téxicos puedan inducir el desarrollo de
enfermedades crénico-degenerativas mediante un mecanismo que involucraria la induccién de
estrés oxidativo. Se han hecho varios estudios epidemiolégicos que relacionan la exposicion a
plaguicidas como factor de riesgo para desarrollar enfermedades cronico-degenerativas [3, 4].
Estudios relacionados con el estrés oxidativo se han realizado en organismos modelo, como el
nematodo Caenorhabditis elegans [5]. Este animal ha mostrado ser un modelo econémico y de
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facil mantenimiento y manejo [6] en el laboratorio, posee mecanismos celulares y moleculares
analogos al del ser humano, y ofrece una vision integrada de la respuesta a diversos tipos de
estrés oxidativo, que puede llevar al disefio de estrategias terapéuticas mas especificas; asi como
a sefialar la importancia de la regulacion de compuestos oxidantes capaces de superar los
mecanismos de defensa del organismo.

MARCO TEORICO

Se sabe que un numero considerable de plaguicidas han sido relacionados con la produccion de
especies reactivas de oxigeno [7]. Los plaguicidas se han clasificado segun su uso (insecticidas,
fungicidas, herbicidas, etc.) o de acuerdo con la familia quimica (organoclorados,
organofosforados, etc.).

Existe evidencia epidemiolégica que relaciona la exposicidn ocupacional a plaguicidas con la
incidencia de enfermedades crénicas como el cancer [8] y diversas alteraciones relacionadas al
riesgo genotipico de estos compuestos [9]. Particularmente se ha reportado que la exposicién a
plaguicidas organoclorados esta correlacionado con la disrupciéon endocrina [10], disfunciones
reproductivas e inmunes [11] y cancer [12, 13]. Los enlaces cloro-carbono confieren a estos
compuestos dos caracteristicas muy importantes, en primer lugar, son compuestos considerados
altamente persistentes, ya que el enlace entre el carbono y el halégeno son muy estables,
confiriéndole a la molécula un tiempo de degradacién de varios afos [14], también son
hidrofébicos, por lo que tienden a acumularse en el tejido adiposo [15]. En este caso, la exposicion
en humanos ocurre principalmente por la ingestion de alimentos contaminados, inhalacion,
absorcioén a través de la piel y frecuentemente durante la operacién de control de pestes tanto en el
hogar como en areas turisticas.

Ahora bien, existen numerosos reportes con relacion a que los plaguicidas organoclorados inducen
la produccién de especies reactivas de oxigeno [12, 13, 16]. Este aumento en las ERO se ha
relacionado con citotoxicidad en lineas celulares, y en tejido hepatico, epidérmico y nervioso [17] y
genotoxicidad con posible asociacidén a procesos carcinogénicos [13, 17].

En este caso en particular del plaguicida toxafeno (TXP), que es una mezcla de compuestos
organoclorado diferentes derivada de la esencia de terbentina, de acuerdo con la Agencia para
Sustancias Toéxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR, por sus siglas en inglés) de Estados
Unidos, produce dafo en el sistema nervioso, higado y riflones, y aunque no se ha demostrado
que produzca cancer en humanos, se le ha considerado que sea razonable predecir que sea
carcinogénico, basado en experimentos realizados en modelos animales [18]. Hasta donde
tenemos conocimiento, no existen reportes donde se establezca que el dafio inducido por el TXP
sea mediado por la produccion de ERO, aunque es razonable suponer esta posibilidad, toda vez
que existe evidencia de que pesticidas con los que comparte constitucidon quimica, particularmente
el Endosulfan (otro derivado de la esencia de terbentina), al ser compuestos organoclorados se
acumulan en el cuerpo y realzan la producciéon de ERO [13, 16].

Por otro lado, la evaluacion de los efectos toxicos de los contaminantes ambientales puede ser
estudiada in vivo. El nematodo Caenorhabditis elegans se ha convertido en un buen modelo animal
en la investigacion de farmacologia y toxicologia, debido a su capacidad para recrear algunas
condiciones patolégicas humanas a nivel molecular y celular, ya que la mayor parte de las rutas de
sefalizacion estan altamente conservadas en los nematodos y mamiferos [19]. Este es un
nematodo que habita en los suelos de diversas regiones del mundo, ya que sus requerimientos de
sobrevivencia son minimos, como el oxigeno, ambiente hiumedo y bacterias para alimentarse. Mide
1 mm de longitud y se pueden encontrar machos y hermafroditas [20]. Su cuticula es transparente,
lo que facilita su observacién en el laboratorio. Consecuentemente para determinar el posible dafno
oxidativo que provoca este pesticida organoclorado expusimos al nematodo desde su etapa
larvaria hasta la edad adulta.

Por otro lado, se ha estudiado el efecto de diversos compuestos con capacidad de combatir a los
radicales que generan los procesos oxidativo. Un grupo importante de antioxidantes naturales es el
grupo de los polifenoles, que como su nombre lo indica, son un grupo de compuestos naturales
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con estructuras de fenol [21]. Entre ellos encontramos al diferuloilmetano (DFM). Se han estudiado
las propiedades antioxidantes del DFM y se ha encontrado que ha sido capaz de penetrar en el
medio polar interior de las células para protegerlos contra efectos téxicos provocados por especies
reactivas de oxigeno, ya que su estructura tiene la capacidad de conjugar electrones entre dos
anillos de fenilo [22]. En este sentido, probamos si este dafio inducido por el TXP es prevenido por
el antioxidante diferuloilmetano.

METODOLOGIA

Se utilizaron con nematodos C. elegans de la cepa N2 WT (silvestre) del tipo Bistrol obtenida del
Caenorhabditis Genetics Center (CGC, Minneapolis, MN, EUA). Los animales fueron cultivados en
placas de Agar-NGM en condiciones estandar a 20 °C y alimentados con la cepa OP50-1 de E.
coli de acuerdo con los procedimientos estandar [20]. Para transferir los animales se utilizd el buffer
M9 [20]. Como agente oxidante se utilizé TXP y como antioxidante el diferuloilmetano.

Curvas de sobrevivencia. Se realizaron para TXP y DFM con el fin de encontrar la dosis mas
adecuada para observar los efectos cronicos de ambos compuestos. Se utilizaron nematodos
adultos en medio M9 en placa de 24 pocillos, con una n=40 nematodos aproximadamente para
cada concentracion. En el caso del DFM se observé la sobrevivencia cada hora las primeras 5
horas y a las 24 utilizando para diferentes concentraciones (0.1, 1, 10, 100 y 1000 puM). La
sobrevivencia al TXP fue cuantificada cada dia por 5 dias empleando concentraciones de 100 y
500 pg/mL y en otro ensayo cada hora por 5 horas con las concentraciones 0.01, 0.1, 1 y 10
pg/mL. El porcentaje de sobrevivencia se realizé mediante la cuantificacion de animales vivos con
la deteccion de movimiento voluntario en respuesta al toque con un alambre de platino estéril. Con
los resultados se realizaron las graficas en el software SigmaPlot 11.0.

Ensayo de exposicion. Nematodos en etapa L1, previamente sincronizados, se organizaron en
tres grupos: Grupo control, nematodos transferidos placas de Agar NGM; Grupo TXP, nematodos
trasladados a placas de Agar NGM con TXP (10 pg/mL); y Grupo TXP/DFM, nematodos cultivados
en placas de Agar NGM con TXP (10 ug/mL) y DFM (100 pM). Todas estas placas fueron
sembradas con E. coli OP50-1 e incubados por 3 dias a 20°C. Después fueron montados en
almohadillas de agarosa al 2% con azida de sodio 40 mM para inmovilizarlos, y se visualizaron
utilizando un microscopio digital a 20X y 40X aumento.

Andlisis estadistico. Todos los analisis estadisticos fueron realizados usando el software
SigmaPlot 11.0. Los datos resultantes fueron presentados como media * error estandar (ES) y las
diferencias entre grupos fueron estimados con una ANOVA de una via. La prueba post-hoc de
Tukey se utilizé para controlar comparaciones multiples. Se consideré una P < 0.05 para indicar
una diferencia estadisticamente significativa entre grupos.

RESULTADOS

Ensayos de sobrevivencia

A partir de los resultados de la grafica de sobrevivencia al antioxidante DFM se establecid la
concentracién de 100 uM como la concentracion de DFM mas conveniente para trabajar, porque
fue la dosis en la que se observé la mayor sobrevivencia que mantuvo por mayor tiempo de
exposicion. Por su parte, la grafica de sobrevivencia de Kaplan-Meier de los nematodos expuestos
a TXP muestra que concentraciones desde 100 ug/mL y superiores inducian la muerte del mas del
50% de la poblacion de C. elegans a los 5 dias, y provocan la entrada a la etapa alternativa de
Diapausa (Dauer) de resistencia al estrés, sin permitir que los sobrevivientes llegaran a la edad
adulta. Por lo anterior se decidi6 realizar otro ensayo de sobrevivencia en horas donde se encontré
que concentraciones de 0.01, 0.1, 1 y 10 yg/mL mostraron tasas de sobrevivencia de alrededor del
80% por lo que consideramos una la concentracién de 10 ug/mL adecuada para los experimentos
posteriores
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Ensayo de exposicion

Los animales expuestos a TXP mostraron un desarrollo deficiente o nulo de la vulva en la edad
adulta en el 66.66% de los nematodos expuestos al plaguicida. Este efecto no fue observado en
los animales control o en los animales expuestos a TXP+DFM.

CONCLUSIONES

La exposicién al compuesto organoclorado indujo efectos téxicos: agudos y crénicos sobre el
organismo modelo C. elegans, dependiendo de la dosis aplicada y el tiempo de aplicacion.
Concentraciones arriba de 100 ug/mL provocaron la muerte del 60% de los individuos adultos y la
entrada en la etapa alternativa de desarrollo de los nematodos en estado larvario, probablemente
por la disfuncion mitocondrial producto del aumento de la produccién de especies reactivas de
oxigeno. Dosis bajas de Toxafeno provocaron un desarrollo deficiente o nulo de la vulva en el
nematodo.

Asimismo, el diferuloilmetano previno el efecto de la exposicion crénica de Toxafeno a través de un
proceso de barrido de radicales libres, condicion que confirma que el mecanismo de accién del
efecto del toxafeno observado en este trabajo involucra dafio inducido por estrés oxidativo,
probablemente sobre la via de sefializacion del factor de crecimiento epidérmico (EGF), que esta
implicado en el desarrollo vulvar.
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RESUMEN

Las alteraciones en el crecimiento postnatal se han asociado con resistencia a la insulina, aumento
de adiposidad y enfermedades metabdlicas durante la vida adulta. El sistema IGF (Insulin-like
growth factors) participa de manera sustancial en el crecimiento postnatal. Sin embargo, pocos son
los estudios enfocados a identificar polimorfismos de un solo nucléotido (SNP) en este sistema. El
objetivo de este estudio es analizar la frecuencia del SNP rs4966035 del gen IGF1R y evaluar su
asociacion con el crecimiento postnatal temprano en poblaciéon del Bajio. Se realizé6 un estudio
transversal observacional en una cohorte de 77 infantes de 9-12 meses de edad nacidos a término
de embarazos sanos. Se tomaron datos clinicos y somatométricos, se midieron variables
antropométricas y se genotipifico el rs4966035 por RFLPs en DNA de células bucales. La variante
rs4966035 se encontr6 con una frecuencia genotipica de GG (28.57%), AG (50.65%) y AA
(20.78%) y una frecuencia alélica de G (53.9%) y A (46.1%). Los infantes con el genotipo AA
presentaron menor crecimiento ponderal a los 5-7 meses de edad comparados los que presentaron
genotipo AG+GG. Estos resultados preliminares sugieren que en el gen IGF1R, el alelo de riesgo A
del rs4966035, podria modificar el funcionamiento de IGF1R e influir en el crecimiento postnatal
temprano. Este efecto no se observa en los infantes a los 8-12 meses de edad, posiblemente por
interaccion con otros factores como la introduccion de la alimentacion sélida.

INTRODUCCION

El crecimiento es un proceso natural que puede estar influenciado por diversos procesos y factores
como los derivados de la nutricién, genéticos, neuronales y hormonales, hasta ahora no se ha
podido precisar en qué proporcion actua cada uno por lo que se establece que el crecimiento y
desarrollo es resultado de un determinado genotipo dentro de una serie de ambientes. Se sabe
que los genes que regulan la velocidad del crecimiento actuan de forma independiente a los que
regulan las cifras finales alcanzadas [1].

El crecimiento durante el periodo de desarrollo es de vital importancia ya que el estado de salud en
la vida adulta puede estar influenciado directamente por factores que alteren el crecimiento y
desarrollo durante esta etapa [2]. Un aumento de la velocidad en la trayectoria del crecimiento a
partir de la etapa postnatal influye no solo en factores de riesgo para padecer enfermedades
metabdlicas, niveles elevados de insulina, indice HOMA (HOMA-IR, Homeostatic Model Assesment
of Insulin Resistance) [3] y niveles de triglicéridos [4], también tiene influencia sobre la talla corporal
y la composicién corporal [5]. Una ganancia excesiva de peso durante los primeros afos de vida se
ha asociado con mayor riesgo de padecer sobrepeso y obesidad en la etapa adulta [6] [5] [7] [8]-
Junto con un riesgo incrementado para padecer sobrepeso y obesidad aumenta el riesgo para
presentar enfermedades cardiovasculares que incluyen inflamacion sistémica e hipertensién [9] [4]

(3]
Para controlar esta velocidad de crecimiento, entre los factores endécrinos de regulacion mas

importantes se encuentran los IGFs (Factores de crecimiento similares a la insulina, por sus siglas
en inglés Insulin like growth factors), los cuales son un conjunto de proteinas que antagonizan las
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acciones anabdlicas de GH (Hormona del crecimiento, por sus siglas en inglés Growth Hormone)
ya que son capaces de actuar de forma contraria a la gluconeogénesis y lipolisis estimulada por
GH [10], llevan a cabo una accién anabdlica y mitogénica [11] y se consideran como miembros de
un sistema complejo de sefializacién para promover el crecimiento [12]. Aunque el higado es la
fuente de produccion principal de IGF-I, los IGFs se producen en cada tejido del organismo lo que
le confiere un efecto tanto endocrino como autdcrino/paracrino. Es ésta Ultima funcioén la que regula
en mayor parte el crecimiento. Sin embargo, ambas funciones son importantes para la regulaciéon
correcta del crecimiento somatico y del desarrollo [13]. El receptor de IGF-1, llamado IGF1R (Por
sus siglas en inglés, Insulin like growth factor 1 receptor) se encuentra en diversos tipos celulares y
tejidos. Durante la etapa postnatal, la mayoria de las acciones de la GH sobre el crecimiento son
reguladas por IGF-l y sus niveles se correlacionan de manera positiva con la ganancia de peso
durante esta etapa [11].

Los genes que codifican para IGF-l y su receptor (IGF1R) son candidatos importantes para
relacionarse con el peso al nacimiento y el crecimiento durante los comienzos de la etapa postnatal
[14]. Por esta razon, la atencién se ha centrado en polimorfismos de las regiones promotoras de
genes relacionados con IGF el estudio funcional de promotores de genes que estan involucrados
dentro de las vias de senalizacion, en busca de nuevos elementos de regulacion que puedan
alterar la expresién de estos genes [15].

Sin embargo, solo algunas mutaciones se han descrito para IGF1R. Dentro de los casos
estudiados, una deficiencia en crecimiento seguida de una rapida ganancia de peso ha sido la
caracteristica central de los pacientes que presentan este tipo de alteraciones [22]. Desde la
década pasada se han descrito distintos tipos de mutaciones sobre el gen que codifica a IGF1R
como causas de un retardo en el crecimiento pre y postnatal debido a una disminucién en la
sensibilidad de IGF-I [16]. Individuos que presentan un numero de copias reducido o aumentado de
este receptor muestran un crecimiento postnatal reducido o aumentado respectivamente, por lo
que el numero de copias de IGF1R puede tener influencia sobre el crecimiento en humanos [17].
Ademas, placentas de nifios que nacieron con peso bajo para edad gestacional (SGA, por sus
siglas en inglés Small for Gestational Age) presentan una menor expresion de IGF1R comparados
con la expresion en placenta de nifios con un peso adecuado para edad gestacional (AGA, por sus
siglas en inglés Adequate for Gestational Age) con una consecuente disminucion de PDK1
fosforilada, lo cual podria afectar el crecimiento y la funcién placentarios [18].

En un estudio realizado por Graaff y cols. Se estudiaron 225 SNPs (Por sus siglas en inglés Single
Nucleotide Polimorphism) en 10 genes involucrados con el crecimiento y el metabolismo de la
glucosa (GH1, GHR, IGF1, IGF1R, STAT5A, STAT5B, MAPK1, MAPK3, PPAR e INS) en 1437
nifos europeos, de los cuales 345 pacientes nacieron pequefios para edad gestacional y
mantuvieron una estatura corta, 288 quienes mostraron crecimiento compensatorio, 410 con
estatura corta idiopatica y 394 controles. Dentro de los SNPs estudiados, rs4966035 mostr6 que su
alelo menor A fue significativamente mas prevalente entre los SGA, ademas de estar asociado a
talla baja y peso al nacimiento, independientemente de la edad gestacional [19].

Este polimorfismo (rs4966035), se encuentra localizado dentro del gen que codifica para IGF1R en
el cromosoma 15, dentro del brazo largo en la region 2, banda 6, sub banda 3 (q26.3) en la regién
98.886.233. Se trata de una variante intronica cuyo alelo ancestral es A. Hasta el momento no se
conoce qué funcién molecular desempefia para explicar su relaciéon con el peso y talla baja al
nacimiento. De acuerdo a la base de datos de HAPMAP MEX, la frecuencia del alelo A en
poblacién mexicana es de 0.44999999.

Dado a su frecuencia alélica en poblacién mexicana y a su asociacién con el crecimiento postnatal
temprano en otros grupos de poblaciones, es importante conocer si existe una asociacién con el
comportamiento del crecimiento en nuestra poblacion e identificar factores genéticos que
contribuyan al desarrollo de enfermedades metabdlicas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Se realiz6 un estudio con enfoque cuantitativo, no experimental transversal aprobado previamente
por el Comité Institucional de Bioética en la Investigacion de la Universidad de Guanajuato
(CIBIUG-P-24-2015). Se incluyeron un total de 77 infantes de padres originarios de la ciudad de
Ledn, Gto. Dentro de los criterios de inclusién se consideré el rango de edad de 9 a 13 meses,
datos de somatometria completa del nacimiento, nacidos a término, productos de embarazos
sanos y sin complicaciones. Se excluyeron aquellos infantes con registro de enfermedades
crénicas o enddcrinas, anormalidades genéticas o cromosoémicas, sindromes dismorficos,
enfermedades psiquiatricas o neurodegenerativas en ellos o en los padres, adoptados, o sin el
consentimiento informado. Se obtuvieron datos del nacimiento como peso, talla, perimetro cefalico
y edad gestacional de la cartilla nacional de salud y se registraron en la hoja correspondiente de
captura de datos. Se utilizd una bascula pediatrica electrénica calibrada marca seca® y un
infantdmetro de la misma marca para establecer peso y talla. Se realizé la técnica de plicometria
tomando medidas de los pliegues subescapular, suprailiaco, bicipital y tricipital, utilizando un
plicometro marca Harpenden®. Los resultados antropométricos se transformaron a Z-score y
percentilas utilizando las tablas de referencia de la OMS ajustadas por edad mediante el programa
WHO Anthro.

La toma de la muestra se realizé por medio de un raspado bucal con un citobrush y la extraccion
de material genético fue realizado utilizando Cell Lysis Solution (10mM Tris-HCI pH 8.0, 25 mM
EDTA, 0.5% SDS) y proteinasa K (10 uL). Se verificé su integridad por medio de electroforesis en
un gel de agarosa al 1%. Para la genotipificacion de IGF1R se utilizé la técnica PCR-RFLP donde
se utilizd la secuencia de primers para IGF1R en Fwd 5 CTTGTGAAGAGGTTGAGTCTCCT 3’y
en Rev 5 TCCCACATCCACCACTAAAAGG 3’ de la marca Integrated DNA Technologies IDT®
con una temperatura de alineacion a 67°. El fragmento amplificado fue de 598 pares de bases
(FIG. 1). La restriccion se realizé con la enzima Taq | (TthHB8 1) marca invitrogen® siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Para finalizar, se verificd la reaccion de digestion por medio de
electroforesis a 80 volts en un gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio (FIG. 2).

Para el analisis estadistico se utilizo la prueba de X? para calcular el equilibrio de Hardy-Weinberg y
para la frecuencia de los genotipos entre los grupos. Se tomé como variable dependiente el peso al
nacimiento y el crecimiento postnatal y como variable independiente el polimorfismo y se
compararon las diferencias entre los genotipos por medio de la prueba de analisis de varianza
(ANOVA) y t de student.

Gel de agarosa al 2% 80V por 40 min
M= Marcador
P= Muestra bebé& bucal
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FIG.1. Muestra representativa de un gel de agarosa al 2% mostrando el patron de PCR en donde
el producto amplificado es de 598 pares de bases. Las letras indican el marcador de pares de
bases (M), muestras (P3, P4, P5, P6, P7, P8 y P9)

=
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-— e - - - —
A
NG NG AG ANA AA GIG
100pb

FIG. 2. Muestra representativa del patron de restriccion. Las letras indican el genotipo homocigoto
para el alelo AA, homocigoto para el alelo GG o heterocigoto AG correspondiente a la
genotipificacion del polimorfismo.

RESULTADOS

El crecimiento postnatal temprano se evalué conforme a las diferencias observadas entre el z-
score al nacimiento comparados a los 5-7 meses y a los 8-13 meses de edad. La variante
rs4966035 se encontré en equilibrio Hardy-Weinberg (p>0.05), con una frecuencia genotipica de
GG (28.57%), AG (50.65%) y AA (20.78%) y una frecuencia alélica de G (53.9%) y A (46.1%)
(Tabla 1). No se observaron diferencias en peso al nacimiento o peso para la edad a los 5-7 ni a
los 8-13 meses entre los genotipos. Sin embargo, los infantes con genotipo AA presentaron menor
crecimiento ponderal a los 5-7 meses de edad comparados a los que presentaron genotipo
AG+GG (Modelo recesivo) (FIG. 3). Este efecto no se observé en el crecimiento ponderal a los 8-
12 meses.

En la tabla 2 se observan las caracteristicas clinicas de acuerdo a su genotipo. En la tabla 3 se
observan los genotipos de acuerdo al grupo de peso para edad gestacional.

Genotipo
AA AG GG
Observados 14 26 17
Esperados 1279 2842 1579
Frecuencia H-W -22 44% 49 86% 27 10%
Frecuencia Alélica A= 54 (47 37%) G=60 (52 63%) P=0 5201

TABLA 1. Se observa el equilibrio Hardy-Weinberg con sus frecuencias genotipicas
correspondientes y las frecuencias alélicas.
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AA AG GG
Masculino 8 17 8
Femenino 8 22 14
Parto/Cesarea 8/8 27/12 14/8
Edad gestacional 38.6250 + 1.31022 38.6282 + 1.54629 38.9545 + 1.25270
Peso al nacimiento 3.2166 + 0.45309 3.0959 + 0.33904 3.1609 + 0.46984

Talla al nacimiento

50.6154 + 2.32875

49.3793 + 4.83598

49. 9474 + 3.09971

Creci
mient
o
postna
tal 5-7
meses
Z-
score

AA

AG +

Fig. 3. Infantes con genotipo AA presentaron menor crecimiento ponderal a los 5-7 meses de edad
comparados a los que presentaron genotipo AG+GG (p=0.0495).
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Peso para la edad al nacimiento
(Z-score)

-0. 1906 + 1.01935

-0. 4960 + 0.76186

-0. 5068 £ 0.72832

Crecimiento postnatal 5-7 meses
(Z-score)

0.506 + 1.05123

-0. 1797 + 0.90721

-0. 2500 £ 0.92376

Diferencia en el crecimiento
postnatal 5-7 meses (Z-score)

-0. 0125 + 1.08015

0.3308 £ 0.85247

0.5436 + 1.18164

TABLA 2. Caracteristicas clinicas de acuerdo al genotipo.

SGA AGA LGA TOTAL
GG 2 18 2 22
AA 1 10 5 16
AG 4 32 3 39
TOTAL 7 60 10 77

CONCLUSIONES.

Estos resultados preliminares sugieren que variaciones genéticas en el gen IGF1R en particular el
alelo de riesgo A del SNP rs4966035, podrian modificar el funcionamiento del receptor IGF1R y por
ende influir en el crecimiento postnatal temprano de los infantes sanos. Sin embargo, este efecto
no se observa en los infantes a los 8-13 meses de edad, posiblemente por interacciéon con otros
factores como la introduccion de la alimentacion sélida. Los pacientes con el alelo A, muestran un
crecimiento postnatal menor mientras que los pacientes con el alelo G, muestran un crecimiento
mayor. Estos resultados concuerdan con lo encontrado en un estudio realizado en poblacion
europea donde el alelo A fue significativamente mas frecuente entre SGA asociado con menor
longitud al nacer (p= 0.000378) y el peso al nacer (Asociacion mas débil), independientemente de
la edad gestacional. Es necesario aumentar el tamafio de muestra para corroborar esta asociacion
en nuestra poblacion.
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HABITOS DE ALIMENTACION Y ESTADO NUTRICIONAL EN ESCOLARES DE 6-12 ANOS DE
UNA COLONIA DE ALTA MARGINACION EN HERMOSILLO, SONORA

Espinoza Lépez Armida’, Orozco Garcia Maria Esther', Cota Gastelim Alma Guadalupe1, Parra
Vergara Norma Violeta'
! Universidad de Sonora. armida.espinoza@unison.mx

RESUMEN

Los habitos de alimentacion y el estado nutricional no solo afectan a la salud en el presente, sino
que determinan el riesgo de contraer en el futuro enfermedades crénicas relacionadas con la
alimentacion. Este estudio tuvo como objetivo identificar los habitos alimentarios y el estado
nutricional en escolares de 9-12 afos de la Escuela Ignacio Salazar Quiroz, en la Colonia Altares
del municipio de Hermosillo, Sonora. La poblacién estuvo conformada por 72 nifios. Se realizé
valoracién nutricional por indice de Masa Corporal para la edad (IMC/E) y Talla para la edad (T/E),
y los habitos alimentarios se evaluaron por el Cuestionario de Frecuencia de Consumo de
Alimentos (CFCA) aplicada a las madres. Los resultados mostraron que 16% de los nifios
presentaba sobrepeso, y 17% estaba en riesgo de retraso del crecimiento. Se observé que sus
alimentos basicos son las tortillas de harina de trigo y frijoles; su consumo de frutas y verduras fue
bajo; la mitad de los nifios nunca consume pescado, el 49% consume carne de pollo o de res, una
vez por semana; existe una tendencia de consumir con mayor frecuencia carnes frias que rojas o
blancas; solo la mitad de los escolares consume leche todos los dias; su consumo de alimentos
altos en grasa y azucar fue elevado. En general, estos nifios no cumplen con la recomendacion de
una dieta adecuada para su crecimiento y desarrollo. Su alimentacion debe ser de alta calidad
nutricional, y moderar el consumo de alimentos de alta densidad energética. Es necesario que los
nifos y sus padres reciban orientacion nutricional, y la implementacién de programas permanentes
de educacién nutricional en las escuelas.

INTRODUCCION

Debido a la influencia que ejerce la alimentacion sobre el desarrollo y evolucién de las
enfermedades'™ asi como para su prevencién y tratamiento, resulta de vital importancia el poder
disponer de un buen conocimiento de los habitos alimentarios de la poblacién. Una alimentacion y
nutricién adecuada son la base para la supervivencia, la salud y el crecimiento del ser humano. El
consumo dietario es uno de los principales determinantes del estado nutricional, pero no es el
unico. Las estimaciones de la ingesta alimenticia son una medida nutricional si se tiene especial
cuidado en la forma en que lo estimamos. El objetivo basico de una evaluacion nutricional a través
de los Cuestionarios de Frecuencia de Consumo de Alimentos (CFCA), es conocer lo que la
persona investigada consume habitualmente en periodos cortos o largos de tiempo, permite extraer
informacion sobre la influencia de la variabilidad estacional o incluso intersemanal’.Los CFCA son
capaces de clasificar a los individuos de una poblacién segin su consumo lo que permite realizar
comparaciones e identificar conductas de alto riesgo y sirve como base para la recomendacion de
cambios en los habitos de alimentacién. Asi también, se puede evidenciar las causas de
desordenes nutricionales y poder recomendar algunas alternativas para la solucion del problema.
En la edad comprendida entre 6 y 12 afios, se presenta un pleno desarrollo bioldgico, fisico,
psicolégico y social, es decir, se producen cambios notables en las magnitudes fisicas y en la
composicion corporal que tiene como base una buena alimentacion. Si las necesidades
nutricionales presentes en este grupo de edad no son satisfechas, el organismo sufre alteraciones
bioquimicas y fisiolégicas a las que se les agrega retardo en el crecimiento, alteraciones
cognoscitivas y una menor capacidad fisica e intelectual. Algunos de los factores que influyen en la
alimentacién de una comunidad y tal vez uno de los mas importante es el factor econémico, ya que
los alimentos se tienen que comprar y algunos de ellos son costosos o no se tienen los suficientes
recursos monetarios para obtenerlos, otro factor es el cultural, la formacién de habitos alimentarios
sin duda inicia con los padres, si estos no proporcionan la orientacion adecuada de una buena
alimentacion hacia el menor, ellos por si solos se haran de una dieta de alimentos como frituras,
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dulces y refrescos que no cumple con los nutrientes necesarios. Es por esto que se debe informar,
por parte de los padres, sobre todo en comunidades donde las familias no orientan a sus hijos la
buena costumbre de alimentarse sanamente. El crecimiento durante los afos escolares es lento
pero uniforme y simultdneo a un aumento constante en la ingesta de alimento. Hay diversas
influencias, algunas evidentes y otras sutiles, que determinan el consumo y habitos alimenticios de
los nifios. Las principales influencias sobre el consumo alimentario en los afios de desarrollo son el
ambiente familiar, de los comparieros. Es bien aceptado que los nifios desnutridos responden
menos, son menos despiertos o activos y muestran una menor conducta exploradora.

El estudio realizado por el Consejo Nacional de Evaluacién Politica de Desarrollo Social (Coneval,
2015), reportd que el 24.8% de los hermosillenses vive en carencia de acceso a la alimentacion,
esto hace a estas comunidades vulnerables en problemas de tipo nutricional, es por esto que se
hace necesario llevar a cabo un estudio nutricional en la poblacion infantil de las familias de esas
comunidades para detectar problemas de indole nutricional, ademas es una forma de contribuir
con la comunidad que se encuentra en pobreza extrema de nuestra localidad.

La Ciudad de Hermosillo, cuenta con 148 comunidades rurales y ejidos de la ciudad donde se
concentran mas de 45 mil hermosillenses de los cuales 25 mil 700 personas y 3 mil 550 hogares
viven en pobreza en la zona urbana de la capital sonorense. Son 37 invasiones las que
actualmente existen, siendo la Invasion Altares una de las mas afectadas.

Objetivo general

Evaluar el estado nutricional mediante medidas antropométricas y los habitos de alimentacion
mediante el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos en nifios en edad escolar de la
colonia Altares de la Cuidad de Hermosillo, Sonora, México.

Objetivos Particulares

- Realizar un diagndstico socio-econdmico de la poblacién en estudio mediante un cuestionario
para identificar caracteristicas generales y factores de riesgo

- Conocer el estado nutricional utilizando medidas antropométricas de peso y talla

- Conocer los habitos de alimentacion utilizando el Cuestionario de Frecuencia de Consumo de
Alimentos

- Promover la educacion en nutricion a través de talleres y evaluar a los nifios con dindmicas y
material educativo.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en la colonia Altares (el cual es un asentamiento ilegal, y que no cuentan con
servicio publico) en el Municipio de Hermosillo, Sonora, México. Se realizé un diagnostico en la
comunidad aplicando un cuestionario a 59 hogares para conocer las caracteristicas generales de
vivienda, empleo, salud y educacion. También se realizdé una invitacion a la comunidad para que
todos los nifios y nifias de edad escolar acudieran a la escuela donde se llevé a cabo la evaluacion
nutricional.

La poblacion de estudio fue de 250 escolares de los cuales participaron 72 nifios (41 nifos y 31
nifias) de edades entre los 6 a 12 afios que asisten a la Escuela Primaria “A Ignacio Salazar
Quiroz” de esta comunidad y que viven en el asentamiento “Altares”. Antes de aplicar el
Cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos (CFCA), se explicé a la persona
responsable del menor o madre o padre de nifio el objetivo de la misma. EI CFCA consta de 45
items por los principales grupos de alimentos como son; lacteos y sus derivados, cereales, frutas y
verduras, leguminosas y carnes. Ademas en el cuestionario se incluyeron alimentos regionales que
reflejan el consumo de la poblacion estudiada. Este cuestionario preguntaba sobre el nimero de
veces a la semana con que habitualmente se consumian determinado grupo de alimento. Para la
evaluacion del estado nutricional se evalué mediante indices antropomeétricos construidos a través
de las mediciones de peso, tallas y edad, para estas mediciones se utilizaron los procedimientos
establecidos en la PROY-NOM-031-SSA2-2014, Para la atencién a la salud de la infancia y del
manual de procedimientos del Instituto de Salud Publica. Con el peso y talla se determinaron los
siguientes indices: Talla para la edad (T/E). Refleja el crecimiento lineal alcanzado en relacién con
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la edad cronoldgica y sus déficits. Se relaciona con alteraciones del estado nutricional y la salud a
largo plazo. indice de masa corporal para la edad (IMC/E). Refleja el peso relativo con la talla para
cada edad; con adecuada correlacion con la grasa corporal. Se calcula con la division del peso
sobre la talla%. Su interpretacion es similar a la mencionada para el peso talla, pero con mas
precision. Analisis estadistico. Se presenta el analisis descriptivo de las variables de interés a fin de
caracterizar a la poblacion de estudio. La captura de los datos se realizé en hojas de calculo del
programa Excel de Microsoft Office 2007 y el procesamiento de datos se llevd a cabo en el
programa SPSS Version 15 para Windows.

RESULTADOS

Las caracteristicas generales obtenidas de un cuestionario aplicado a 59 hogares de la Invasion
Altares, realizado como dinamica de acercamiento a la comunidad se encontré que el 19% de las
familias tiene un ingreso entre $700.00 - $1,100/mensuales para todos sus gastos. El 43% de las
familias son dependientes econdmicamente por la madre y 35% por el padre, 18% ambos y 4% los
hijos. Con respecto a los servicios publicos el 57% cuenta con energia eléctrica y 42% no cuenta
con servicio de drenaje, por lo cual recurren al uso de fosa séptica, y el 1% de los hogares cuenta
con servicio de agua potable. El 69% de las familias compran los viveres semanalmente, 24%
diario, 7% quincenalmente. Las enfermedades mas frecuente 50% padecen problemas de las vias
respiratorias y el 27% son diabéticos diagnosticados y el 10% presentaron alergias Estos
resultados reflejan la necesidad de trabajar con esta comunidad, debido a la problematica que
actualmente presentan, ya que es posible encontrar problemas nutricionales entre otros.
Evaluacion nutricional. Para conocer la desnutricién actual o pasada se determiné el indice de
Masa Corporal para la Edad (IMC/E), los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 1
donde el 55% del total de los nifios/as evaluados presentaron un IMC/E normal, 17% presentaron
desnutricion y 28% desde sobrepeso y obesidad. Un estudio realizado en el Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. en nifios de 6 a 10 afios de los municipios de
Sonora, reportd 39% de sobrepeso-obesidad12.

B Db esidad
B Sobrepeso
Normal

8 Desnutrician

Figura 1. Distribucién del indicador antropométrico IMC/E de la poblacién total de escolares.

Para el indicador Talla para la Edad (T/E), este refleja desnutricion crénica presente o pasada,
ademas puede estimar la prevalencia de retardo en el crecimiento, esto se muestra la Figura 2
donde el 79% de los nifios/as tuvieron una talla normal para la edad, 4% presentd talla alta 'y 17%
talla baja para la edad. . Igualmente se encontré una diferencia notable con el estudio de Humo y
col., (2006) con este mismo indicador, donde el 50% presentd talla normal, 15% talla baja y talla
alta 35%. Estos resultados pueden indicar que aquellos nifios/as que presentaron T/E baja
pudieron tener o tiene un problema de desnutricion debido a la inseguridad alimentaria que viven
estas familias que pudo afectar su crecimiento.
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Figura 2. Distribucién del indicador antropométrico T/E de la poblacién total de escolares.

Los habitos de alimentacion obtenidos del Cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos
(CFCA), se muestran por grupos de alimentos (cereales, frutas y verduras, lacteos y leguminosas y
productos de origen animal). La Figura 3 muestra el consumo alimentos del grupo de los cereales;
existe un alto consumo de estos productos, la tortilla de harina la consumen diariamente un 61%
de la poblacién; y tortilla de maiz un 39 %. En el consumo de pan blanco y pan integral se observé
que el 72% de la poblacion consume pan integral una vez a la semana; y un 44% pan blanco.
Otros alimentos del grupo de los cereales como el arroz, avena y cereales para desayuno; el arroz
es el alimento de mayor consumo 46% lo consume de 2 a 4 veces a la semana, seguido del cereal
para el desayuno 40% y avena 38%; mientras que el 33 % de los escolares nunca consume la
avena. El grupo de los cereales aporta a la dieta fibra, vitaminas y minerales y principalmente son
fuente de energia por los carbohidratos que proporciona.
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Figura 3. Frecuencia de consumo de alimentos del grupo de los cereales en la poblacién total de
escolares.

El consumo de frutas y verduras se puede observar en la Figura 4, méas de la mitad de los
escolares consumen diariamente verduras usadas como condimento (chile, tomate, cebolla). Para
el caso de las verduras como la calabaza, coliflor, zanahoria, lechuga, entre otros se reportdé un
24% de consumo diario. Para las frutas y jugos el 49 % de la poblacién estudiada tiene un
consumo diario. Este grupo es muy importante que se consuma todos los dias por los escolares ya
que contienen vitaminas y minerales esenciales que ayudan al crecimiento y desarrollo.
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Figura 4. Frecuencia de consumo de alimentos del grupo de las verduras y frutas en la poblacién
total de escolares.

En el grupo de las carnes se presenta en la Figura 5, se encontré que el pescado, pollo y carne se
consume solo una vez a la semana el 39%, 49% y 40% respectivamente. Este grupo de alimento
es de suma importancia en los nifios/as ya que aportan proteinas de buena calidad e importante
para su buen desarrollo. Sin embargo aproximadamente el 50% de los nifios nunca consume
pescado, este alimento en muy importante en su alimentaciéon debido a que aporta proteinas y
acidos grasos esenciales del tipo omega-3. En lo que respecta al consumo de carnes frias como, el
jamaon, bolonia y salchicha los consumen de 2 a 4 veces a la semana aproximadamente el 50% de
los escolares, este tipo de alimento se debe de consumir con menos frecuencia debido a que son
altos en sodio y grasa.
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Figura 5. Frecuencia de consumo de alimentos del grupo de productos de origen animal en la
poblacién total de escolares.

El consumo de leguminosas se representa en la Figura 6, aproximadamente el 90% de los
escolares lo consume todos los dias; sin embargo el habito del consumo de lentejas es muy bajo,
la diversidad del consumo de las leguminosas es importante como fuente de proteinas de origen
vegetal. Este grupo es fuente importante de fibra soluble, hierro y proteina complementaria en la
dieta. El consumo frecuente de frijol se debe a que es un alimento accesible a la comunidad, el
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precio es relativamente econémico y con esto se cumple un consumo favorable en la dieta de los
nifos.
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Figura 6. Frecuencia de consumo de alimentos del grupo de las leguminosas en la poblacién total
de escolares.

En la Figura 7 se presenta los alimentos consumidos del grupo de los lacteos; la leche lo consume
todos los dias el 54% de los escolares, su consumo es importante en este grupo de edad ya que
proporciona principalmente calcio para mantener la integridad ésea. El menos consumido es el
yogur el 42% de los escolares lo consume solo una vez por semana, esto se debe a que la
poblacién en general es de bajos recursos y no es de costumbre consumirse con frecuencia,
debido a que se cree que este tipo de alimentos es costoso y no es tan importante; el queso
mayormente se consume de 2 a 4 veces por semana el 39% de los escolares.
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Figura 7. Frecuencia de consumo de alimentos del grupo de los lacteos en la poblacion total de
escolares

Los alimentos considerados como de alta densidad energética como los dulces, botanas, refrescos

se consideran mas perjudiciales para la salud porque no aportan los suficientes nutrientes sino
mas bien calorias vacias; se observé que mas del 50% de los escolares lo consume todos los dias
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principalmente alimentos de tipo botana seguido de dulces y refrescos. Es comun que los nifios a
esta edad consuman frecuentemente este tipo de alimentos, ya que los padres no imparten la
informacién necesaria para que consuman alimentos nutritivos. Ademas pueden causar problemas
en la salud como: alto nivel de ftriglicéridos, problemas dentales (caries), entre muchos mas.

Los alimentos regionales que mas consumen los escolares solamente una vez a la semana son la
carne asada, nopales y tamales de carne de res.

CONCLUSIONES

En el presente estudio proporciona informacion sobre el consumo habitual alimentario y nutricional
de la poblaciéon general. La muestra de escolares que particip6 comprendia la mayoria de las
edades de la poblacion (6 a 12 afos), ambos sexos. La participacion de los 72 escolares es
suficiente para identificar como significativo el consumo habitual alimentario. Otros muchos
estudios han aplicado cuestionarios con un numero similar®'® o inferior de individuos''
obteniéndose resultados aceptables. Se encontré que la mayoria de los escolares nunca
consumen o al menos lo hacen una vez por semana los alimentos del grupo de origen animal como
son pollo, res y pescado. Esto a consecuencia de los precios elevados y la impotencia de poder
acceder a estos alimentos provocando en los infantes un deterioro en los niveles energéticos
necesarios para las actividades diarias, asi como de proteinas que el pescado brinda a la dieta.
Estos nifios también tienen un pobre consumo de verduras como broécoli, zanahorias, papa, coliflor,
lechuga, tomate, entre otros, siendo estos alimentos de prioridad en el consumo por los menores
escolares ya que contienen vitaminas esenciales que ayudan al buen crecimiento y fortalecimiento
de los huesos y son base muy importante para su desarrollo.

Existen algunas leguminosas como lentejas y garbanzo que generalmente nunca se consumen.
Algunos alimentos de consumo moderado a frecuente que aproximadamente la mitad de los
escolares consumen con una frecuencia de 2 a 4 veces por semana son los embutidos como el
jamon, bolonia y salchicha. Moderadamente se consumen las frutas como platano, manzana, uva,
durazno, ciruela, papaya, mango, sandia, citricos entre otros.

Los escolares consumen mas frecuentemente pan blanco que el pan integral privandose de
consumir fibra dietaria que el cuerpo necesita para ayudar a la digestiéon y la asimilacion de los
nutrientes.

Los lacteos como la leche es consumido frecuentemente por la mitad de los escolares, lo hacen
con la misma frecuencia que dulces y refrescos de cola y sabores.

Los alimentos que muestran mayor consumo son la tortilla de harina y frijoles con resultados
superiores al 80% todos los dias, Es necesario que el consumo de alimentos varie y se realice una
dieta saludable, variada donde se incluyan la mayoria de los grupos de alimentos representados en
el Plato del Bien Comer para una dieta saludable como son frutas y verduras, cereales y
leguminosas (como proteinas complementarias) y alimentos de origen animal como los
lacteos,(leche, queso y yogur), huevo y carne (res, pollo, pescado). Estos resultados se deben
principales a factores de riesgo como son: ignorancia por parte de los padres, la falta de
informacion sobre nutricién, salud e higiene. Por otro lado los resultados obtenidos en este trabajo
son de suma utilidad ya que sobre la base de estas se pueden implementar programas de
educacion nutricional en las escuelas, ya que se encontré un alto porcentaje de nifios/as con una
dieta pobre en verduras y lacteos que pueden repercutir en una malnutricion y un alto consumo de
tortilla de harina, dulces y refrescos que conllevan a problemas nutricionales (sobrepeso, obesidad
y desnutricion). Este tipo de investigaciones son basicas para la implementaciéon de programas de
educacion nutricional, tendientes a mejor los habitos de alimentacion en nifios, donde es posible
lograr cambios favorable que a la larga van a beneficiarlos teniendo una mejor calidad de vida.
Ademas con esto se podria también implementar programas de venta de alimentos saludables en
las tienditas escolares, y programas gubernamentales de ayuda a comunidades marginadas para
mejor su alimentacion. Otro reto importante lo constituye el seguir ampliando la informacién sobre
aspectos alimentarios y nutricionales para las familias con el objeto de prevenir y dar atencion en
problemas de mala alimentacién como los son la desnutricion y la obesidad que ultimamente han
cobrado gran relevancia en las primeras etapas de la vida'. También respecto a los objetivos
particulares de este trabajo se realizaron talleres interactivos de educacién nutricional; se
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aprovechd en el inter del trabajo la celebracidon de la Revolucion Mexicana que termind en una
kermes en la escuela en ese marco se instal6 un médulo donde interactivamente participaron los
nifos de la comunidad Altares y demas asistentes. Se presenté un juego llamado “Loteria de
Frutas y Verduras” con material didactico donde uno tomaba la funcion de moderador y los nifios
participaban con una carta donde, al igual que el juego de la loteria. Los nifios estaban atentos a
observar el dibujo de la fruta o verdura para poder saber si la contenia su carta, explicandoles los
beneficios del consumo de ese alimento. El nifio que resultaba ganador se hacia acreedor a un
premio. Los escolares mostraron un gran interés por este juego donde incluso se tuvo que
organizar una fila para que todos los nifios tuvieran la oportunidad de participar y aprender a la vez.
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EVALUACION DE LA RESPUESTA HUMORAL FRENTE A LA VACUNA ANTIINFLUENZA
TRIVALENTE TIPOS AY B VAXIGRIP® EN POBLACION DEL CUCI-UDG

Garcia-Gonzalez CL', Velazquez-Suarez NY', Mujica-Lopez KI'
! Laboratorio de Analisis Clinicos CUCI-UDG. karla.mujica@cuci.udg.mx

RESUMEN

OBJETIVO: Evaluar la respuesta humoral frente a la vacuna antiinfluenza trivalente tipos A y
B VAXIGRIP® en poblacion del Centro Universitario de la Ciénega-UDG Ocotlan, Jalisco (CUCI-
UDG). METODOLOGIA: Se incluyeron 61 individuos mayores de 18 afios de la poblacién del
CUCI-UDG para la determinacion de parametros hematoldgicos (recuento de leucocitos y
diferencial) y de la concentracion de inmunoglobulinas totales pre y post inmunizacién con la
vacuna antiinfluenza VAXIGRIP®. RESULTADOS: Participaron 36 (59%) mujeres y 25 (41%)
hombres con un rango de edad de 19-47 afios; de los cuales; 23 (38%), 24 (39%), 9 (15%) y 5
(8%) recibieron por primera, segunda, tercera y/o cuarta o mas veces la inmunizacion,
respectivamente. El 100% indicd no ser alérgico a ningun componente de la vacuna, sin embargo,
22 (36%) indicaron tener alergia frente algun tipo de alérgeno como polvo, medicamentos y/o
alimentos entre otros y 4 (7%) refirié tener alguna enfermedad. Ningun individuo refiri6 sintomas
dias previos a la inmunizacién y 9 (15%) presentaron cefalea, fiebre, debilidad muscular, fatiga y/o
rinorrea post inmunizacion. Respecto al parametro hematoldgico de recuento de leucocitos no se
observé diferencia en el valor-promedio obtenido pre (dia 0-7.52x10°/mm?®) y post (dias 7—6.99
x10%/mm?®y 14-6.58x10* /mm®) inmunizacion, igualmente el recuento diferencia no mostré diferencia
en la distribucién celular pre y post inmunizacién. Finalmente, para la determinacion de
inmunoglobulinas totales se obtuvo los siguientes valores pre (dia 0-27.48 mg/ml) y post (dias 7-
26.66 mg/ml y 14-26.72 mg/ml) inmunizacién. CONCLUSION: La vacuna antiinfluenza trivalente
tipos A y B VAXIGRIP® no monté una respuesta inmunolégica humoral, lo que puede ser explicado
bajo la teoria denominada pecado antigénico original. Sin embargo, es necesario continuar
evaluando la respuesta inmunolégica innata y adaptativa frente a dicha vacuna en diferentes
grupos etarios para poder establecer posibles mecanismos implicados en la protecciéon conferida
por la misma.

INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) constituyen un grupo complejo y heterogéneo de
enfermedades ocasionadas por un gran nimero de agentes causales que afectan algun punto de
las vias respiratoria y representan para todos los paises un importante problema de salud. En la
mayoria de las IRA por virus; el virus respiratorio sincitial (RSV, del inglés; respiratory-syncytial
virus), el virus metapneumovirus humano (hMPV, del inglés; human metapneumovirus) y los virus
parainfluenza (hPIV, del inglés; parainfluenza viruses) tipo 1, 2 y 3 (familia Paramixoviridae) y los
virus de la influenza (familia Orthomyxoviridae) son la causa mas comun sin que puedan ser
distinguidos clinicamente uno de otro. Dentro de estas IRA el 7% al 15% son causadas por los
virus de la influenza y son conocidas como influenza (Korsun N, 2015; Secretaria de Salud, 2014;
Pillai, 2014; Vittorio Demicheli y col., 2015).

La influenza es contagiosa, tiene una distribucion universal y estacional, se presenta como brotes
anuales con preferencia en los meses de inviernos, afecta a todos los grupos de edad, puede
presentar alta tasa de morbilidad y mortalidad, es caracterizada por periodos cortos de incubacion,
fiebre alta y sintomas respiratorios y sistémicos. Causada por los virus de la familia
Orthomyxoviridae de la cual se conocen los tipos de virus: A, B, C y D (Vittorio Demichel y col.,
2015; Nichols & Leduc, 2009).
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TEORIA
Influenza:
Agente etiolégico

Los virus de la influenza pueden afectar a las aves y a los mamiferos, incluidos los humanos, el
virus de la influenza A afectan a muchas especies, pero la gran mayoria de estos virus circulan
entre las aves acuaticas, las aves migratoria son los hospederos naturales que albergan todos los
subtipos reconocidos hasta la fecha del virus de la influenza A, sin causarles dafio aparente, las
cuales excretan los virus a través de las heces, ademas de que el virus de la influenza A infectan
de manera natural a numerosas especies de aves, humanos, cerdos, caballos, ballenas entre
otros. El virus de la influenza B y C se mantienen solo en poblaciones humanas, a pesar de que
ocasionalmente se aislan de otros mamiferos. De estos tres tipos son los virus de la influenza A los
que presentan mayor variabilidad y también los de principal potencial pandémico, por poseer la
capacidad de variar antigénicamente en sus glucoproteinas externa de neuraminidasa (NA) y
hemaglutinina (HA) y evadiendo asi la inmunidad adquirida por la poblacion, en infecciones previas
(The Center for Food Security & Public Healt, 2009; Salazar y cols., 2010).

Epidemiologia

Los virus de la influenza son clasificados como estacionales o pandémicos dependiendo de los
cambios genéticos que son incorporados afio con afio y determinan la severidad del desenlace de
la enfermedad. Los virus de la influenza A y B causan brotes localizados cada afio. Las infecciones
causadas por el virus de la influenza C son leve o sin sintomas, cualquiera de la forma de la
enfermedad no causa epidemias. Cualquier individuo puede ser infectado con virus de la influenza,
y provocar serios problemas a cualquier edad (Vittorio Demicheli, Lubna A Al-Ansary, & Alessandro
Rivetti, 2015; Nichols & Leduc, 2009).

De las IRA el 7%-15% son causadas por los virus de la influenza que infectan las vias respiratorias
superiores y centrales causando epidemias anuales generalmente en los meses de invierno,
caracterizadas por alta tasa de morbilidad y mortalidad. Existen contradicciones entre los términos
gripe e influenza, influenza es una enfermedad infecciosa aguda causada por miembros de la
familia Orthomyxoviridae: virus de la Influenza A, B y C; por otro lado; el término “gripe” es con
frecuencia utilizado para cualquier enfermedad respiratoria febril con sintomas sistémicos que
pueden ser causados por agentes bacterianos o virales, asi como por virus de la influenza, en las
pandemias de la influenza que han provocado una elevada mortalidad, se observaron
complicaciones que se debieron principalmente a sobreinfecciones bacterianas, en especial
neumocacicas, estafilococicas y por gérmenes gram (-), y/o una hiperrespuesta inflamatoria que
causa enfermedad de membrana hialina y sindrome de estrés respiratorio (Secretaria de Salud,
2014; Pillai, 2014; Vittorio Demicheli, Lubna A Al-Ansary, & Alessandro Rivetti, 2015).

Respuesta inmunologica frente al virus de la influenza

Parte de lo que se conoce acerca de la inmunologia en las IRA causadas por los virus de la
influenza incluye los mecanismos efectores del sistema inmunoldgico tanto de respuestas innatas
como adaptativas para bloquear y eliminar al virus, asi como para recuperarse de la enfermedad
(Pillai, 2014; Pino6n y col., 2005).

Ante el virus de la influenza se establecen mecanismos efectores provistos por la respuesta innata
como excelentes barreras para reconocer y proteger contra él; sin embargo; por la rapida
diseminacion del virus de un huésped infectado a otros susceptibles la eliminacién del virus tiene
poco impacto en la trasmision viral. No obstante, un fuerte impacto para evitar una trasmisién viral
eficiente es la existencia de anticuerpos neutralizantes en la superficie nasal o en suero
proporcionados por la respuesta humoral: innata (anticuerpos naturales) y adaptativa (anticuerpos
especificos inducidos), ademas de que éstos pueden prevenir una reinfecciéon (Baumgarth, 2013).
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El virus es usualmente eliminado relativamente rapido por un gran nimero de mecanismos
efectores de respuesta innata y adaptativa, que a nivel celular incluyen a monocitos/MAC, NK,
NEU, células B antigenos-especifico, células T CD4" y CD8" y células B-1, mientras que a nivel
molecular incluyen a la familia de interferones de tipo | (IFNs), receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs, del inglés; pattern recognition receptors) y citocinas entre otras.

Los IFNs estimulan la expresion de cientos de genes en células vecinas induciendo un estado
antiviral que junto con MAC como célula presentadora de antigeno virales contribuye a promover la
respuesta inmune adaptativa. Los MAC tienen receptores tipo toll-2 (TLR-2) que cuando son
activados inducen la expresidon de citocinas proinflamatorias, ecosanoides y otras moléculas
coestimuladoras de la respuesta inflamatoria provocando fiebre, anorexia e instruyendo al sistema
inmune adaptativo contra el virus en el sitio donde se da la infeccion (Figura 6) (Baumgarth, 2013;
Pillai, 2014; Carrada Bravo, 2011).

3. PARTE EXPERIMENTAL
Tipo de Estudio

e Cohorte, longitudinal.

Descripcién de recoleccion de la muestra y poblacién de estudio

Durante el mes de febrero del afio 2015, con base al Esquema de Vacunacion en México y acorde
a las recomendaciones del Consejo de Salubridad General; se llevé acabo la campafia de
inmunizacion contra la influenza 2014 — 2015. Para el presente estudio se obtuvieron un total de
366 muestras de sangre que fueron tomadas de 47 individuos que acudieron al Centro
Universitario de la Ciénega y 14 al Centro de Salud de Yahualica, Jalisco. A los cuales se les
proporcioné informacién con las especificaciones necesarias para las tomas de muestras de
sangre pre-vacunacion y post-vacunacioén, los voluntarios firmaron la carta de consentimiento
informado de acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion
(anexo 1) y llenaron una encuesta formulario.

El presente trabajo tuvo la finalidad de evaluar la respuesta humoral que se establece frente a la
vacuna del virus de la influenza A y B (Vaxigrip®) para lo cual se determinaron parametros
hematoldgicos (recuento total de leucocitos y conteo diferencial) y cuantificacion de
inmunoglobulinas totales pre y post inmunizacion.

RESULTADOS

Se estudiaron 61 individuos de los cuales se obtuvieron 366 muestras sanguineas obteniendo los
siguientes resultados. Participaron 36 (59%) mujeres y 25 (41%) hombres con un rango de edad de
19-47 afios; de los cuales; 23 (38%), 24 (39%), 9 (15%) y 5 (8%) recibieron por primera, segunda,
tercera y/o cuarta 0 mas veces la inmunizacion, respectivamente. El 100% indicé no ser alérgico a
ningin componente de la vacuna, sin embargo, 22 (36%) indicaron tener alergia frente algun tipo
de alérgeno como polvo, medicamentos y/o alimentos entre otros y 4 (7%) refirid tener alguna
enfermedad. Ningun individuo refiri6 sintomas dias previos a la inmunizacion y 9 (15%)
presentaron cefalea, fiebre, debilidad muscular, fatiga y/o rinorrea post inmunizacion. Respecto al
parametro hematoldgico de recuento de leucocitos no se observé diferencia en el valor-promedio
obtenido pre (dia 0-7.52x10%mm?®) y post (dias 7-6.99 x10*/mm? y 14-6.58x10%/mm?®) inmunizacién,
igualmente el recuento diferencia no mostré diferencia en la distribucién celular pre y post
inmunizacion. Finalmente, para la determinacion de inmunoglobulinas totales se obtuvo los
siguientes valores pre (dia 0-27.48 mg/ml) y post (dias 7-26.66 mg/ml y 14-26.72 mg/ml)
inmunizacion.
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CONCLUSIONES

La vacuna antiinfluenza trivalente tipos A y B vaxigrip® no montdé una respuesta inmunolégica
humoral, lo que puede ser explicado bajo la teoria denominada pecado antigénico original. Sin
embargo, es necesario continuar evaluando la respuesta inmunolégica innata y adaptativa frente a
dicha vacuna en diferentes grupos etarios para poder establecer posibles mecanismos implicados
en la proteccién conferida por la misma.
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RESUMEN

Las calcificaciones pulpares son agregados mineralizados que pueden quedar libres en el
tejido pupar o adherirse a la pared dentinaria ocasionando una reduccién de las dimensiones
de la camara pulpar. En estudios in vitro se ha mostrado diferenciacion de células pulpares
mesenquimales en odontoblastos en medios con distintos tipos de estatinas por lo que el objetivo
de este estudio fue comparar las dimensiones de la camara pulpar entre sujetos tratados con
estatinas y un grupo control. Material y métodos: Se realizd un estudio transversal vy
observacional en 57 hombres de 35 a 55 afios de edad. Se formaron dos grupos: 1) Sujetos
control y 2) Pacientes tratados con estatinas. Los criterios de inclusion para ambos grupos
fueron: Sin bruxismo, recubrimientos pulpares o presencia radiografica de obturaciones, con
un indice aterogénico igual o menor a 4, sin evidencias clinicas de enfermedades autoinmunes ni
cancer, sin diabetes o con menos de 3 afos de evolucién, con al menos un primer molar o
segundo molar permanentes inferiores presentes sin caries de 2° o 3° grado, sin tratamiento con
propanolol. Ademas en el grupo con estatinas se incluyeron pacientes bajo tratamiento previo de
20 mg diarios de Atorvastatina o Simvastatina desde 6 meses y hasta afio y medio. Se evaluaron
los parametros clinicos y periodontales y ademas se realizaron imagenes radiograficas de
primeros o segundos molares inferiores para evaluar la dimensién horizontal y vertical de la camara
pulpar. Para el analisis se utilizé la prueba t de Student o o su contraparte no paramétrica U de
Mann Whitney y analisis de covarianza. Resultados: Se evaluaron 32 sujetos del grupo control y
25 del grupo tratado con estatinas (8.3+2.6 meses). Veintiuno estaban con tratamiento de
atorvastatina y 4 con simvastatina. La edad (4517 vs 5015 afios, p=0.001) y los niveles de glucosa
(10122 vs 137443 mg/dL, p=0.00002) fueron significativamente mayores en el grupo con
estatinas. No se encontro diferencia entre los parametros periodontales. La proporcién horizontal
fue similar en ambos grupos (0.369+0.055 mm vs 0.373+£0.0301 mm p=0.70), mientras que
la vertical fue significativamente mas pequefia en el grupo con estatinas (0.280+0.078mm vs
0.210£0.123 mm p=0.01). Se realiz6 andlisis de covariancia ajustando para la edad y los niveles de
glucosa conservandose los mismos resultados. Conclusion: Estos resultados sugieren que el
tratamiento con simvastatina o atorvastatina de 20 mg diarios por via oral, podria reducir la
dimension vertical de la camara pulpar.

INTRODUCCION

Las estatinas son farmacos empleados muy comunmente para reducir los niveles de lipoproteinas
de baja densidad (LDL), evitando de esta forma la progresion de la enfermedad arterial coronaria,
ademas presentan un modesto efecto sobre las lipoproteinas de alta densidad (HDL),
incrementandolo en aproximadamente 5% y disminuyendo las concentraciones de triglicéridos en
promedio del 20% (1-3). Tal efecto es producido ya que los inhibidores de reductasa inducen
netamente un incremento en los receptores de gran afinidad de LDL aumentando la catabolia
fraccionada de LDL y la extraccién de sus precursores por parte del higado desde la sangre (4). El
tratamiento con estatinas ha demostrado una reducciéon en la recurrencia de los eventos
cardiovasculares y la mortalidad en pacientes que presentan hipercolesterolemia (5). Estos
medicamentos actian de forma competitiva inhibiendo la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima
A (HMG-CoA) reductasa (1-3), disminuyendo el paso limitante de la sintesis de colesterol
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enddgeno al regular la conversién de HMG-CoA a mevalonato (6), de esta forma también frenan la
sintesis de isoprenoides como la ubiquinona y dolicol provenientes de esta via disminuyendo la
prenilacion de proteinas Rho y Rab que median diversos mecanismos en la biologia vascular (7).
Con este mecanismo de accién se han reportado efectos pleiotropicos de las estatinas como:
Efectos antiinflamatorios, aumento en la angiogénesis e incremento de la formacién ésea (6). Este
ultimo ha recibido particular atencién actualmente. Varios experimentos in vitro e in vivo con
estatinas han asociado sus efectos al incremento en la expresion de la proteina morfogénica de
hueso 2 (BMP-2) (8,9). Ademas otros autores han sugerido que las estatinas inhiben la resorcion
O0sea bloqueando directamente la sintesis del mevalonato en los osteoclastos (10). En estudios
periodontales las dos estatinas mas estudiadas han sido la atorvastatina y simvastatina. Ambas
estatinas han mostrado resultados benéficos similares sobre los parametros periodontales como la
profundidad de la bolsa, la pérdida de insercion clinica (CAL) y la ganancia de hueso alveolar (11-
16). Este grupo de investigacion, demostré que la atorvastatina disminuye la pérdida de hueso
alveolar y la movilidad dental en comparaciéon con un grupo de sujetos con colesterolemia tratados
con placebo (11).

Los efectos sobre los niveles de colesterol varian segun la estatina empleada. La relacion dosis-
respuesta de todas las estatinas parece ser curvilinea, en general a un incremento al doble de la
dosis habra una disminucion adicional del 6% en los niveles del LDL (17). La atorvastatina es una
estatina lipofilica, con accién prolongada, activa por via oral, y es un potente inhibidor de la enzima
reductasa HMG-CoA (17-20). La administracién de atorvastatina en dosis de 10 — 80 mg induce
una mayor reduccion en los niveles plasmaticos del LDL en comparacion con otras estatinas como
simvastatina, pravastatina, lovastatina, fluvastatina y cerivastatina (21).

Tanto la atorvastatina como la simvastatina son generalmente bien tolerados, la mayoria de los
eventos adversos relacionados con ésta son leves y ftransitorios, siendo los sintomas
gastrointestinales los mas frecuentes. Con el uso continuo de las estatinas se han reportado
aumentos persistentes en las transaminasas séricas y creatinfosfoquinasa (CPK), asi como
problemas de mialgia y miopatia (22).

Calcificacion pulpar: Cuando las células madre mesenquimales (MSC) son cultivadas en
condiciones de mineralizacién, son capaces de secretar una matriz mineralizada que se utiliza
como indicaciéon de diferenciacion osteogénica (23). Las MSC obtenidas de pulpa dental adulta
(DPA) producen una capa mineral homogéneamente repartida en la superficie, mientras que otros
tipos de células dentales crean nédulos con areas de alta densidad o depositan minerales de forma
irregular con zonas de acumulaciones de alta densidad (24).

Recientemente se ha reportado un efecto de la simvastatina sobre la diferenciacién odontogénica
en células madre de la pulpa (25), ademas promueve la diferenciacion odontoblastica y la
expresion de factores angiogénicos via hem oxigenasa-1 en células madre pulpares lo que puede
promover a su vez la formaciéon de dentina. Okamoto y col. fueron los primeros en reportar que las
estatinas inducen la diferenciacidon de células madre pulpares en odontoblastos in vivo e in vitro,
acelerando la formacion de tejido mineralizado de forma similar a la de BMP-2 (26).

Las calcificaciones pulpares son agregados de fosfato de calcio, carbonato de calcio y fosfato de
magnesio, formados en la camara pulpar o en los conductos radiculares, y pueden adherirse a la
pared dentinaria o quedarse libres dentro de la pulpa (25). En el estudio de Fleur Berés y cols. se
encontraron niveles altos de zinc en calculos de la pulpa y la dentina cariada en comparacién con
la dentina sana asi como un incremento de cobre tanto en dentina cariada como en calculos
pulpares (27).

Las calcificaciones de la pulpa se muestran en las radiografias como estructuras radiopacas dentro
de la camara pulpar. Las caracteristicas radiograficas de la calcificacién pulpar varian de
calcificaciones discretas a calcificaciones amplias (28). Su etiologia no es muy bien conocida
aunque se han atribuido a la edad, género, algunas enfermedades sistémicas, caries profundas y
restauraciones (27-29).

Existen pocos estudios en donde se refieran las calcificaciones pulpares. En pacientes con
enfermedades sistémicas se reportd una prevalencia del 10.41% de calcificacion pulpar, en
comparacion con un grupo control en donde solo se hallé un 4.76%. En este mismo estudio su
prevalencia fue mayor en los pacientes con problemas cardiovasculares (15.86%) en comparacion
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con los que presentaban diabetes tipo 2 (7.69%) y enfermedades autoinmunes (7.63%) (30). En un
estudio en pacientes con enfermedades cardiovasculares con una edad menor de 55 afos, se
report6 que el 68.2% tenian calcificaciones de la camara pulpar en comparacion con sujetos sanos,
sin embargo este estudio no describe la causa de la asociacion (28). Ademas se ha reportado que
los calculos de la camara pulpar se relacionan con la presencia de ateroesclerosis, ya que se
encontraron presentes en el 82% de los pacientes con al menos una estenosis de la arteria
coronaria (31). Por otro lado, en un estudio reciente se reporté que existen diferentes grados de
calcificacion entre género, siendo éste en todos los grupos etarios superiores en las mujeres,
ademas de incrementarse con la edad (32).

Las mineralizaciones en la pulpa dental pueden ser tan extensas que pueden obliterar
completamente el conducto radicular. Dado que estas calcificaciones generalmente no causan
enfermedad pulpar o sintomas subjetivos, todavia no esté claro si son una patologia o un hallazgo
biolégico. Clinicamente las calcificaciones pulpares son signos y no son la causa de una patologia
(33). Las particulas calcificadas de la pulpa dental pueden presentarse en pulpas sanas y
enfermas, incluyendo pulpas de piezas dentales sin erupcionar (28). En un estudio se reportdé que
la prevalencia de calcificaciones de la camara pulpar es mayor en érganos dentarios con caries,
restauraciones, y restauraciones con caries, en comparacion con los dientes intactos; siendo los
dientes con restauraciones los mas prevalentes (32).

Dimensiones de la camara pulpar: Existen muy pocos estudios que hayan medido las dimensiones
de la camara pulpar. Recientemente Pettiette y col. reportaron cuatro mediciones de la camara
pulpar; dos en sentido horizontal: la distancia entre las paredes de la camara en el punto mas
estrecho y en el mismo nivel a través de toda la corona, y dos en sentido vertical: desde la porcion
mas baja del techo pulpar hasta el piso de la camara y la misma medida hasta la furca (34). Por
otra parte, Khojastepour y col. realizaron medidas radiograficas de los primeros molares superiores
e inferiores incluyendo 9 puntos de referencia: distancia entre cuernos pulpares, distancia entre
paredes a la mitad de la camara pulpar, distancia entre orificios, distancia entre la cispide mesial y
su cuerno pulpar, distancia entre la cuspide distal y su cuerno pulpar, la altura de la camara pulpar,
distancia entre el piso de la camara a la furcacién y la distancia entre las cuspides a la furcacién
(28). Mientras que otros estudios han medido la distancia entre el piso de la camara pulpar y la
furcacion (33,35).

En la actualidad existen escasas investigaciones que relacionen el uso de tratamientos sistémicos
con el incremento de calcificacion en tejidos duros dentales. En una investigacion reciente se
reportd actividad odontoblastica y diferenciacion de células madre en la pulpa dental relacionadas
a medicamentos usados para alteraciones metabdlicas como las dislipidemias. En este estudio se
reportd una reduccién en la altura de la camara pulpar en pacientes con tratamiento de estatinas
en comparaciéon con sujetos sin tratamiento de estatinas. Sin embargo los autores no aclaran el
tipo de estatinas que utilizaban los participantes, si presentaban alguna patologia como
enfermedad cardiovascular, ademas de incluir pacientes de 60 afios en adelante (34). Por lo
anterior es importante corroborar si el uso de estatinas como la atorvastatina y la simvastatina, que
se emplea frecuentemente en nuestro medio, puede inducir a la formacién de calcificacion pulpar.

maTERiAles y métodos

Tipo de estudio: Este estudio se llevé a cabo de manera transversal, observacional y cegado.
Grupos de estudio: Sujetos masculinos de 35 a 55 afios de edad que se reclutaron de los
servicios de salud del estado de Guanajuato (Centros de Salud y del Hospital General de
Leodn) y mediante anuncios publicos en la ciudad de Le6n, Guanajuato.

32 sujetos sanos de acuerdo a su historia clinica (grupo control).

25 sujetos bajo tratamiento con estatinas (grupo de estudio)

Criterios de inclusion para el grupo de estudio: Hombres de 35 a 55 afios de edad; Que se
encuentren bajo tratamiento de 20 mg diarios de atorvastatina o simvastatina desde 6 meses y
hasta afo y medio antes de la toma de radiografia; Que no se encuentren datos de bruxismo,
recubrimientos pulpares o presencia radiografica de obturaciones; Con un indice aterogénico igual
0 menor a 4; Sin diagnéstico de enfermedades autoinmunes (esclerosis multiple, enfermedad de
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Chron, etc.), cancer ni diabetes de mas de 3 afos de evolucion; Sin tratamiento con propanolol ;
Con al menos un primer molar o segundo molar permanentes inferiores presentes sin caris de 2° o
3° grado. Criterios de inclusién para el grupo control: Los mismos que para el grupo de estudio solo
que sin tratamiento con estatinas.

Tamafo de la muestra: El calculo del tamafio de la muestra se realizé mediante la férmula indicada
para estudios cuyo objetivo es comparar medias (36). El calculo se hizo en base a la variable de
las dimensiones de la camara pulpar (34), dando como resultado 15.8 sujetos por grupo, con un
poder del 80%.

Evaluacion de parametros clinicos: Se tomaron muestras sanguineas en el Laboratorio de Analisis
Clinicos del Departamento de Ciencias Médicas de la Universidad de Guanajuato por medio de
puncién venosa con el fin de evaluar los niveles de glucosa y perfil de lipidos y se realizé una
historia clinica odontolégica para evaluar los parametros periodontales los cuales incluyeron la
profundidad del surco gingival y la pérdida de insercion gingival clinica mediante la valoracién de la
recesion gingival con respecto del nivel cervical de las piezas dentarias medido en milimetros por
medio de zonda periodontal y la movilidad dental evaluando el nivel por medio de desplazamiento
en sentido buco-vestibular, mesio-distal y vertical.

Evaluacion de parametros radiograficos: Se obtuvieron radiografias de primeros o segundos
molares inferiores mediante sensores digitales en la Facultad de Odontologia de la Universidad de
la Salle. En radiografias que presenten ambas piezas dentales se seleccionara aquella en la que
se puedan realizar mejor las mediciones. La evaluacion radiografica fue realizada por un mismo
investigador cegado a qué grupo pertenece el paciente. Las imagenes fueron evaluadas para
conseguir las medidas de la camara pulpar mediante longitudes milimétricas y en pixeles en
sentido apico-oclusal y mesio-bucal. Las medidas que se obtuvieron de las imagenes radiograficas
corresponden a 4 lineas diferentes: a) linea mesio-distal dentro de la camara pulpar en su porcion
mas estrecha, b) linea mesio-distal en la porcion mas estrecha de la camara pulpar atravesando
toda la corona, c) linea ocluso-apical dentro de la camara pulpar desde el punto mas bajo del techo
hasta el punto mas alto del piso y d) linea ocluso-apical al mismo nivel continuandola hasta Ila
furca. Las dimensiones de la pulpa se calcularon como proporciones de a/b y c¢/d para determinar
las posibles reducciones de las dimensiones de la camara pulpar entre grupos. Las imagenes
digitales se analizaron con un programa de ordenador para medir distancias y atenuacion de los
rayos X. Las imagenes fueron analizadas mediante 2 métodos de medicién diferentes: milimetros y
los pixeles en unidades. Cuando fue necesario las imagenes dentales se mejoraron mediante un
algoritmo lineal para evitar cambios inesperados en los datos visuales originales.

Consideraciones éticas: El proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Bioética en la
Universidad de Guanajuato con el num. de registro CIBIUG-A-06-2015, por el Comité de
Investigacion del Hospital General de Ledn con el nium. de registro GTSSA002101-370, y por el
Comité Local de Investigacion de la Jurisdiccion Sanitaria VII de la Secretaria de Salud del Estado
de Guanajuato con num. de registro JS7-05-280715.

Analisis estadisticos: Se llevaron a cabo andlisis estadisticos descriptivos de las variables
demograficas. Se analizé la normalidad de la distribucion de los datos en base a la prueba de
Lillefors. Para analizar las diferencias entre los grupos se utilizé la prueba t de Student o su
contraparte no paramétrica de Mann Whitney. Se utiliz6 el paquete estadistico STATISTICA 7
(StatSoft, Inc.) y se consideré el valor de p < 0.05 como significativo.

RESULTADOS

Se evaluaron un total de 57 sujetos de los cuales 32 fueron del grupo control y 25 del grupo de
estudio en el que 21 estaban con tratamiento de atorvastatina y 4 con simvastatina de 20 mg /
dia. En la tabla 1 se muestran las caracteristicas clinicas por grupo las cuales mostraron una
diferencia significativa tanto en la edad (p=0.001) como en los niveles de glucosa (p=0.00002)
entre los grupos, mientras que el resto de las variables fueron similares. El tiempo de evolucién de
la Diabetes Mellitus fue de 0.2+0 afios del grupo control y 1.8+0.8 afios del grupo de estudio. El
tiempo de tratamiento con estatinas en el grupo de estudio fue de 8.3+2.6 meses.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los participantes.

Variable Grupo Control Grupo de Estudio

Media + DE Media + DE t/z P

n=232 n=25

Edad (afos) 45+ 7 505 -3.1 0.001
Glucosa (mg/dL) 101 £ 22 137 £43 -4.2 0.00002
Triglicéridos (mg/dL) 229 + 168 213+ 104 -0.5 0.6
Colesterol (mg/dL) 214 + 32 195 £ 47 1.7 0.08
HDL (mg/dL) 57+6 59+7 -0.6 0.5
LDL (mg/dL) 115+ 33 94 + 37 2.3 0.03
VLDL (mg/dL) 46 + 34 43 £ 21 -0.5 0.6

En los parametros periodontales no se observé una diferencia significativa en la profundidad
del surco periodontal como en el sangrado al sondeo en el grupo control a diferencia de la
recesion marginal, insercion clinica y movilidad dental en las que se encontré una tendencia mayor
en el grupo de estudio. A pesar de estas tendencias no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas.

La tabla 2 muestra las mediciones radiograficas en las que se obtuvieron tanto las lineas
extra-camerales horizontales (linea B) como las intra-camerales (linea A) que se mantuvieron
sin diferencia significativa entre el grupo control y el de estudio (p=0.1 y 0.6, respectivamente). Por
otra parte se encontré diferencia significativa (p=0.003) entre los grupos con respecto de la
linea interna vertical (linea C) sin observarse cambios en la linea externa vertical (linea D).

Tabla 2. Dimensiones radiograficas

Variable Grupo Control Grupo de Estudio

Media + DE Media + DE t/z P

n =32 n=25

Linea A (mm) 3.8286 + 0.6920 3.9506 + 0.4172 0.5 0.6
Linea B (mm) 10.3409 £ 0.6171 10.5813 £ 0.7394 -1.3 0.1
Linea C (mm) 1.0865 + 0.3482 0.7870 + 0.6164 2.9 0.003
Linea D (mm) 3.8755 + 0.6974 3.7485 + 1.2811 0.5 0.6
Prop. Horizontal (mm) 0.3690 + 0.0550 0.3733 + 0.0301 -0.4 0.7
Prop. Vertical (mm) 0.2801 £ 0.0787 0.2102 £ 0.1231 2.5 0.01

Finalmente se realizd un sub-analisis entre los sujetos que tomaban estatinas dividiéndolos en dos
grupos: con (n=13) y sin diabetes mellitus tipo 2 (n=12). Se introdujeron como covariables la edad y
los niveles de glucosa. No encontrandose diferencias entre los grupos. Por lo que la inclusion
de pacientes diabéticos no modificé la diferencia significativa encontrada en la distancia vertical.

CONCLUSIONES
El tratamiento via oral con Simvastatina o Atorvastatina de 20 mg / dia podrian reducir la

dimension vertical de la camara pulpar en hombres, independientemente de la edad y los
niveles de glucosa
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MASCARAS ARTESANALES DE LA FIESTA MAZAHUA: XITA CORPUS
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RESUMEN

México se caracteriza por su riqueza cultural y se ve reflejada en tradiciones ancestrales como la
fiesta Xita Corpus, que se festeja el primer jueves de Corpus en el municipio de Temascalcingo,
que esta ubicado a mas de 150 kildmetros de la Ciudad de México. Esta tradicién, se remonta a la
época prehispanica y los pobladores relatan que surgi6 a partir de una fuerte sequia, por lo que los
residentes imploraban a los dioses por la llegada de las lluvias mediante gritos, uso de mascaras y
vestimentas para llamar la atencién de sus deidades. Después de la conquista espanola los cultos
catolicos de Corpus Christi fueron incorporados con éxito por los indigenas ya que la fecha
coincidia con el ciclo agricola, de manera que la tradicion indigena se fortalecio al fusionarse con la
celebracion Corpus Christi. Los atuendos que utilizan para esta celebracion son mascaras grandes
que evidencian senilidad con pliegues articulados, orejas y mentdon que sobresalen del rostro;
barbas y cabellos prolongados. Esta indumentaria es elaborada artesanalmente a base de troncos
del maguey, hojas de maiz, ixtle y pirul, confeccionada por indigenas otomies y mazahuas.
Algunos artesanos emplean diferentes herramientas, que van desde sélo un cuchillo, un taladro y
una lima, pero hay quienes utilizan herramientas mas completas para tallar una sola pieza con
afadiduras detalladas en la mascara. Los disfraces son complementados con ropa vieja,
cascabeles, cajas rusticas hechas con tablas delgadas (huacal), canastos y metales, que llaman la
atencion de la concurrencia. Actualmente, la finalidad de la fiesta Xita Corpus es la invocacién de la
lluvia para asegurar las cosechas de los lugarefos. El objetivo de este trabajo es dar a conocer
una de las muchas tradiciones que tiene Temascalcingo (Estado de México); la autenticidad y los
elementos naturales propios de la zona, de los cuales aprovechan para el confeccionamiento de
los atuendos utilizados para la celebracién de Corpus Christi.

INTRODUCCION

Etimolégicamente la palabra persona, proviene del término griego “prosopon’, méscara utilizada
por los actores del teatro griego, complementandose méas tarde como prosopon-mascara,
significando lo mismo que prosopon-rostro: lo que se presenta a la vista de los otros, frente a las
partes tapadas del cuerpo y la expresion “mascara” como aquello que oculta esa singularidad,
aquello que lo remite a una categoria, a un estereotipo, que corre el riesgo de ser intercambiable,
borrable, prescindible (Betancur, 2010).

Uno de los elementos significativos de la fiesta mazahua: Xita Corpus, son las mascaras
artesanales que utilizan los pobladores de la zona de Temascalcingo. La palabra “Xita” esta
compuesta por el lexema Si que significa “piel” al mismo tiempo que “envejecimiento” y el lexema
ta, “principio masculino”; por tanto, Xita es empleado para designar al abuelo o anciano (Galinier
1990, citado en Zaldivar 2014).

Esta celebracion convertida en tradicion, se remonta a la época prehispanica, y pobladores
autoctonos relatan que surge a partir de la experiencia de una fuerte sequia, esta situacion motiva
a los residentes a implorar a los dioses por la llegada de las lluvias, mediante gritos, el uso de
mascaras y vestimentas para llamar la atencién; por otro lado, algunos cronistas destacan que la
fiesta de Corpus Christi inicié en 1524, con la llegada de los primeros franciscanos mencionando a
fray Toribio de Benavente, Jeronimo de Mendieta y Juan de Torquemada, quienes describieron
esta festividad en el siglo XVI (Fernandez y Martinez 2002). Después de la conquista espafiola los
cultos catdlicos de Corpus Christi fueron adoptados facilmente por los indigenas porque la fecha
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coincidia con el ciclo agricola y se fortaleci6 la tradicion de esta festividad gracias a la fusion de
ambas creencias.

Temascalcingo y la fiesta de Xita Corpus (Otomi-Mazahua)

El lugar donde se realiza la festividad de Xita Corpus es Temascalcingo y el origen de esta palabra
proviene de “Temazcal’ o “bafio de vapor” (Lina, 2010), lugar donde nacié el pintor paisajista José
Maria Velasco. Este municipio del Estado de México, esta ubicado entre los 2,300-3,300 msnm
(Prontuario de informacion geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos, 2009), y a 150
km de distancia de la Ciudad de México, colindando al Norte con el municipio de Acambay y al Sur
con los municipios de El Oro y Atlacomulco (figura 1).
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Figura 1. Ubicacion geografica de Temascalcingo y las comunidades aledafias (INEGI, 2005).

Pueblo Indigena Mazahua

La palabra mazahua, significa "gente del venado", sus raices provienen de la fusion racial y cultural
de los asentamientos tolteca-chichimecas. La poblacién Mazahua constituye uno de los grupos
étnicos mas numerosos del Estado de México; estan asentados en los municipios de San Felipe
del Progreso, Ixtlahuaca y Atlacomulco (CEDIPIEM, 2015), sin embargo existen otros grupos
minoritarios que habitan la zona de Santiago Coachochitlan y San Pedro el Alto que influyen
marcadamente en los habitantes de Temascalcingo.

Pueblo Indigena Otomi

La palabra otomi, es de origen nahuatl que significa: "Flechador de pajaros". Los otomies o hAdhfiu
aparecen como un pueblo ligado a los Olmecas. Antes de los Toltecas, fueron los primeros
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pobladores en el Valle de Tula (CEDIPIEM, 2015). Por otro lado el pueblo Otomi se le atribuye la
palabra “Xita”, que significa “abuelos” (Questa y Utrillo 2006).

Fiesta Mazahua-Otomi

En el municipio de los “Temazcales”, se fusionan los mundos Mazahua-Otomi, para llevar a cabo la
fiesta tradicional Xita Corpus o Viejos de Corpus, celebrada el primer jueves del mes de junio. Esta
tradicion prehispanica tiene lugar en el centro del pueblo, en la parroquia de San Miguel Arcangel,
mazahuas y otomies provenientes de los barrios: Bonshd, Maro, Corona, el Calvario, La
Magdalena, Andaré, El Puente, Boqui, Puruahua, El rodeo, Ahuacatitlan y Cruz Blanca danzan e
invocan a la lluvia mediante atuendos de grandes mascaras que evidencian senilidad con pliegues
articulados, orejas y menton que sobresalen del rostro, barbas y cabellos prolongados (figura 2).

Fate: Foberto MO

\

Figura 2. Mascara utilizada durante el dia Xita Corpus o Viejos de Co}pus.

De acuerdo con Roberto Nufez (comunicacion personal), confeccionador de vestuarios para la
festividad Xita Corpus, la mascara es elaborada artesanalmente con elementos naturales propios
de las culturas otomi y mazahua. Para ello utilizan “quiote” (del nahuatl “kiotl’ que significa retofio o
vastago de maguey) e ixtle (que en nahuatl significa fibora de maguey o agave) combinado con
hojas de maiz y pirul (xaza en otomi peloncahuitl o caoalcuahuitl en nahuatl) y para tallar una sola
pieza de “quiote” algunos artesanos emplean diferentes herramientas que van desde sélo un
cuchillo, un taladro o una lima, hasta quienes utilizan herramientas mas completas (figura 3).
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Figura 3. “Quiote” utilizado para la elaboracion de las mascaras con rostro de “Xita”.

Fata: Raberla Mo e:

Ademas de las mascaras el atuendo va acompafado con sombreros confeccionados con costales
de cemento o como lo sefiala Vazquez et al. (2015) de ramas de perlilla (Symphoricarpos
microphyllus) arbusto propio de la zona, ropa vieja, cascabeles, utensilios de cocina hechos de
barro (jarros, cazuelas y ollas), macetas con plantas de maiz, cajas rusticas (huacal), canastos y
metales, que atrapan la atencién de la concurrencia.

En el municipio de Temascalcingo, existen aproximadamente ocho talleres dedicados a la
elaboracién de estos tipicos atuendos para Xita Corpus, cada uno creando diferentes formas y
estilos propios. En los talleres se crean mascaras de cualquier tamafo, cuyo precio es de entre
400 pesos (para nifo) a 5, 000 pesos (para adulto), dependiendo del tamafio en las mascaras, los
detalles y accesorios que la complementan (figura 4).

3

Figura 4. Mascara Xita para nifo (zquierda), méscra Xita para adulto (derecha) (Roberto Nufez,

comunicacién personal).

CONCLUSIONES
La celebracion de Xita Corpus o Viejos de Corpus, como resultado de la convergencia de dos
culturas prehispanicos Mazahua-Otomi reiteran la identidad que aun poseen estos pueblos
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indigenas a través de varias generaciones. El aprovechamiento y uso de fuentes naturales para el
disefio y confeccionamiento de atuendos simbdlicos, marca la armonia y conexiéon que guardan
estos pueblos con la naturaleza.
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RESUMEN

Con el progreso de los sistemas de administracién de farmacos basados en la nanotecnologia, las
evaluaciones farmacocinéticas de estas formulaciones han ganado mucha atencién. Debido a que
el cumplimiento de cualquier objetivo terapéutico por un sistema de suministro de un farmaco
novedoso requiere que la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) deban ser
considerados desde las primeras etapas del disefio del sistema hasta la evaluacion clinica, el
conocimiento de los aspectos farmacocinéticos relacionados con ADME es una parte crucial. Los
principales objetivos de los sistemas de administracion de farmacos basados en la nanotecnologia
desde un punto de vista farmacocinético son: un mejor perfil de liberacion in vivo; una absorcion
mejorada; distribucion dirigida al sitio de accion; un patron modificado del metabolismo, un
prolongado tiempo de residencia en el cuerpo y el retraso y/o disminucion de la excrecion del
farmaco. En consecuencia, el objetivo de la presente revision es presentar un resumen del analisis
farmacocinético de los sistemas de administracion de farmacos basados en la nanotecnologia.

TEORIA.

La “nanociencia” es el estudio de fendmenos y la manipulacién de materiales a escala atémica,
molecular y macromolecular, donde las propiedades difieren significativamente de las de mayor
escala; y “nanotecnologias” son el disefio, la caracterizacién, la produccién y la aplicacién de
estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de la forma y el tamafo, a escala
nanométrica (5).

Los campos crecientes de la nanociencia y la nanotecnologia han transformado muchos sectores
de la industria, las areas de biotecnologia, electronica, cosmética, ciencias alimentarias y
farmacéutica. En particular, la aplicacion estratégica de las nanotecnologias a la investigacion y el
desarrollo farmacéutico ha llevado al desarrollo exitoso de nanofarmacos, descritos como sistemas
de suministro de farmacos desarrollados para operar en el rango de tamafio nanométrico con
propiedades de ingenieria novedosas que proporcionan beneficios médicos en el tratamiento
clinico de varias enfermedades (2).

Hoy en dia varias enfermedades como la diabetes, el cancer, la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Alzheimer, las enfermedades cardiovasculares y la esclerosis multiple, asi como
diferentes tipos de enfermedades inflamatorias o infecciosas graves (por ejemplo, el VIH)
constituyen un elevado niumero de enfermedades graves y complejas que plantean un problema
grave para la humanidad. La nanomedicina es una aplicacion de la nanotecnologia que trabaja en
el campo de la salud y la medicina, hace uso de nano materiales. En el futuro, la nanomedicina
beneficiara a la nanotecnologia molecular. El area médica de la aplicacién de nanociencia tiene
muchos beneficios proyectados y es potencialmente valiosa para todas las razas humanas; con la
ayuda de ésta, puede ser posible la prevencion de las enfermedades, la detecciéon temprana, el
diagndstico mejorado, el tratamiento adecuado y el seguimiento.

Actualmente la investigacion sobre nanofarmacos esta a la vanguardia; los primeros esfuerzos se
centraron en mejorar las propiedades moleculares de agentes terapéuticos y diagnésticos ya
disponibles, pero mas recientemente, se ha intentado aplicar nuevas modalidades terapéuticas y
de diagndstico para mejorar la capacidad de desarrollo. Los principales objetivos en el desarrollo
de los nanofarmacos son: 1) la focalizacion y el suministro especificos de farmacos, 2) mayor
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seguridad y biocompatibilidad, 3) desarrollo de nuevos medicamentos con un amplio margen de
seguridad y 4) comportamiento farmacocinético mejorado (6).

Tedricamente, los nanofarmacos pueden pasar facilmente a través de los vasos sanguineos
capilares finos y el endotelio linfatico, y pueden tener tiempos de circulacion mas largos en la
sangre y/o mayor capacidad de unién y acumulacién en algunos sitio de accién (7). En particular,
las nanotecnologias se han utilizado para desarrollar farmacos dirigidos a un sitio de accion
especifico para el tratamiento de enfermedades cerebrales (8). Los nanofarmacos también pueden
producir menos respuesta inflamatoria e inmune en los tejidos en comparacién con farmacos de
mayor tamano. Sin embargo, a pesar de estas atractivas caracteristicas, dependiendo de sus
caracteristicas fisicoquimicas (como la superficie de las particulas, el tamafo y la composicién
quimica), los nanofarmacos pueden inducir estrés oxidativo, dafio genético y la inhibicion de la
division celular y muerte celular (9). La nanotoxicologia estd emergiendo como una importante
subdisciplina de la nanociencia y la nanotecnologia debido al hallazgo de los efectos toxicos
crecientes derivados del uso de los nanofarmacos y nanomateriales en organismos vivos.

Caracteristicas farmacocinéticas generales de los nanofarmacos

Una compleja serie de factores determinan el rendimiento biolégico de los nanofarmacos: las
propiedades fisicoquimicas del agente bioactivo a suministrar, la nanoestructura utilizada para el
suministro, las interacciones entre estas dos series de caracteristicas, asi como el conjunto de
eventos impuestos sobre los nanofarmacos por el cuerpo huésped.

Los factores fisicoquimicos relacionados con las nanoparticulas no soélo controlan el tiempo de
residencia de los nanofarmacos dentro de la circulacion sanguinea, sino que también juegan un
papel importante en el patron de distribucion tisular, el modo de internalizacién celular, el trafico
intracelular, la liberacién de contenido y la toxicidad. Los factores fisicoquimicos incluyen la
distribucion del tamafio de las particulas, la forma, la densidad, la composicién quimica, las
propiedades mecanicas (por ejemplo, la rigidez y la resistencia) y las caracteristicas superficiales
(por ejemplo, hidrofilicidad/hidrofobicidad, conformacion de polimeros/ligandos adsorbidos
superficialmente o injertados, densidad superficial, etc.) (10-12).

Una serie de factores biolégicos relacionados con la anatomia y la fisiologia del organismo
huésped pueden influir en el tiempo de circulacion y en el perfil de distribucion tisular de un sistema
portador de farmaco nanoparticulado y, por tanto, en el perfil farmacocinético del farmaco que se
administra (13).

Basicamente, estos factores afectan a uno o mas elementos del sistema ADME y dan como
resultado una nueva concentraciéon de farmaco frente a la curva de tiempo con respecto a
diferentes compartimentos biolégicos. Por lo tanto, para conseguir mejores sistemas de entrega o
de diagnéstico y/o objetivos terapéuticos a partir de nanoparticulas, es necesaria una comprension
completa del perfil farmacocinético del agente terapéutico de interés, asi como la interaccion
especifica 0 no especifica de la nanoestructura(s) con diferentes tejidos y tipos de células,
incluyendo el patrén de biodistribucion.

En general, acontecimientos secuenciales le suceden a las nanoestructuras asociadas a farmacos
dentro del organismo después de su administracion; los nanoacarreadores entran en el cuerpo, se
absorben (en el caso de las nanoestructuras extravascularmente administradas), y se distribuyen a
través de la circulacion sistémica a varios érganos o tejidos. Se someten a varias modificaciones o
conservan su estructura original, entran en las células de un érgano durante un periodo de tiempo
antes de ser degradadas y finalmente desaparecen del cuerpo a través de diferentes vias de
eliminacion, principalmente a través del higado y el rifidn (14).

De esta secuencia tipica, pueden producirse algunas desviaciones dependiendo de la
nanoestructura y del farmaco que se administra. Paralelamente a estos escenarios, la cinética de
liberacién del farmaco fuera del nanoacarreador juega un papel clave en la interfaz farmaco-
acarreador. Si el farmaco abandona el vehiculo inmediatamente después de la administracion, las
caracteristicas farmacocinéticas del farmaco rigen el comportamiento final, o en el otro extremo,
cuando el farmaco no abandona el portador en absoluto, el resultado es determinado por el
comportamiento de desintegracion/eliminacion del acarreador en el cuerpo. Sin embargo, las
situaciones reales reportadas hasta ahora, reflejan una combinacién de estos dos
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comportamientos. En la Tabla1, se presenta un enfoque ADME para describir los diferentes
fendmenos que una nanoestructura experimenta dentro del organismo, para explicar los principales
factores que determinan el destino de una nanoestructura portadora de farmacos (10).

Tabla 1. Breve descripcion de los principales eventos que puede experimentar una
nanoestructura a través del proceso ADME.

Proceso Principales eventos
ADME

+ Las particulas cargadas positivamente se absorben mas
eficientemente a través del tracto gastrointestinal en comparacion
con las negativas y neutras.

- La absorcion Gl de nanoparticulas mas pequefnas parece ser
mayor que los tamafios mas grandes.

+  Mas del 80% de las nanoparticulas inhaladas de tamafio <100 nm
pueden ser acumuladas en el tracto respiratorio.

Absorcion + Las nanoparticulas inhaladas pueden considerarse absorbidas a
través de la via del nervio olfativo.

+  Después de la aplicacion de un movimiento de flexién, las
particulas de 50-100 nm penetran a través de la epidermis.

+ Las particulas cargadas negativamente penetran la epidermis mas
eficientemente en comparacion con las negativas y neutras.

- Las nanoparticulas de formas esférica y elipsoidal migraron a
través de la dermis intacta.

+  Las nanoparticulas con el tamafo de 100-150 nm pueden moverse
en gran medida desde el sitio de inyeccion subcutédnea en el
torrente sanguineo en comparacién con las mas grandes.

+ La hidrofilicidad/hidrofobicidad de las superficies de las
nanoparticulas tiene un papel importante en el drenaje linfatico
desde el sitio de inyeccién hasta los linfaticos circundantes.

+ Las nanoparticulas con rangos de mayor tamafo se recuperaron
Unicamente dentro del tracto Gl, mientras que los tamafios mas
pequefos se distribuyeron en los rifiones, el higado, el bazo, los
pulmones y hasta el cerebro.

- El perfil de distribucion de las nanoparticulas depende de los
determinantes de tamafio, carga y recubrimiento funcional.

Distribucién + Las nanoparticulas pueden distribuirse significativamente al
higado, corazon, rifidn, bazo y cerebro a través de la circulacion
sistémica después de la absorcion pulmonar.

+  Cuando el diametro de las nanoparticulas era inferior a 100 nm, la
entrada del cerebro fue mas pronunciada.

+ Las nanoparticulas cargadas positivamente tienen una tasa mas
alta de absorcion por el sistema reticulo endotelial en comparacién
con las neutras o negativamente cargadas.

- El patrén de metabolismo del farmaco cargado en nanoparticulas
seria alterado debido a ser enmascarado de las enzimas
metabolizantes.

Metabolismo - Las nanoparticulas inertes pueden metabolizarse eficazmente en el
cuerpo.

+ Las nanoparticulas con grupos funcionales se metabolizarian
mediante vias de bioconversion enzimatica quimica.

Excrecion + No so6lo la composiciéon quimica, sino también el tamafo de una
nanoparticula puede influir en su excrecion.
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La cinética de liberacién del farmaco del vehiculo debe ser considerada cuidadosamente antes de
ser probado en estudios in vivo, esto es de gran importancia en la entrega del farmaco al sitio de
acciéon. La via de entrada es importante en el grado y extension de la aparicion o llegada del
farmaco a la circulacion sanguinea. Dependiendo del tipo de nanosistema utilizado, la via de
eliminacién de particulas del cuerpo huésped puede ser principalmente hepatica o renal. El
metabolismo hepatico implica la bioconversion de la estructura de las particulas por enzimas
hepaticas. Se ha publicado un numero limitado de estudios sobre la excrecion renal de los
nanoacarreadores, y la interaccion entre el portador y los mecanismos excretores renales siguen
siendo en gran parte no identificados, por lo que el tema de la generaciéon de productos téxicos
como resultado del metabolismo hepatico de los nanoacarreadores debe ser considerado
cuidadosamente para cada nueva administracion de nano-farmacos.

Los nanosistemas farmacéuticos se pueden administrar por todas las vias tanto locales como
sistémicas permitiendo controlar la liberacién y biodistribucién del farmaco, mejorar su absorcién a
través de epitelios o células y protegerlo de su degradaciéon. Sin embargo, hasta el momento
actual, aun no existe un nanosistema farmacéutico universal adecuado para la liberaciéon de
cualquier farmaco.

CONCLUSIONES

Se espera que con el uso de la nanotecnologia el tratamiento de las enfermedades mejore
significativamente el tratamiento y el diagndstico (15). Muchas de las mejoras seran importantes,
pero incrementaran los efectos secundarios del tratamiento, la capacidad de modificar la
dosificacion de farmacos y la capacidad de rastrear la administracion de terapias con imagenes en
modalidades terapéuticas. Sin embargo, se espera que algunas aplicaciones hagan una diferencia
importante, pues la capacidad de cruzar barreras biolégicas puede permitir, por ejemplo,
tratamientos mas efectivos de canceres cerebrales y pancreaticos.

En general, se espera que otros progresos en el area se muevan en dos vias paralelas. La primera
se asociara con la traduccién continua al entorno clinico; mientras que la segunda, se dirigira al
desarrollo de nuevas herramientas y técnicas en el campo de la investigacién, donde la innovacion
continua en el area de nanomateriales conducira a disefios mas sofisticados y multifuncionales de
nanoparticulas y nanoacarreadores.
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Resumen

Las Gerencias Municipales son una herramienta organizacional que facilita la toma de decisiones
y fortalece la comunicacion entre los principales involucrados en la hechura, implementacion y
evaluacion de las diferentes politicas publicas que impulsa el gobierno. Sin duda, esta figura
normativa obedece a un nuevo esquema en la forma de hacer politica que tiene sus origenes en
las escuelas norteamericanas de la administracion publica.

INTRODUCCION

El City manager

El origen de este término obedece esencialmente a las circunstancias de crisis sociales,
gubernamentales y politicas que vivieron ciudades mas de un siglo y en las cuales se exigia una
manera profesional de actuar sobre las problematicas que la dinamica social demandaba.

Por consiguiente aparece la figura de una autoridad la actuacion debe ser ejecutada por
"profesionales" que cuentan con las competencias claras y precisas para una buena funciéon, mas
alla de la voluntad, preparacion y experiencia general.

Los Gerentes de ciudad evolucionaron con el paso de los afios dando otras figuras como el
gerente municipal, el término de gerente municipal es aquella persona que en una organizacion
tiene la responsabilidad y obligacion de guiar a los demas, de dictar y dar 6rdenes y de lograr que
las cosas se realicen, para poder cumplir correctamente con el objetivo, del mismo modo el gerente
debe tomar decisiones que sean de impacto en el equipo de personas con las que labora, el rol
que desempeia una gerencia es fundamental para el correcto funcionamiento del ente publico que
se desempefia.

La Gerencia Municipal son estructuras que tienen como funcién dinamizar todas las decisiones de
operatividad para lograr eficacia y eficiencia en el sector publico.

Las gerencias municipales tienen su origen en las escuelas anglosajonas de administracién publica
y copian en esencia las funciones de la iniciativa privada. Por tanto, se implementan esquemas de
operatividad del sector empresarial hacia las administraciones publicas y parte de un modelo
parlamentario.

Esta figura vienen dando resultado en paises como: Argentina, Colombia, México, Venezuela,
Brasil y Uruguay. Canada, Chile, Peru, Estados Unidos, Australia, India, Honduras, Inglaterra, entre
otros.

La figura de gerente de la ciudad debera tener una temporalidad en el desempefio de sus
funciones que vayan mas alla (12 meses) de las administraciones gubernamentales.

Los cuales tienen como funcidn la coordinacidn, organizacion, planteamiento, direccion y control de
todas acciones del organismo municipal y hacen una evaluacién del desempefio de los titulares de
area a su cargo.

Es el instrumento encargado de la gestion de la calidad de todas las actuaciones de la
corporacion, y de manera particular, en lo que se refieren a asegurar el funcionamiento de los
servicios publicos municipales y realizacion de la inversién municipal.

La administraciéon publica o gubernamental a nivel municipal, la ruta de accién es distinta y
depende del marco legislativo existente. Por lo general operaciéon y administracion del gobierno
municipal estan bajo una misma persona, en este caso un presidente municipal. A esto debe
afiadirse sus funciones legislativas y politicas. Sin duda todo ello es una responsabilidad
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sumamente amplia y sobre todo complicada, sin importar el tamafio del municipio, aunque si hay
algunas diferencias.
Ante el anterior panorama, algunos gobiernos municipales juntos la evolucién de la gerencia de la
ciudad se han creado figuras administrativas que apoyen al presidente municipal con sus tareas
operativas y administrativas.
Hay dos figuras administrativas:

a) Administrador Municipal (Chile, Pert, Honduras,)

b) Jefe de Gabinete o Gerente municipal
Ambas figuras tienen grandes diferencias. La figura del administrador municipal por lo general no
estan institucionalizadas, es decir, su existencia no se plasma en el correspondiente reglamento
municipal o bien en el manual de organizacion. Este hecho le hace vulnerable a los cambios de
gobierno. Ademas, por ser una figura totalmente anclada al presidente municipal.

El gerente municipal como vinculo con alcalde y coordinadores

El gerente municipal tiene la tarea de recolectar y evaluar las lineas o ejes de accion de las
coordinaciones en su mando, para asi poder plantear junto con los coordinadores salida y
estrategias que beneficien a la poblacion.

Por consiguiente ellos son basicamente quienes tomas las decisiones que le dan rumbo al
municipio con ideas plasmadas en acciones que mejoraran el trayecto.

Una de las grandes ventajas del trabajo en conjunto es poder colaborar de manera mas eficiente
creando un filtro de operacioén, donde la informacién se entrega en tiempo y forma asi cumplir con
el objetivo; donde el gerente municipal recibe toda la informacién de las coordinaciones a su cargo.

Las gerencias municipales como instrumento con la participacion ciudadana.

El gerente de ciudad es una herramienta de gran importancia para vincular a los ciudadanos con la
admiracion publica, el gerente municipal puede auxiliar, asesorar y orientar a los ciudadanos.

La participacion ciudadana en una forma en que los individuos se involucran en los espacios de la
politica publica municipal, esta participacion esta arraigada al nuevo modelo gubernamental ya
mencionado que se lleva a cabo por el gobierno- sociedad que tiene por finalidad construir una
cultura de ciudadania. Nuestra sociedad es una criatura estatal, pero de un estado moderno de
derecho, que garantiza los derechos de sus ciudadanos, exige el cumplimiento de obligaciones,
respeta y fomenta la autonomia social.

Suele dificultarse la participacion ciudadana si los integrantes no muestran poseer capacidades
informativas, cognitivas, técnicas, morales, financieras y civicas para resolver un objetivo publico
de valor, a falta de estas solo se podria hablar de una queja o una critica mas que una
participacion ciudadana formal, para que su participacidon no seas solo intelectual sino practica, en
el disefio y en el proceso.

CONCLUSIONES

Los desafios a futuro

El desafio mayor, complejo, de cultura ciudadana y de larga efectividad, es lograr la unién y hacer
red; ciudadano con gerencia municipal de tal forma que ambos con una buena comunicacién
obtengan una fuerza superior para beneficio para la sociedad.
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RESUMEN

El menisco es un tejido que forma parte y estabiliza la articulacion de la rodilla. La regién externa
vascularizada esta formada por fibrocondrocitos. La zona interna avascular por condrocitos
responsables del mantenimiento funcional del menisco. Diferentes tipos de lesiones meniscales se
han asociado con la severidad del dafio al cartilago en enfermedades como la osteoartritis. El
objetivo es comparar los cambios histolégicos que ocurren en el menisco humano con diferentes
lesiones meniscales articulares. Se colectaron muestras de menisco humano de pacientes
sometidos a menisectomia. Fueron fijados en paraformaldehido (PFA)-PBS al 4%, deshidratados y
embebidos en parafina. Los cortes histoldgicos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina, safranina-
O, azul alciano, azul de toluidina y picrosirius. Se realiz6 una inmunolocalizacion con CD34 para
determinar el grado de vascularidad. Se observaron cambios importantes en la menisectomia
aislada, la producida por inestabilidad de la rodilla y reconstruccion de ligamento cruzado anterior y
por degeneracion meniscal. Los resultados muestran que a mayor dafio articular se observa
hipocelularidad, desorganizacion de las fibras de colagena, con edemas, quistes, células
picnéticas, separacion fibrocartilaginosa, mucinas, alteracion en la produccion y cantidad de
proteoglicanos, alteracién en la organizacion y tipo de fibras de colagena y un aumento en la
vascularidad. Esto resultados muestran que es alto el riesgo de desarrollar osteoartritis en rodilla
por dafio al menisco, por lo que estudios que demuestren cambios importantes en la celularidad y
en la producciéon de MEC, pueden apoyar a entender la falla en la reparacién y regeneracion de
estos tejidos.

INTRODUCCION

El menisco es una estructura semicircular que se encuentra localizado entre la superficie articular
del fémur vy la tibia en la rodilla (Figura 1A). La articulacion tiene un menisco medial y uno lateral.
La regidn externa o periférica del menisco es un area vascularizada e inervada, la region interna no
contiene vasos sanguineos ni esta inervada (Figura 1B). Dos tercios externos del menisco son
fibrocartilago, mientras que la zona interna esta arreglada como cartilago hialino (1). La coldgena
tipo | tiene una predominancia del 90%, la colagena tipo Il se encuentra en la zona interna del
menisco y hay pocas cantidades de colagena Ill, IV, V y VI. Ambos meniscos contienen células
llamadas fibrocondrocitos quienes mantienen la matriz extracelular. La matriz contiene en un 75%
colagena tipo | y el resto esta formado por proteoglicanos, proteinas de adhesion y elastina. Las
fibras de colagena estan tejidas firmemente y estan arregladas en un patrén circunferencial que le
da fuerza y resistencia, asi como la fuerza de compresion en el lado interno y la carga tensil en la
parte periférica. Las principales funciones del menisco son absorber el choque y la transmision de
carga durante el movimiento de la articulacién, asi como durante la carga estatica y la limitaciéon de
la flexién y la extensién (2). Es comun que el menisco pueda sufrir lesiones y por lo tanto requerir
de alguna cirugia para su reparacion o su eliminacién (menisectomia). La eliminacién parcial o
completa del menisco conlleva a la deformacién de la articulaciéon, se incrementa la fuerza de
contacto del cartilago articular y esto da como resultado un deterioro intra-articular en la rodilla y
por lo tanto el desarrollo de la osteoartritis (OA) (3). El ligamento cruzado anterior (LCA) es un
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importante estabilizador de la rodilla, funciona como el principal limitante que previene la rotacion
anterior de la tibia en el fémur y estabiliza el estrés del valgus. Lesiones al LCA frecuentemente
dan como resultado una inestabilidad y una limitada funcién de la rodilla (4). La mayoria de los
pacientes con defecto del LCA pueden caminar normalmente, pero poco a poco van presentando
un deterioro radiolégico y funcional debido al avance de la OA. La relacion entre la OA vy la ruptura
del LCA es una de las principales razones citadas en la reconstruccién del LCA, aunque aun no
esta completamente claro que causa exactamente la OA después de la ruptura del LCA (5). Existe
una fuerte evidencia de que el menisco dafado puede llevar a cambios osteartriticos en las rodillas
con o sin dafo en el LCA. Diversos trabajos han demostrado que cuando ocurre un desgarre
meniscal puede ocurrir al mismo tiempo una ruptura del LCA y que el dafo al menisco incrementa
con el dafo al LCA por la carga anormal y las fuerzas de cizallamiento. El dafio meniscal se puede
prevenir con la reconstruccion del LCA (6). Hasta el momento existen pocos trabajos que describen
los cambios histopatoldgicos observables en el menisco osteoartritico, pero no se han reportado
trabajos que describan los cambios histoléogicos en menisco humano lesionado con ruptura del
LCA. Por lo que este trabajo se realizd para conocer y describir los cambios histolégicos en la
matriz extracelular en el menisco dafiado con y sin antecedentes de lesion del LCA. Cambios que
podrian apoyar a entender el efecto del desgarre meniscal y la inestabilidad de la articulaciéon sobre
el desarrollo de la OA

LG assaian crulns
Boeior WOFL
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LA | B .
Figura 1. Anatomia de la rodilla (A) y de los meniscos (B) en la articulacion de la rodilla de humano.
Los meniscos estan localizados entre el fémur y la tibia (A). Los meniscos estan atravesados por
diferentes ligamentos, los cuales estabilizan la rodilla (B). Los cuernos de unién conectan la placa
tibial al menisco (B). (Tomado de Elephterios et al. 2012).

OBJETIVO

Observar y describir los cambios histopatologicos observados en meniscos asociados con y sin
dano al LCA.

MATERIAL Y METODOS

Meniscos Humanos

Los menisco humanos fueron colectados con la aprobacion del comité de Investigacion del INR. Se
obtuvieron muestras de 9 pacientes con dafio meniscal que fueron sometidos a menisectomia por
razones clinicas. Se utilizo como control el producto de amputacién de un paciente joven por otras

causas.

Analisis Histologico
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Se obtuvieron fragmentos meniscales de cada uno de los pacientes. Estos fragmentos fueron
fijados en paraformaldehido (PFA) 4%-PBS (amortiguador de fosfatos) por 24 horas, deshidratados
en un gradiente de etanol hasta el 100% y fueron guardados a -20°C hasta su procesamiento. Una
porcion de aproximadamente 5 mm fue cortada y embebida en parafina Paraplast (Sigma-Aldrich).
Los cortes histoldgicos de 4 micras se hicieron en un microtomo Leica RM2125RT. Estos cortes se
montaron en un portaobjetos de vidrio para ser tefiidos. Los cortes fueron desparafinados usando
xileno y etanol y tefiidos para evaluar los cambios histolégicos (7). Cada fragmento de menisco fue
cortado transversalmente para poder observar, tanto la region interior avascular como la region
exterior vascular del menisco. Se llevaron acabo las tinciones de Hematoxilina y Eosina (H&E),
azul alciano, azul de toluidina, safranina-O y rojo picrosirio (8, 9). Todos los analisis se realizaron
usando un microscopio Axio Plan 2 Imaging Zeiss.

Cuantificacion y Desarrollo de un Sistema de Evaluacion Histologica

Se cred un sistema de evaluacién para comparar los cambios entre los diferentes grupos de
meniscos dafiados (Tabla 3). Los criterios fueron seleccionados de acuerdo a los cambios mas
significativos observados con respecto a una muestra control. El valor 0 representa las
caracteristicas histologicas de un menisco normal y los valores 1 a 4 representan el aumento en el
grado de dafio al tejido meniscal. El cual varia desde la degeneracion media, moderada o intensa.

Cuantificacion de Angiogénesis.

Para la cuantificacién de la presencia o ausencia de vasos sanguineos se llevd a cabo una
inmunohistoquimica, en tejido fijado en PFA e incluido en parafina, usando un anticuerpo
monoclonal anti-CD34 (monoclonal, clona QBEnd-10, BioSB) con una dilucion 1:500, con el
método avidina biotina-peroxidasa. Una vez identificada la sefial del anticuerpo se procedié a
cuantificar la cantidad de vasos presentes en el menisco a 20X y 40X, usando un microscopio Axio
Plan 2 Imaging Zeiss.

Analisis Estadistico

Las diferencias entre los tres grupos de pacientes estudiados fue analizado usando la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney. Se considero una significancia con una P <0.05. El analisis
estadistico se realizo usando el programa SPSS Statistics 17.0.

RESULTADOS
Clasificacion y Datos Clinicos de los Pacientes

Se obtuvieron fragmentos de menisco de 9 pacientes con diferentes dafios meniscales (ver tabla
1). Los 9 acudieron por dolor y limitacién del movimiento de la rodilla. Tres de ellos fueron
sometidos a una menisectomia por dafio en el LCA, el segundo grupo fue menisectomia sin lesion
del LCA y el tercer grupo tuvieron una menisectomia por dafio degenerativo. Las edades variaron
desde 16 afios hasta 53 afos con un promedio de 34 afios. La mayoria de los pacientes tenian
lesionado el menisco medial de la rodilla derecha. Solo un paciente con menisectomia
degenerativa presenté inestabilidad de la articulacidon de la rodilla y un paciente con menisectomia
con dafio al LCA presento limitacion funcional de la misma (Tabla 1).
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TABLA1. CLASIFICACION DE LOS PACIENTES MENISECTOMIZADOS

MENISECTOMI | EDA | DIAGNOSTICO MOTIVO DE CONSULTA CLINICA
A D

Lesion de LCA rodilla | Gonalgia o dolor en tobillo y | Dolor e inestabilidad en
LCA 43 derecha rodilla. rodilla

Lesion de LCA rodilla | Gonalgia o dolor y aumento de | Dolor a los esfuerzos,
LCA 27 izquierda volumen, limitacion funcional. bloqueo de rodilla

Gonalgia posterior a valgo

Lesion del LCA |forzado levantando objeto | Dolor e inestabilidad en
LCA 44 rodilla derecha pesado. rodilla.

Lesion de menisco

medial de rodilla | Dolor y aumento de volumen | Dolor y  limitacién
Aislada 53 izquierda rodilla. funcional.

Menisco discoide | Gonalgia y sensacion de

lateral rodilla | chasquido posterior a jugar | Dolor en linea articular
Aislada 16 derecha. soccer. medial.

Lesion en asa de

balde menisco | Gonalgia y chasquido | Dolor y crepitacion a la
Aislada 34 medial derecho posterior a extension. flexion y extension.

Lesion menisco Aumento de volumen

medial rodilla en linea interarticular
Degenerativa 29 derecha Dolor e inestabilidad. medial.

Lesion menisco

medial rodilla Dolor y sensaciéon de
Degenerativa 49 derecha Gonalgia. bloqueo.

Lesion menisco

medial rodilla | Dolor  posterior a valgo | Dolor en linea articular
Degenerativa 26 derecha forzado. medial.

Datos Clinicos de los Pacientes Menisectomizados.

Las edades para los pacientes con menisectomia degenerativa variaron entre 26 y 46 afos de
edad, siendo los pacientes mas jovenes (26 y 29 afios) los que tuvieron un mayor tiempo de lesién
previo a la cirugia. No se encontré correlacion entre la degeneracién meniscal con la edad. Para el
grupo de menisectomia por LCA no hubo correlacion entre la edad y los tiempos de lesion antes de
la cirugia. Es decir, que estos fueron muy variables con edades de 27 a 44 afios de edad y tiempo
de lesion de 12 a 24 meses. Para el grupo de menisectomia aislada a pesar de que los tiempos de
lesion fueron similares las edades variaron de 16 a 53 afios. No hubo diferencias entre el peso, la
talla y el indice de masa corporal (IMC) entre los tres grupos. El promedio del peso fue de 78 Kg
variando desde 58 kg hasta 96 kg. Con respecto la talla el promedio fue de 170 cm con rango de
155 a 176 cm. EI IMC fue en promedio de 29.4 con un rango de 22.65 a 31.22. No se encontraron
diferencias significativas entre los tres grupos (Tabla 2).

TABLA 2. DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES MENISECTOMIZADOS

MENISECTOMIA | EDAD | TIEMPO DE LESION | PESO | TALLA | IMC
HASTA LA CIRUGIA | (KG) | (CM)
(MESES)

LCA 43 24 58 160 22.65

LCA 27 12 78 172 26.37

LCA 44 12 68 166 24.68

4865




AVANCE DE LA CIENCIA EN MEXICO

AISLADA 53 5 75 155 31.22
AISLADA 16 4 69 169 24.16
AISLADA 34 5 96 176 30.99
DEGENERATIVA | 29 72 85 170 29.41
DEGENERATIVA | 49 12 94 174 31.05
DEGENERATIVA | 26 60 87 170 30.10

Sistema de Evaluacién Histolégica.

CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

Se cred un sistema de evaluacion para comparar los cambios histolégicos entre los diferentes
grupos de meniscos dafiados. Los criterios fueron seleccionados de acuerdo a los cambios mas
significativos observados (Tabla 3).

TABLA 3. VALORES DE EVALUACION HISTOLOGICA PARA CADA TINCION

HEMATOXILINA Y EOSINA (H&E)

<
L
o
g

Bordes:

Suaves

Ondulacion y fibrilacion leve

Ondulacioén y fibrilacion marcada

Fibrilacion y disrupcion intensa

Celularidad:

Normal

Hipercelularidad difusa

Hipocelularidad/acelularidad difusa o en regiones

Hipocelularidad, lagunas vacias, células picnéticas

WIN=|O(WIN|=[O

Colagena:

Fibras organizadas, matriz extracelular homogéneamente
eosindfila

o

Fibras organizadas, focos difusos de degeneracion hialina o
mucinosa

—_

Fibras desorganizadas, focos confluentes o bandas de
degeneracion hialina o mucinosa.

N

Fibras desorganizadas, separacion fibrocartilaginosa (edema,
formacién de quistes), deshilachamiento severo y lagrimas.

AZUL ALCIANO

Normal

Disminuido

Homogéneo

Heterogéneo leve

Heterogéneo moderado

AIWIN|2O|W

AZUL
TOLUIDINA

DE

Normal

Disminuido leve

Disminuido moderado

Disminuido intenso

Ausente

SAFRANINA-O

Normal

Disminuido leve

Disminuido moderado

Disminuido intenso

Ausente

BIWIN=2[O[A|W|IN|—~|O

ROJO PICROSIRIO

Morfologia
fibras:

de

Continua
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Discontinua

Nucleos

Fragmentada

Homogeneidad: Homogénea

Heterogénea

Areas mucinosas o laxas

BIWIN|(=2BWIN

Cavidades

Color: Verde, amarillo, naranja, rojo.

ANGIOGENESIS Presencia o ausencia de vasos sanguineo por CD34.

Analisis Histologico de Meniscos Humanos.

Para identificar las posibles diferencias entre cada grupo de menisectomia estudiado, se llevaron
acabo observaciones microscoépicas con diferentes tinciones histolégicas. Los resultados de cada
una de las evaluaciones obtenidas de cada grupo con las tinciones de H&E, safranina-O, azul
alciano y azul de toluidina se muestran en la tabla 4.

TABLA 4. VALORES OBTENIDOS DE LA EVALUAC!ON HISTOLOGICA EN CADA MENISCO
ESTUDIADO POR DIFERENTES TINCIONES HISTOLOGICAS.

TOTAL | AZUL AZUL DE | SAFRANINA-
MENISECTOMIA H&E H&E ALCIANO | TOLUIDINA | O
Bordes | Celularidad | Colagena

LCA 2 2 3 7 1 4 4
LCA 1 3 2 6 1 3 3
LCA 3 3 3 9 1 2 4
AISLADA 2 2 3 7 2 2 3
AISLADA 3 2 3 8 4 2 1

AISLADA 2 1 2 5 4 2 4
DEGENERATIVA | 2 2 3 7 1 4 3
DEGENERATIVA | 2 2 3 7 4 2 4
DEGENERATIVA | 1 1 3 5 1 2 3

La tincién de H&E es una tincion basica que da una vista general para el andlisis de la morfologia y
la distribucion celular del tejido. Con respecto al menisco control presento fibras de colagena bien
organizadas y arregladas, con bordes suaves y celularidad presente solamente en la periferia y
muy poca en el centro. En el grupo de menisectomia por lesion del LCA los bordes variaron entre
los tres meniscos estudiados, desde ondulacion vy fibrilacion leve hasta ondulacion y fibrilacion
marcada. También en éste grupo de meniscos se presentd hipocelularidad asi como una
desorganizacion de la colagena, con separacion fibrocartilaginosa, células picnéticas y areas
mucinosas. En el grupo de menisectomia aislada (sin lesién de LCA) se encontraron bordes con
ondulacion vy fibrilacion de marcada a intensa. Dos de estos meniscos presentaron hipocelularidad
y un menisco hipercelularidad difusa. Mientras que las fibras de colagena estuvieron
desorganizadas, con degeneracién hialina y mucinosa y uno de ellos presentd un gran quiste. Con
respecto al grupo de menisectomia degenerativa se encontraron bordes con ondulaciéon y
fibrilacion de leve a marcada. Dos de estos meniscos presentaron hipocelularidad y uno
hipercelularidad difusa. Mientras que las fibras de colagena estuvieron desorganizadas, con
degeneracion hialina y mucinosa (ver tabla 4). No se encontraron diferencias significativas entre los
tres grupos de meniscos estudiados (Figuras 2A, 2B y 2C).
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Figura 2. Evaluacion histoldgica por tincion de H&E de muestras de meniscos con y sin dafio de
LCA y dafo degenerativo. A. Se muestran los bordes de los meniscos. Bordes con ondulacion y
fibrilacién leve 2, 9. Ondulacién vy fibrilaciéon marcada 1, 4, 6, 7 y 8. Fibrilacién y disrupcién intensa 3
y 5, bordes suaves en 10. B. Se muestra hipercelularidad difusa en 6 y 9,
hipocelularidad/acelularidad difusa o en regiones en 1, 4, 5, 7 y 8. Hipocelularidad y células
picnoticas en 2 y 3. Celularidad normal en 10. C. Se muestra la organizacién de la colagena. Con
fibras desorganizadas, focos confluentes o bandas de degeneracién hialina o mucinosa en 6. Con
fibras desorganizadas, separacion firbocartilaginos, edema quistes, deshilachamiento severo y /o
lagrimas en 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, y 9. Fibras organizadas en 10. 20X.

La presencia y homogeneidad de los mucopolisacaridos acidos depositados en la matriz
extracelular fueron evaluados por la tincion de azul alciano. Los cambios observados el menisco
control fue una distribucién homogénea de los mucopolisacaridos. En el grupo de menisectomia
por lesion del LCA se observé en general en los tres meniscos estudiados una disminucion
importante de la presencia de mucopolisacaridos interterritorial y siendo homogénea en una zona
de quistes en una muestra. Con respecto al grupo de menisectomia aislada (sin lesion de LCA) se
encontraron dos meniscos con heterogeneidad moderada y uno muy homogéneo. En el grupo de
menisectomia degenerativa en dos muestras esta casi ausente la presencia de mucopolisacaridos
con presencia de una zona de quistes con contenido amorfo eosindfilo y acelular. Solo una
muestra presentd una tincién heterogénea moderada. En ningun caso se encontrd coloracion
heterogénea leve. No se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos de
menisectomia estudiados (Figura 3A). La evaluacion semicuantitativa de proteglicanos sulfatados
en la matriz extracelular fueron evaluados por la tincion de azul de toluidina. Los cambios
observados el menisco control fue una distribucion normal de los proteoglicanos sulfatados. Aun
cuando el azul alciano tiene una mayor afinidad por los sulfatos de los proteoglicanos, en el grupo
de menisectomia por lesion del LCA varia desde una disminucién moderada hasta la ausencia de
proteoglicanos sulfatados. En el grupo de menisectomia aislada se encontraron los tres meniscos
con disminuciéon moderada de la tincion, es decir que habia pocos proteglicanos sulfatados en este
tipo de lesion. En el grupo de menisectomia degenerativa un menisco presentd ausencia de
proteoglicanos sulfatados. En los otros dos meniscos se encontré un disminucién moderada. Uno
de estos ultimos también mostré quites y areas nodulares con edema. No se encontraron
diferencias significativas entre los tres grupos de meniscos estudiados, Figura 3B. La evaluacién
de procesos degenerativos en relacion a la cantidad de GAGs de los proteoglicanos en estos
meniscos se evalud por el depdsito y distribucidon de proteoglicanos sulfatados en la ECM de
acuerdo a la intensidad de la tincion de safranina-O. No se observaron cambios degenerativos en
el menisco control y con una intensidad normal. En la figura 7 se muestran las imagenes
representativas de las muestras estudiadas. En general se muestra desde disminucion leve hasta
ausencia de color con la tincidon de safranina-O y esto se observo tanto en zona superficial como
en la zona interna de los meniscos estudiados. En el grupo de menisectomia por lesién del LCA se
encontré desde una disminucion intensa hasta la ausencia completa de GAGs. En el grupo de
menisectomia aislada se observaron dos meniscos con ausencia de GAGs y uno con disminucion
leve. En el grupo de menisectomia degenerativa fue similar al grupo de LCA. No se encontraron
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diferencias significativas entre los tres grupos estudiados con respecto a la intensidad con la tincion
de safranina-O, ver figura 3C.
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Figura 3. Evaluacion histolégica por tinciéon de azul alciano de muestras de meniscos con y sin
dano de LCA y dafio degenerativo. A. Se muestra la presencia o ausencia de mucopolisacaridos
acidos segun la intensidad del colorante azul alciano. Tincion normal en el control 10. Tincion
disminuida en 1, 2, 3, 7 y 9. Tincidn homogénea en 4. Heterogénea modera 5, 6 y 8. B. Se muestra
la presencia o ausencia de proteoglicanos sulfatados segin la intensidad del cambio
metacromatico del azul de toluidina. Tincién normal en el control 10. Tincién con disminucion
moderada en 3, 4, 5, 6, 8 y 9. Disminucion intensa en 2 y ausente en 1 y 7. C. Se muestra la
presencia o ausencia de proteoglicanos sulfatados segun la intensidad del cambio metacromatico
del azul de toluidina. Tincién normal en el control 10. Tinciéon con disminucién moderada en 3, 4, 5,
6, 8 y 9. Disminucion intensa en 2 y ausente en 1y 7. 20X.

La tincién de rojo-picrosirio fue desarrollada por Junqueira et al., en 1979 (9). Esta tincion tifie
fibras de colagena en diferentes tejidos y que bajo la luz polarizada se observan como color verde,
rojo o amarillo. El color refleja el grosor y empaquetamiento de las fibras de colagena porque cada
fibra absorbe diferentes cantidades de luz polarizada dependiendo de la orientacién de las fibras.
La colagena es birrefringente, por lo que esta tincion es usada para determinar la organizacién de
la colagena y su microestructura. La degradacién de la colagena en patologias resulta en la
desoganizacion y pérdida de la sensibilidad de la polaridad, siendo un indicio del progreso de la
enfermedad. Las fibras delgadas o finas que son verdes a amarillo verdoso muestran colagena tipo
lll. Las fibras mas gruesas o densas que van de amarillo-naranja a rojo-naranja indican colagena
tipo I. El color verde a amarillo verdoso tanto en fibras delgadas como gruesas indica que la
colagena esta poco empacada y el color rojo-naranja se origina de las fibras gruesas empacadas
(10). Con respecto al menisco control se observd una birrefrigencia color verde oscuro y fibras
organizadas en color amarillo obscuro. Estas fibras se observaron delgadas lo que indica que
estdn empaquetadas, con poca birrefringencia y predominio de colagena tipo | caracteristica del
menisco normal (ver figura 4). Con respecto al grupo de menisectomia por dafio al LCA se observo
en general fibras de colagena en nucleos y fragmentada, con areas mucinosas y cavidades. El
color predominante fue el verde con un indicativo de fibras gruesas de colagena tipo Il
Interesantemente en uno de los meniscos el color fue amarillo (colagena tipo I) y en la zona mas
dafiada se observo color verde con abundancia de colagena tipo Ill. En el grupo de menisectomia
aislada se observaron fibras gruesas de colagena, discontinuas, con nucleos y fragmentadas. Con
respecto a la homogeneidad fue mas bien heterogénea con areas mucinosas y cavidades. Los
colores predominantes en éste grupo fueron el amarillo, naranja y rojo, con predominancia de
colagena tipo I. Con respecto al grupo de menisectomia degenerativa los resultados fueron muy
variables desde una morfologia continua hasta una fragmentada, con respecto a a la
homogeneidad fueron desde homogénea hasta presencia de cavidades y areas mucinosas. Con
respecto a la presencia de color fue predominante el verde con un paciente que presenté fibras con
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color amarillo-naranja-rojo. Esto indica predominancia de fibras gruesas de colagena tipo Ill y poca
colagena tipo I. Ver tabla 5.

TABLA 5. VALORES HISTOLOGICOS CON TINCION DE ROJO PICROSIRIO.

MENISECTOMIA | MORFOLOGIA | HOMOGENEIDAD | TOTAL COLOR | COLAGENA
ROJO PREDOMINANTE
PICROSIRIO
LCA 3 3 6 verde 1]
LCA 4 3,4 11 verde 1
amarillo
y verde
en zona
LCA 3,4 3,4 14 danada | IY Il
rojo-
AISLADA 3 2 5 naranja | |
rojo-
AISLADA 2,3 3 8 naranja | |
AISLADA 3,4 3,4 14 amarillo | |
DEGENERATIVA | 4 3,4 11 verde 1
DEGENERATIVA | 1 1 2 verde 1
amarillo-
naranja-
DEGENERATIVA | 3,4 3,4 14 rojo LY 1

Rojo Picrosirio

IControl
LCA
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Figura 4. Evaluacion histoldgica por tincion de rojo-picrosirio de muestras de meniscos con y sin
dafno de LCA y dafio degenerativo. Se muestran en color rojo la tincién con rojo picrosirio de cada
menisco estudiado y a lado la imagen en color la birrefringencia observada bajo luz polarizada. El
menisco control muestra poca birrefringencia con color verde oscuro y fibras de coldgena delgadas
y organizadas en color amarillo. El menisco que muestra poca birrefringencia con fibras continuas y
homogéneas pero con color verde se muestra en la foto 8. Las fotos 1-9 excepto la 8 muestran en
general nucleos de colagena fragmentada con heterogeneidad en sus fibras, nucleos, areas
mucinosas y cavidades. La predominancia varia desde verde, amarillo verdoso y hasta el naranja-
rojo. 20X. No se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos estudiados.

Analisis Inmunohistoquimico de la Presencia de Vasos Sanguineos
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El menisco tiene una zona superficial vascular y una zona interna avascular. Durante procesos
degenerativos como la OA se ha descrito un aumento en la vascularizacién tanto del menisco
como del cartilago. Se ha reportado que el aumento en la vascularizacion impide que haya una
regeneracion normal y una adecuada reparacién de los tejidos, por esta razén se llevo a cabo una
inmunohistoquimica usando el anticuerpo CD34 como marcador de la presencia de vasos
sanguineos. La presencia de vasos sanguineos en el menisco normal esta presente solamente en
la zona superficial, mientras que la zona interna del menisco no presenta sefial de CD34. En el
grupo de menisectomia por dafo al LCA se observd una heterogeneidad en los resultados, dos de
los pacientes no hubo presencia de vasos sanguineos en las muestras de menisco, mientras que
en uno de ellos se encontr6 muy vascularizado. Con respecto al grupo de menisectomia aislada
fue muy similar al grupo anterior porque dos de los pacientes no se encontré sefial para CD34, y
uno de ellos solo presentd sefal a CD34 en la zona periférica, pero fue poco abundante. Con
respecto al grupo de menisectomia por dafo degenerativo en la mayoria de los meniscos
estudiados no presento sefial para CD34 indicando la ausencia de vasos sanguineos (ver tabla 6).
Solo un paciente con menisectomia con LCA presentd una alta vascularizacién y uno con
menisectomia aislada presenté vasos sanguineos en la periferia. No hubo diferencias significativas
en cuanto a la presencia de vasos sanguineos entre los tres grupos. (ver figura 5).

TABLA 6. EVALUACION DE LA PRESENCIA O AUSENCIA DE VASOS
SANGUINEOS USANDO LA PRESENCIA O AUSENCIA DE CD34.

MENISECTOMIA CD34
LCA Muy vascularizado
LCA No hay vasos
LCA No hay vasos
AISLADA Solo hay en la periferia
AISLADA No hay vasos
AISLADA No hay vasos
DEGENERATIVA No hay vasos
DEGENERATIVA No hay vasos
DEGENERATIVA No hay vasos
10 Anglogénesis
Control
- > - 1 2 3
LCA . o =
R —
4 5 L]
Alslada
'"'.v & --‘9
Degenerativa

Figura 5. Evaluacion inmunolégica usando un anticuerpo CD34 para detectar la presencia o
ausencia de vasos sanguineos en muestras de meniscos con y sin dafio de LCA y dafo
degenerativo. Se muestra la presencia de vasos sanguineos en periferia y ausencia en la region
interna en menisco control 10. Se muestra la ausencia de sefial para CD34 en 2, 3, 5,6, 7,8 y 9.
Senal solo en periferia en 4 y vascularizacién alta en 1. 20X.

DISCUSION
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El menisco juega un papel muy importante en la distribucién de carga y absorcion del choque en la
articulacion de la rodilla. Rodillas sanas pueden desarrollar OA debido a desgarres meniscales y la
prevalencia a largo plazo de OA incrementa si existe una lesion del LCA. Pocos trabajos han
descrito los cambios degenerativos del menisco en la articulacion de la rodilla después de sufrir
menisectomia (11, 12). Hasta el momento no hay algun estudio histopatoldgico entre el desgarre
del LCA y del menisco.

Aunque no se encontraron diferencias significativas entre cada uno de los valores estudiados se
encontraron algunas caracteristicas que parecen ser especificas de cada menisectomia estudiada.
Todos los pacientes acudieron a la clinica por dolor general y la mayoria por bloqueo de movilidad
de la rodilla derecha. La menisectomia degenerativa tuvo en promedio mayor tiempo de lesion
antes de la cirugia siendo mayor (6 afios) en los pacientes mas jovenes (26 y 29 anos), que en el
paciente de 49 afos (1 afio). Los pacientes de menisectomia aislada fueron los que tuvieron un
menor tiempo de lesién (5 meses) hasta la cirugia. Con respecto a la edad o al IMC tampoco hubo
diferencias significativas. Con respecto a los estudios histolégicos, no se observaron cambios
significativos entre cada una de las menisectomias estudiadas pero si entre las diferentes
tinciones. Esta diferencia se encontré para la tincion de azul alciano con una p>0.05. En la
menisectomia con LCA todos los pacientes mostraron una disminucion en la tincion lo que significa
una mayor degeneracion en estos meniscos con una fuerte disminucién en la cantidad
proteoglicanos en comparacion con las menisectomias aislada o degenerativa. Estos resultados
son muy similares a lo observado con azul de toluidina y safranina-O en donde la tincién va de
disminucién intensa a ausente para el grupo de menisectomia con LCA en comparacién con
menisectomia sin LCA y menisectomia degenerativa. Para todas las tinciones, los valores
obtenidos entre los grupos de menisectomia aislada y degenerativa fueron muy similares (11). Con
respecto a la tincion de rojo picrosirio se observaron diferentes colores. El color observado es
influenciado por el alineamiento de las fibras de colagena, con su diametro y la densidad de
empaquetamiento. La degradacién de la colagena en diferentes patologias da como resultado la
desorganizacion y pérdida de la sensibilidad a la polarizacion (9, 10, 12). En éste estudio se
observaron algunos cambios en las diferentes menisectomias estudiadas aunque no fueron
significativas. Los cambios de polarizaciéon de fibras de colagena fueron similares en menisectomia
LCA y degenerativa con predominancia del color verde y colagenas tipo | y lll. El grupo de
menisectomia aislada presento colores entre rojo-naranja y amarillo con predominancia de
colagena tipo |. Se observo una mayor desorganizacion de la matriz en menisectomia con LCA en
comparacion con las otras dos menisectomias, siendo la aislada y la degenerativa muy similares.
Los colores de polarizacion de las fibras de colagena en un proceso fibrético muestran que el
contenido de proteglicanos cambia, hay deshidratacién y aumentan los entrecruzamientos y por lo
tanto el grosor de las fibras. Todos estos factores aumentan la intensidad de la birrefringencia y al
mismo tiempo cambian los colores de la polarizacién. Por lo tanto fibras de colagena delgadas y
jévenes tipo | con poca birrefringencia aparecen como verdes en color similar a las fibras tipo Ill
maduras. Las fibras muy maduras se ven de color naranja o rojo. Con respecto a los resultados de
evaluacion inmunohistoquimica no se observé presencia de vasos sanguineos por la sefa
obtenida con CD34 en los tres grupos de menisectomia estudiados. Excepto un menisco con dafio
al LCA y uno de menisectomia aislada. Aun cuando al inicio del dafio osteoartritico se ha descrito
un aumento en la vascularidad, es muy probable que por los tiempos de lesion tan grandes esta
vascularidad haya disminuido y por lo tanto una posible reparacion al inicio del dafio al menisco.
Estos resultados estan asociados con la degeneracién del menisco articular el cual invariablemente
progresa desde el centro a la superficie (13, 14).

Multiples estudios han mostrado que aunque el desgarre meniscal puede ocurrir al mismo tiempo
que la ruptura del LCA, la velocidad del dafio meniscal aumenta después de la ruptura del LCA.
Existe evidencia que sugiere que el dafio al menisco se puede prevenir con la reconstruccién del
LCA. En ausencia de un LCA funcional, la carga dindmica y la estatica de fuerzas a través de la
rodilla se altera provocando un aumento en las fuerzas aplicadas al cartilago articular el cual puede
iniciar y continuar con el progreso de la OA. Aun después de la reconstruccion del LCA es posible
que avance el cambio degenerativo. Considerando el impacto del dafo del LCA en la estructura del
menisco es dificil comparar solo algunos pacientes. Los resultados obtenidos no muestran
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diferencias claras significativas aunado a las grandes diferencias en tiempos de cirugia y edad. El
tiempo de cirugia tiene un gran impacto sobre el desarrollo degenerativo del menisco y del mismo
LCA. La menisectomia al momento de la reconstruccion del LCA incrementa el desarrollo de la OA
y con el retardo de la cirugia aumenta el dafio meniscal y la estabilidad de las rodilla (6). Se
necesitan futuros estudios con mayor numero de pacientes para un mejor analisis y reducir la
variabilidad.

CONCLUSIONES

En este estudio se mostré que la presencia de una lesion en el LCA se asocia a una mayor
disrupcion de la matriz del menisco, con menor celularidad y una significante disminucion en la
cantidad de proteoglicanos y aumento en las areas mucinosas. Los resultados obtenidos entre la
menisectomia aislada y la degenerativa son muy similares. El inicio y el progreso de la
degeneracion del menisco difiere en muchos aspectos de la lesion y el tiempo de la lesion del LCA.
Desgarres del LCA provocan en un inicio dafio degenerativo articular de la rodilla. La atencién
adecuada del daio al LCA puede provocar un efecto positivo en la preservacion sana del menisco.
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OPTIMIZACION DE UN MEDIO DE MONTAJE PARA MICROSCOPIA DE ALTA RESOLUCION.
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ResumEn:

En la microscopia optica de alta resolucién, la configuracién ideal del sistema incluye, entre otras
caracteristicas técnicas, un indice de refraccion homogéneo en el espacio objeto. Para quienes
preparan muestras biolégicas esto implica preparar el espécimen en laminillas incrustado en una
sustancia llamada medio de montaje cuyo indice de refraccién sea lo mas cercano posible al del
vidrio usado como soporte. Un medio de montaje ideal debe tener un indice de refraccion alto, ser
soluble en agua para permitir la graduacién de este indice, no ser tdéxico y ser compatible con los
fluoréforos comerciales. 2, 2’-thiodiethanol (TDE) ha sido propuesto como medio de montaje para
microscopia de alta resolucion por cumplir con estas caracteristicas, sin embargo TDE no es
compatible con los fluoréforos conjugados a faloidina, los que representan el sistema
universalmente mas eficiente y popular para marcar los filamentos de actina en células y tejidos.
Nuestro objetivo es optimizar el TDE como medio de montaje, buscando modificaciones a su
estructura quimica a fin de que sea compatible con el uso de tinciones basadas en faloidina.
Seleccionamos entre algunos candidatos que cumplan las especificaciones. A la par realizamos
simulaciones moleculares para individualizar la causa del aparente desplazamiento de faloidina en
su enlace con actina. Estas simulaciones permitiran direccionar y restringir la busqueda de
candidatos.

Introduccioén:

Tres aspectos claves para quienes estudian la localizacion de estructuras bioldgicas a nivel celular
y sub-celular usando microscopia confocal son: resolucion, intensidad de la sefial y razén seial
ruido. La diferencia entre indices de refraccion del sistema 6ptico puede afectarlos; por este motivo
el disefio de sistemas Opticos ha evolucionado hacia las lentes de inmersion de aceite que
procuran

a) b)

Figura 1: Células HEK tenidas con DAPI (nucleos) y AlexaFluor 647-faloidina y a) montadas en
Prolong Diamond, y b) montadas en TDE.

4875



AVANCE DE LA CIENCIA EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

Un espacio objeto homogéneo hasta el cubreobjetos. Un aspecto critico se encuentra en
desarrollar medios de montaje compatibles con muestras biolégicas y sus tinciones, cuyo indice de
refraccion sea igual al del cubreobjetos y el aceite de inmersion. El objetivo del trabajo es buscar,
encontrar y analizar modificaciones quimicas de la molécula TDE que se puedan usar como medio
de montaje de laminillas para microscopia de fluorescencia que incluyan marcaje con faloidina
conjugada. La faloidina es una molécula de origen natural que tiene especificidad muy alta para los
filamentos de actina en células; tal especificidad se aprovecha conjugando faloidina a fluoréforos y
asi logrando un marcaje directo de las estructuras de actina en preparaciones para la microscopia
de fluorescencia. Ampliamente usada en laboratorios de biologia donde se realizan tinciones, la
faloidina conjugada resulta ser incompatible con el uso de TDE como medio de montaje. TDE tiene
excelentes caracteristicas opticas, pero al entrar en contacto con faloidina aparentemente la
desplaza de su enlace con actina, destruyendo la localizacion de la sefal fluorescente (Figura 1).

Encontrar una modificacion quimica de TDE que funcione también con faloidina seria de gran
relevancia para el ambiente de la microscopia de fluorescencia. Se lograria unir las ventajas de los
dos quimicos, el medio de montaje (TDE modificado) y la faloidina conjugada: de un lado, alto
indice de refraccion modulable con la dilucién, mezclable con agua en todas proporciones,
estabilidad, transparencia, limitada reduccién de fluorescencia, efecto reductivo “antifade” y precio
moderado; del otro, alta especificidad, no “background” generado por actina monomeérica, protocolo
eficiente, sefal mas homogénea de la que se puede obtener con inmunomarcaje.

TEORIA:

La microscopia éptica confocal es una técnica que permite incrementar el contraste de la imagen
obtenida al restringir el volumen observado mejorando la resolucion de la imagen en comparacion
a la microscopia convencional. Ademas, la capacidad de seccionamiento de un microscopio
confocal permite obtener la estructura tridimensional de un espécimen. En microscopia confocal de
fluorescencia se obtiene una imagen a partir de una fuente de luz casi puntual en un espécimen
transparente preparado con un marcador fluorescente. La luz que proviene del espécimen es
enfocada en un detector puntual que se ubica simétrico a la fuente [1].

Los objetivos de microscopio para obtencién de imagenes de alta resolucién tienden a tener
apertura numérica (NA) cada vez mas alta, debido a que la resolucion lateral decrece linealmente
con la NA y la axial decrece de manera cuadratica con la NA. La NA depende del semiangulo de

cono de luz (%) que acepta el objetivo y del indice de refraccion (") del espacio objeto, motivo por
el cual es deseable ® y ™ tan altos como sea posible.

NA=nsina (1)

No obstante este ultimo se ve restringido ya que las muestras biolégicas comunmente son
montadas en cubreobjetos de vidrio que poseen ™ = L5318 para mantener la homogeneidad en el
espacio objeto con respecto al | el sistema aceite de inmersién (" = 1-318) y vidrio es el ideal.

Sin embargo si el frente de onda esférico convergente es enfocado en una muestra con ™ diferente
el punto focal sera afectado por aberracion esférica [2]. Mas aun mientras mayor NA, mayor sera el

efecto de aberracion esférica debido a diferencias entre ™.

Un efecto negativo de la diferencia entre ™ del medio de inmersién de la lente y el medio de
montaje tiene como consecuencia que el movimiento del plano focal en el espécimen no sigue
necesariamente el movimiento del objetivo al adquirir secciones 6pticas en z del espécimen. Por
ejemplo, si™ del medio de inmersién de la lente es mayor que el del medio de montaje del
espécimen, la distancia que el plano focal avanza en el espécimen en la direccion axial es menor
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que el movimiento axial del objetivo. Como consecuencia la extension axial del espécimen sera
sobreestimada.[3]

Para la visualizacion de células animales se debe tener en cuenta que no sélo son microscépicas
sino también incoloras y transparentes por lo tanto para diferenciar sus estructuras se requiere
generar contraste entre ellas, este puede obtenerse implementando sistemas 6pticos o a través de
tinciones. En las tinciones se usan marcadores de estructuras celulares que pueden ser proteinas
fluorescentes, anticuerpos y colorantes quimicos que tiene afinidad para diversas estructuras
celulares.

Tincién del citoesquéleto de actina.

El citoesquéleto es una estructura que ayuda a mantener la forma de la célula y su organizacion
interna, que ademas provee soporte mecanico y permite funciones esenciales como divisién celular
y movimiento. Estd constituido por proteinas del citoplasma que polimerizan en estructuras
filamentosas: microfilamentos que contienen actina, microtibulos que contienen tubulina vy
filamentos intermedios que contienen proteinas como queratina. Los microfilamentos miden 7 nm
de diametro, los microtubulos 25 nm y los filamentos intermedios estan en un rango entre 8 y 12
nm [4].

La actina es una de las proteinas mas abundantes entre los eucariotas y se encuentra presente en
todo el citoplasma. La actina se presenta en la célula en dos formas: como monédmeros globulares
denominados actina G y como polimeros filamentosos denominados actina F (microfilamentos). El
citoesquéleto de actina es una red de filamentos dinamicos cuya formacion y remodelacién es un
proceso fundamental de la movilidad y determinacion de la forma celular [5].

En varios campos de investigacion biomédica la visualizacion confiable del citoesquéleto de actina
es esencial. En células vivas las estructuras de actina son visualizadas incorporando actina
fluorescente, expresando actina con proteinas fluorescentes, o una proteina fluorescente que se
una a actina. La actina fluorescente proporciona un marcaje exacto de las estructuras de actina, sin
embargo su insercion en la célula puede ser dificil, lo que se consigue por microinyeccién o un
reactivo para transfeccién de proteinas. Una nueva opcién es SiR-Actin una molécula basada en
Silicon Rodamina que es permeable a la célula [6]. Otra alternativa, llamada Lifeact, es un péptido
de 17 amino acidos que marca los filamentos de actina en células vivas y que no interfiere en la
dinamica molecular [/]. La modificacién quimica de este péptido reportada para tinciones en células
fijadas no esta disponible en el mercado.

En células fijadas, los filamentos de actina pueden ser visualizados usando anticuerpos, faloidinas
fluorescentes o directamente usando microscopia electronica. Las falotoxinas son un grupo de
heptapéptidos biciclicos del hongo venenoso amanita phalloides [8]. EI mayor representante de
este grupo es la faloidina, la cual se une a los filamentos de actina y no se une a actina globular a
diferencia de los anticuerpos anti actina [9]. Las falotoxinas poseen ventajas sobre los anticuerpos
para marcar actina, entre estas que sus propiedades de “enlace” no cambian apreciablemente con
actina de diferentes especies, incluyendo plantas y animales; y su marcaje inespecifico es
despreciable por lo que el contraste entre areas marcadas y no marcadas, es alto. En término de
los protocolos el marcaje con faloidinas conjugadas es mas rapido y eficiente que el marcaje con
anticuerpos. Las proteinas fluorescentes se expresan en células vivas, no pueden ser usadas con
todas las lineas celulares y la eficiencia del proceso puede no ser muy alta comparada a las
falotoxinas.

Debido a que los derivados de falotoxinas son relativamente pequefios, entre 12-154 y pesos
moleculares debajo de los 2000 daltons, una amplia variedad de proteinas vinculantes aun pueden
adherirse a la actina luego de tratamiento con falotoxinas fluorescentes. Por estas razones el
marcaje de células fijadas con faloidina conjugada es el método mas usado para la tinciéon de
células fijadas y es el estandar a cuanto a pruebas de nuevos marcadores de actina.
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Medios de montaje
Las muestras biolégicas son preparadas usando un medio de montaje que ayude a preservar la
morfologia del espécimen y favorezca la toma de imagenes.

Es por esto que se requieren medios de montaje cuyo indice de refraccién pueda ser controlado
precisamente. El medio de montaje ideal debe ser miscible en agua en toda concentracion, no ser
téxico, facil de aplicar en muestras bioldgicas. Debe preservar las estructuras y no afectar la
fluorescencia notablemente.

2-2 thiodiethanol (TDE), es un nuevo medio de montaje de reciente caracterizacion, cuyo indice de

refraccion se puede graduar al disolverse en agua, desde 1.33 hasta 1.52. Ofreciendo de esta
manera una opcion flexible para su uso con los diferentes lentes de inmersioén disponibles [10].

Figura 2: Molécula de TDE.

Las moléculas butilsulfona (BS), 2,2’-sulfonyldiethanol (SDE), 3,3’-thiodipropanol (TDP) se han
elegido como modificaciones quimicas de TDE.

(o] (9]
Hay ‘H--‘#H‘h_g_,f’*"‘n..fCHi H._,O/\\/\\S/\\/\O,H i
i HO™ ™R ~""0H
a) 0 b) c) 0

Figura 3: Moléculas de a) BS, b) SDE y c) TDP

Simulaciones moleculares

Esta parte de la investigacién se lleva a cabo bajo el marco de trabajo de la Mecénica Estadistica,
y empleando la descripcién del sistema mediante simulaciones de Dindmica Molecular. Se utiliza el
paquete de simulacion numérica Gromacs, que es ampliamente empleado para efectuar esta clase
de estudios, principalmente por su versatilidad y alto grado de paralelizacion. Gromacs permite
calcular las energias potenciales, optimizacion geométrica y propiedades termodinamicas. Estas
energias potenciales son calculadas mediante Gromos, un campo de fuerzas que ha sido
optimizado para moléculas bioldgicas y permite ser parametrizado. Con esto se pueden establecer
las propiedades fisicoquimicas y espaciales especificas para el sistema molecular. Los resultados
esperados nos daran informacién cualitativa respecto a qué grupos funcionales son los
responsables de la desestabilizacién de la interaccion entre las moléculas propuestas, asi como
identificar si dicho fendmeno ya no se presenta al sustituir el medio solvatante (TDE) por otro
candidato quimico con caracteristicas similares. Las simulaciones iniciales estan enfocadas en el
estudio de la interaccion fluoréforo conjugado — medio.

PARTE EXPERIMENTAL

Medicion de indice de refraccion

El indice de refraccion de 2,2’-thiodiethanol (CAS 111-48-8,No. 166782 Sigma-Aldrich)) butilsulfona
(CAS 598-04-9, No. B102202 Sigma Aldrich), 2,2’-sulfonyldiethanol (CAS 2580-77-0, No. 180084
Sigma Aldrich) y 3,3’-thiodipropanol (CAS 10595-09-2, No. 205346 Sigma Aldrich) se midié con un
Refractometro de Abbe (Edmund Optics, Barrington, U.S.A.). Con un rango de 1.300 a 1.700 nd.
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usando una fuente de luz emitiendo en longitud de onda alrededor de 630 nm. Se prepararon
soluciones de TDE, TDP y SDE, sin embargo BS viene en forma de cristales y no es soluble en
agua [11] por lo cual fue descartado de entre los candidatos a medio de montaje.

Ajuste de pH

Inicialmente se us6 el medidor de pH Jenway pH/mV Temperature Meter Model 3510 (Cole-
Parmer, UK), sin embargo la viscosidad de los medios y la necesidad de trabajar con ellos en la
mayor concentracion posible (~100%) no permitid una lectura correcta de los valores. Por este
motivo se optd por métodos alternativos para medir el pH como papel indicador de pH (Macherey
Nagel) y un indicador cromométrico fenol red (No. P4758, Sigma Aldrich). TDE fue ajustado a un
pH de 7.5 con 0.5 M NaOH.

Medicién de los espectros de absorcion y emision

Los espectros de transmision y emision fueron medidos con el Espectrofotdmetro Cytation 5
(Biotek, Vermont, U.S.A.), las suspensiones de los fluoréforos en TDE, TDP y PBS se depositaron
en microplacas de 96 posillos (Corning Incorporated, NY, U.S.A.). Los fluoréforos usados son Alexa
Fluor 488 phalloidin (Thermo Fisher Scientific, No A12379), Alexa Fluor 647 phalloidin (Thermo
Fisher Scientific, No A22287) y DAPI (Thermo Fisher Scientific, No 62248).

Inmunocitoquimica

Se usaron dos lineas celulares HEK293 y SH-SY5Y .La linea HEK 293 fue cultivada en medio 89%
DMEM, 10% FBS, 100 u/mlIPen Strep. La linea SH-SY5Y fue cultivada en medio DMEM-F12, 10%
FBS, 100XPen Strep

Las células se mantuvieron entre un 30% y 90% de confluencia en incubadora a 37°C, 5% CO2.
Para la tincion las células se cultivaron en cubreobjetos a una confluencia de 50-80% vy se fijaron
con Formaldehido al 2% por 30 min. Fueron permeabilizadas con TritonX100 al 0.1% por 10 min.
Se bloquearon en PBS, 10% FBS y 0.02% TritonX100 por 30 min.

Se enjuagaron con PBS y se incubaron con un anticuerpo primario policlonal de oveja anti tubulina
(Cytoskeleton, No. ATNO2). Luego de 1 h de incubacion, se enjuagaron 3 veces en PBS por 10
minutos y se incubaron por 1 h con un anticuerpo secundario Mono anti oveja conjugado a Alexa
Fluor 488 (Themo Fisher Scientific, No. A-11015). La tincién del nucleo se realizé incubando las
células por 10 minutos en presencia de DAPI (Thermo Fisher Scientific, No 62248).

La tincion de filamentos de actina se realizé incubando las células por 20 minutos con una de las
faloidinas usadas ya sea Alexa Fluor 488 phalloidin (Thermo Fisher Scientific, No A12379), Alexa
Fluor 647 phalloidin (Thermo Fisher Scientific, No A22287). Los cubreobjetos se montaron en tres
medios distintos, Prolong Diamond Antifade (Thermo Fischer Scientific, No.P36961, TDE al 97%
(pH 7.5) y TDP al 100% (pH 5). Antes de montar los cubreobjetos con TDE y TDP se realizaron
tres incubaciones de cada uno al 10%, 25% y 50% durante 10 minutos cada una para intercambiar
el contenido de agua con TDE gradualmente.

RESULTADOS
Molécula TDE TDP SDE
pH 5 5 4
N 1.5189 1.5060 1.4290

Tabla 1 Valor de pH e indice de refraccion originales de las moléculas.

El pH original de los candidatos se muestra en la tabla 1. El pH de TDE se ajusté a 7.5 con NaOH
0.5M. TDP se ha usado como medio de montaje con su pH original 5.

El indice de refracciéon presentado para TDE es menor que el reportado, esta diferencia es
consecuencia de la longitud de onda de la fuente de luz usada para la medicién (~630 nm). El valor

4879



AVANCE DE LA CIENCIA EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

del indice de refraccion del medio de montaje debe ser 1.518 para concordar con el del
cubreobjetos, es por ese motivo que, de acuerdo a los requisitos planteados, SDE no es un buen
candidato a medio de montaje

TDP presenta un indice de refraccion ligeramente menor al esperado, sin embargo mayor al de
medios de montaje comerciales ampliamente usados. Para verificar la posibilidad de ajustar el
indice de refraccion de TDP se prepararon diferentes concentraciones del mismo, la Figura 5 indica
los indices de refraccién obtenidos para diferentes concentraciones de TDE, TDP y SDE,
respectivamente. Estas graficas nos muestran que es posible ajustar precisamente el indice de
refraccion de los tres candidatos.
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Figura 4: Ajuste lineal del Indice de Refraccion (™) respecto a la concentracion ( [], %V) TDE, TDP
y SDE

En la Figura 5 se reportan los espectros de absorcién de los 3 fluoréforos analizados en TDE, TDP
y en PBS. Elegimos realizar el espectro de referencia en PBS porque es el medio en que se
caracterizan los fluoréforos en fabrica.
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Figura 5: Espectros de absorcién y emisién de DAPI, AlexaFluor 488 y AlexaFluor 647 en PBS
(linea azul), TDE (linea gris) y TDP (linea rosa). Se ha normalizado a 1 solamente la curva con los
valores mas altos, se puede observar un ligero corrimiento de los maximos dependiente del medio
de montaje. También para emisién se observé un corrimiento, aun si no en la misma direccion para
todos los fluoréforos.

En la figura 6 se reportan las microfotografias de algunos de los experimentos realizados. Se
puede observar como la fluorescencia de los fluoréforos se mantiene inalterada en el medio de
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montaje comercial utilizado, Prolong Diamond; se desorganiza al usar TDE, confirmando su
incompatibilidad con los fluoréforos conjugados a faloidina, y sorprendentemente se mantiene
inalterada también a montar las laminillas en TDP, uno de los candidatos en estudio.

.

Figura 6 células Sh-sy5y tenidas con DAPI, AlexaFluor 488 anti tubulina y AlexaFluor 647-faloidina.
Montadas en Prolong Diamond (a y d: respectivamente en el dia de la preparacion y después de
34 dias). Montadas en TDE (b y e: respectivamente en el dia de la preparacion y después de 34
dias). Montadas en TDP (c y f: respectivamente en el dia de la preparacion y después de 34 dias).
En TDP permanece inalterada la fluorescencia asociada a faloidina.

Figura 7 visualizacion de 200 moléculas de TDE y una de faloidina en el centro, por medio del
software Visual Molecular Dynamics

CONCLUSIONES:
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De los primeros tres candidatos analizados sélo TDP posee las caracteristicas de potencial medio
de montaje para microscopia de alta resolucion al ser soluble en agua en todas las
concentraciones, poseer un indice de refraccion cercano al del vidrio y mantener la fluorescencia
de los fluoréforos usados en este estudio. El valor de pH de este compuesto debe ser ajustado
para mantener la fluorescencia de los marcadores fluorescentes que en general se encuentra
alrededor de 7.5. Los fluoréforos Alexa Fluor son insensibles a pH entre 4-10 lo cual explica que se
haya mantenido la fluorescencia de actina y tubulina marcadas con estos fluoréforos.

A partir de los resultados cualitativos de las simulaciones moleculares y de los datos adquiridos al
usar las moléculas de TDE modificadas como medios de montaje se espera obtener informacion
que explique el aparente desplazamiento de faloidina al usar TDE como medio de montaje.
Informacién que sera util en la eleccién de candidatos a medios de montaje
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PHYSIC OF MIND

Maria Guadalupe Aguilar Espinosa, Rocio Rubio Rivera, Guillermo Caballero Tinajero
'Escuela de Nivel Medio Superior de Salvatierra, Universidad de Guanajuato
RESUMEN

En la ENMS SALVATIERRA, en la materia de Fisica I, incluida en el Programa de Estudios de
Tercer semestre, se presenta un promedio de reprobacion de mas del 30%, la mayor incidencia se
presenta en el bloque del tema de “Tiro parabdlico”. Las principales causas, citadas por parte de
los alumnos y el maestro son: Desinterés por la materia, Alto grado de dificultad, Problemas al
manejar las formulas, Falta de comprensiéon del tema, porque se relaciona con otros mas. Asi
mismo se observa el uso permanente de las TIC, principalmente en aplicaciones maéviles para los
Smartphone o tabletas. Derivado de lo anterior es que se plantea una hipodtesis ¢Una aplicacion
movil coadyuvaria a la comprension del tema de tiro parabdlico en la materia de Fisica I,
mejorando el desempefio académico?

Para poder responder la hipétesis, se procede a disefar y desarrollar una aplicacion moévil para
Android y una vez terminada se les da a utilizar a los alumnos, dando un seguimiento particular a
aquellos que salieron reprobados en el bloque mencionado.

Como conclusion se puede decir que fue aceptable, ya que su interfaz es amigable, facil de
entender, asi como su enfoque especifico al tema de Tiro Parabdlico apegado a nuestro Programa
de estudios, apoyando a nuestros alumnos en la comprension del manejo del tema de Tiro
Parabdlico y mejorando su desempefio académico, del porcentaje de alumnos reprobados en el
tema, disminuyé considerablemente al 5%.

Introduccion

Desde hace tiempo se pronosticaba, como lo menciona Castillo, A. (2012) “que las tecnologias
moviles serian ampliamente utilizadas y se convertirian en plataformas de uso de aplicaciones
diversas de acuerdo al ambito de accion de sus usuarios.”, si bien es cierto que pueden utilizarse
en forma negativa, también sirven para lo contrario. Tal es el caso para este proyecto, tomando en
cuenta que las instituciones educativas de todos los niveles presentan diversas problematicas, una
de ellas enfocada a que el estudiante tenga un aprendizaje significativo.

Los docentes del Escuela de Nivel Medio Superior de Salvatierra (ENMSS) preocupados por este
tipo de problematicas nos hemos dado a la tarea de proponer prototipos que puedan funcionar
como alternativas o herramientas adicionales dentro y fuera del aula, en este caso presentamos la
propuesta del prototipo didactico Physic of mind, que puede utilizarse tanto para que los alumnos
aprendan conceptos de la asignatura. Formulas, calculos y simuladores en el tema de tiro
parabdlico en la materia de Fisica I.

El desarrollo del presente trabajo se describe a continuacion: consta del planteamiento del
problema, donde se explica con detalle la problematica de la ENMSS en cuanto a la situacion de
aprendizaje en el tema de Tiro parabdlico, de la materia de Fisica |, asi como el uso de la
aplicacién Physic of mind como herramienta de apoyo al aprendizaje en este tema complejo que
los estudiantes de 3 “G”. Los recursos informaticos empleados son: Dispositivo mévil (celular o
tablet) con sistema operativo Android, Laptop, Lenguaje de programacién Java, Plataforma Eclipse
ADT, este ultimo es un entorno de desarrollo integrado, de Cddigo abierto y Multiplataforma.

A continuacion se encuentra la justificacion, por la cudl es importante realizar este trabajo y en
donde se menciona a quienes beneficiaran los resultados obtenidos, después se encuentra el
objetivo general y los particulares que se persiguen al planteamiento del problema, enseguida se
encuentran: el marco tedrico donde se explican las teorias que fundamentan esta propuesta, la
descripcion del nivel de innovacion donde se incluyen diagramas y esquemas ademas del
desarrollo y aplicacién del prototipo.
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Posteriormente en cuanto a los resultados se incluye la presentacion de datos obtenidos, los
cuales se explican en su analisis, siguen las conclusiones, donde definitivamente se decide si los
objetivos se lograron; dichas conclusiones permiten realizar recomendaciones para posteriores
trabajos.

Con la utilizacién de la aplicacion propuesta, se espera terminar con un prototipo didactico que a
corto plazo permita que los alumnos de la ENMSS adopten como herramienta de apoyo para el
aprendizaje.

TEORIA

Objetivos
Desarrollar una aplicacion movil en plataforma Android para el Aprendizaje del Tema de Tiro
Parabdlico, incluyendo:

1. Definicién

2. Formulario

3. Calculos

4. Simulador de internet

Hipotesis o meta de ingenieria (segun el caso)

De Trabajo

Hi = A través de que los estudiantes de 3° “G” que cursan la asignatura Fisica | de la ENMS
SALVATIERRA, que utilicen la Aplicacion Android: Physic of mind en sus celulares o tablets, se
incidira en el logro de la competencia “Escucha, interpreta y emite mensajes pertinentes en
distintos contextos mediante la utilizacion de medios, cddigos y herramientas apropiados.”, que
aparece en el programa de estudios de Fisica | en el plan de estudios 2010.

1.3.2 Nula

Ho = A través de que los estudiantes de 3° “G” que cursan la asignatura Fisica | de la ENMS
SALVATIERRA, que utilicen la Aplicacion Android: Physic of mind en sus celulares o tablets, NO se
incidird en el logro de la competencia “Escucha, interpreta y emite mensajes pertinentes en
distintos contextos mediante la utilizacion de medios, cddigos y herramientas apropiados.”, que
aparece en el programa de estudios de Fisica | en el plan de estudios 2010.

1.3.3 Alterna

Ha = A través de que los estudiantes de 3° “G” que cursan la asignatura Fisica | de la ENMS
SALVATIERRA, que utilicen la Aplicacién Android: Physic of mind en sus celulares o tablets, se
incidira parcialmente en el logro de la competencia “Escucha, interpreta y emite mensajes
pertinentes en distintos contextos mediante la utilizacion de medios, cédigos y herramientas
apropiados.”, que aparece en el programa de estudios de Fisica | en el plan de estudios 2010.

Materiales y métodos
Se utilizara una metodologia de observacion en donde participan los alumnos de 3G, los cuales
utilizaran la aplicaciéon mévil en la materia de fisica | en el tema Tiro Parabdlico.
Los materiales a usar seran distintos, por lo que se refiere a:
Uso de la aplicaciéon

1. Dispositivo movil (teléfono o Tablet)

2. APK Physic of mind
Desarrollo de la Aplicacion

1. Droid Draw

2. Eclipse ADT

3. Lenguaje Java
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PARTE EXPERIMENTAL

Para realizar el proceso, nos reunimos con uno de los docentes de la materia de fisica del grupo de
3G, ya que es el que presentaba mayor indice de reprobacién de loa 7 grupos de ese grado, asi
como algunos de los alumnos que tenian bajo desempefio y alto desempefo. Lo anterior con el
objeto de establecer el contenido minimo necesario para la aplicacion.

Una vez definido el prototipo se comenzé a trabajar en el desarrollo de la misma.

Toda vez concluida la aplicacion nos volvimos a reunir con los alumnos citados anteriormente para
que probaran la aplicacion y nos mencionaran acerca de su utilizacion.

Posteriormente los alumnos que estaban utilizando la aplicacién, fueron sometidos a una
evaluacion con su docente, con la finalidad de revisar su desempenfo en el tema después de haber
usado la aplicacion.

RESULTADOS
Los siguientes resultados fueron obtenidos trayendo en funcionamiento la aplicaciéon en los
celulares o Tablet de los alumnos y se muestran en tabla 1.

Tabla 1: Resultados de las variables de la Aplicacion.

Variable Observaciones

Escalabilidad No presentd ningun problema la aplicacion al ejecutarse en
las distintas versiones del sistema operativo Android desde
un Gingerberg hasta un Lolipop

Fiabilidad Al accesar a las distintas pantallas la informacion mostrada y
la interaccion fue sin pérdida de datos e imagenes
Uso de recursos Los recursos que utiliza la aplicacion para ejecutarse en los

dispositivos moviles fue minima tanto en consumo de
memoria RAM como en uso del procesador.

Estrés Una vez ejecutada la aplicacion se comenzé a accesar las
distintas pantallas presentando un funcionamiento uniforme.
Asi mismo se dejaron corriendo en el dispositivo moévil otras
aplicaciones por lo que su desempeno fue el mismo
Estabilidad Al momento de interactuar entre la misma aplicacién y con
otras aplicaciones del dispositivo no presenté ninguna
alteracién de ejecucion

CONCLUSIONES

Al observar a los alumnos de 3G con el uso de la aplicacion aplicandolo al tema de Tiro Parabdlico,
se tiene una interaccién aceptable entre la aplicacién y el alumno, asi como el manejo de
simuladores para la comprension de un problema en particular y comprobacion de resultados con
sus ejercicios del cuaderno.

Tabla 2: Resultados del nivel de logro de la competencia

Escucha, interpreta y emite mensajes pertinentes en distintos contextos
mediante la utilizacién de medios, cédigos y herramientas apropiados.

Bueno Regular Suficiente Insuficiente
Numero de | 24 6 0 0
alumnos
% 80 % 20 % 0 0
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RESUMEN

Tradescantia spathacea y Tradescantia zebrina son plantas pertenecientes a la familia
Commelinaceae, originarias de nuestro pais y se encuentran ampliamente distribuidas en las
zonas tropicales y subtropicales de ambos hemisferios en el mundo En nuestro pais estas dos
especies son utilizadas con fines ornamentales, sin embargo diversas comunidades la utilizan
como parte de la herbolaria tradicional para el control o cura de diversos padecimientos que van
desde enfermedades gastrointestinales, erisipela, dolor e infecciones locales y micéticas,
antihemorragicos, hiperglicémicos, hasta cancer. Aunque sus usos son conocidos en la medicina
tradicional, no hay estudios de validacién cientifica que lo confirmen. Recientemente se ha
asociado el efecto antioxidante y antimicrobiano a la presencia de compuestos fendlicos en
extractos acuosos y metandlicos, sin embargo los datos reportados son en su mayoria cualitativos.
Por tanto el objetivo de este trabajo fue realizar la comparacion del contenido total de compuestos
fendlicos (fenoles, flavonoides y antocianinas) en extractos disolventes de distinta polaridad, tales
como Hexano, acetato de etilo, acetona, etanol, metanol y agua. La determinacién del contenido de
fenoles totales se realiz6 mediante el método de Folin-Ciocalteu, el contenido de flavonoides
totales se determind mediante el método de Liu y finalmente para la determinaciéon del contenido
total de antocianinas se utilizé el método de pH diferencial. Los resultados obtenidos demuestran
que T. spathacea presenta mayores contenidos fendlicos en agua y acetona, mientras que para
T.zebrina los compuestos fendlicos son mas abundantes en extractos de etanol y agua. Esto es
importante debido a que el uso y consumo de la planta por las distintas comunidades se da
principalmente a través de infusiones y extractos etandlicos. Asi, de manera general podemos
concluir que el mayor rendimiento de compuestos fendlicos se obtiene mediante la extraccién de
metabolitos secundarios con solventes polares y de mediana polaridad.

INTRODUCCION

En la actualidad las plantas medicinales son de gran importancia en la investigacion, debido a las
actividades bioldégicas que presentan y a su recurrencia en el uso como terapia complementaria
para tratar enfermedades o afecciones en el ser humano primordialmente. Las plantas
pertenecientes a la familia Commelinaceae son ampliamente utilizadas con fines ornamentales y
gozan de buena aceptacién en el sureste mexicano para el control de la diabetes y cura de
diversas enfermedades o padecimientos, que van desde enfermedades gastrointestinales hasta
padecimientos como el cancer (Diaz et al., 2008). Se han realizado estudios comprobando que las
especies T. spathacea y T. zebrina, presentan actividades principalmente, antioxidantes,
hipoglucemiantes, antinflamatorias, antibacterianas y para el caso de T. spathacea actividad
antineoplasica. Es de suma importancia reconocer que estas caracteristicas medicinales son
provistas gracias a sus metabolitos secundarios, entre los cuales destacan los compuestos
fendlicos (fenoles, flavonoides y antocianinas) por su reconocida importancia médica. Se ha
demostrado que la concentracion de compuestos fendlicos y otros metabolitos secundarios en las
plantas puede variar las condiciones geogréficas y ambientales que influyan en el crecimiento de la
planta. Asimismo, el rendimiento obtenido de cada uno de los grupos de metabolitos puede verse
influenciado por el tipo de disolvente utilizado. El presente trabajo de investigacién tuvo como
objetivo realizar la comparacién del contenido total de compuestos fendlicos (fenoles, flavonoides y
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antocianinas) en extractos de hojas obtenidos mediante el uso de al menos 6 disolventes de
distinta polaridad.

TEORIA

Segun la APG Il (Angiosperm Phylogeny Group Il system) la familia commelinaceae esta
compuesta por 40 géneros y 652 especies (APG Il, 2003). Los géneros mas conocidos son
Commelina (230 especies), Tradescantia (74 especies), Aneilema (60 especies), Murdannia (45
especies), y Callisia (20 especies) (Faden, R., 1998; Bonifacio et al., 2015).

T. spathacea: también conocida como Rhoeo spathacea (Sw.) Stearn o comunmente conocida
como Maguey morado (Guadarrama, 1987). Es una planta de 40 cm de altura, de variable numero
de hojas intercaladas de 20 a 35 cm de longitud y de 3 a 5 cm de ancho, de color verde en el haz 'y
morado obscuro en el envés, tiene flores blancas, pequefias y olorosas con tres pétalos ovalados
de 5 a 8 mm de largo y estambres libres con filamentos barbados en la parte inferior, que nacen en
las axilas de las hojas envueltas por bracteas que asemejan la forma de un barco (Martinez, 1979)
(Guadarrama, 1987) (Faden, 1998).

T. zebrina: esta planta también es reconocida con los nombres comunes de: apagafuego,
doradilla, hierba del pollo, hoja de cucaracha, plateada, matali (Faden, 1998; Espejo et al., 2009).
Es una planta herbacea, perenne con capacidad para desarrollar raices fibrosas en los nudos; de
tallos cilindricos, algo carnosos, glabros; hojas oblongo-elipticas, de apices agudos a acuminados,
redondeados y algo oblicuos en la base, verdes y/o purpureas en el haz con presencia de dos
bandas plateadas a los costados y purpureas en el envés; flores de 1 cm de diametro; sépalos
angostamente elipticos, hialinos, conniventes; pétalos unguiculados y connados en la base
formando un tubo, los l6bulos ovados, con 6 estambres, fértiles, bisexuales, actimorfas,
comunmente rosadas o purpura con tres pétalos que se agrupan en una estructura terminal de los
tallos (Espejo et al., 2009).

Ambas especies son consideradas de facil adaptabilidad y se ha reportado que crecen en climas
calidos, semicalido, templados, lluviosos, humedos, semisecos. En nuestro pais se encuentran
distribuidas principalmente en los estados de Yucatan, Quintana Roo, Campeche, Tabasco y
Veracruz. Ambas, son utilizadas con fines ornamentales siendo su principal uso, sin embargo;
diversas comunidades la utilizan como parte de la herbolaria tradicional para el control o cura de
diversos padecimientos (Diaz et al., 2008). Diversos estudios han demostrado que estas
caracteristicas medicinales presentes en el género Tradescantia se deben a sus metabolitos
secundarios, destacando principalmente los compuestos fendlicos como potentes antioxidantes.

Previamente ya se ha destacado la relevancia medica de los compuestos fendlicos de las plantas
(fenoles, flavonoides y antocianinas), los cuales pueden mostrar actividad antihepatotdxicas,
antinflamatorias, antidiarreicas, antitlcera, antivirales, antialérgicas y vasodilatadoras, asi como
antioxidantes ya que pueden proteger a la célula del dafio oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo
de varias enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo (Gutiérrez et al; 2008).

Para la extraccion de estos componentes a partir de material vegetal es importante considerar un
aspecto importante como lo es la polaridad. Se ha comprobado que la polaridad juega un papel
importante en el rendimiento de la extraccion de metabolitos secundarios ya que aporta un medio
apto o no para su disolucion.

Beltran Delgado y colaboradores (2013) realizaron la extraccién de compuestos fendlicos de
Pleurotus ostreatus, empleando disolventes de distinta polaridad, registrando en sus resultados
que las concentraciones de compuestos fendlicos fue mayor en extractos polares en comparacién
con las obtenidas en extractos de baja polaridad (Beltran et al., 2013) (Cedron et al., 2011).
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PARTE EXPERIMENTAL

Obtencién de los extractos

Para la obtencion de los extractos se emplearon disolventes de distinto indice polaridad (IP) tales
como: hexano (IP 0), diclorometano (IP 3.4), acetato de etilo (IP 4.3), etanol (IP 5.2), acetona (IP
5.4), metanol (IP 6.6) y agua (IP 9). Se pesé 1 gramo de hojas secas previamente
homogeneizadas y se diluyeron en 25mL de cada disolvente. La mezcla obtenida se mantuvo en
agitacién a temperatura ambiente durante 24 horas a 3500 rpm.

Determinacion de fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales se utilizd el método de Folin-Ciocalteu, Se utilizé una
solucién de acido galico a 20 pg/uL como estandar de calibracién, tomando volumenes de 0 uL a
140 pL con anadidos de 20 pL en cada volumen adicionado, con lo que se construy6 la curva de
calibracion. A cada una de las muestras y estandares previamente preparados con la cantidad de
agua destilada correspondiente se les adicion6 300 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu,
posteriormente se les agregd 800 pL de carbonato al 7.5 %, se metié a bafio maria a 50°C por 10
minutos. La absorbancia fue medida a 760 nm. Los resultados se expresaron en mg de acido
galico por g de hoja seca (mg GAE/ g de hoja seca).

Determinacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides se determiné mediante el ensayo propuesto por Liu y Col (2002).

Para la curva de calibracion se utilizé una solucion estandar catequina a 0.1 mg/mL, de la cual se
tomaron volumenes desde 0 yL a 100 pL, con incrementos de 20 uL en cada volumen afadido y
fue medida a 510 nm en el espectrofotometro. A cada uno de los estandares y muestras
previamente preparados se le adicionaron 75 puL de NaNO, al 5% y se dejo reposar 6 minutos. Se
adicionaron 150 uL de AICI; al 10% y se dejoé reposar 5 minutos adicionales posteriormente se
adicionaron 500 yL de NaOH 1M Se aforé a un volumen de 2500 uL con agua destilada. La
absorbancia se midié a 510 nm antes de 30 minutos. Los resultados fueron expresados en mg de
catequina por g de hoja seca (mg CATE/ g de hoja seca).

Determinacion de antocianinas totales

Para determinar la concentracién de antocianinas se utilizdé el método de pH diferencial propuesto
por Giusti y Wrolstad (2001), el cual consiste en: adicionar en un tubo eppendorf 600 uL del
extracto posteriormente se adicionaron 1200 yL de buffer de pH 1, para proceder a su lectura
espectrofotométrica a 516 nm y 700 nm. Del mismo modo se tomaron 600 uL del extracto y se le
agregaron 1200 yL de buffer de pH 4.5 para después realizar su lectura por espectrometria, las
medidas experimentales fueron colectadas por triplicado.

RESULTADOS

Determinacion de fenoles

La curva de calibracién obtenida para este ensayo se muestra en la figura 1, en la tabla 1 se
muestra las concentraciones de fenoles totales de ambas especies de Tradescantia.

Los resultados demuestran que el tipo de disolvente influyé en el rendimiento de extraccién de
fenoles totales. Siendo los extractos de mediana polaridad los que presentaron mayores
concentraciones en ambas especies de plantas.

Curva de calibracidn de acido galico

k16

14 /
017

! e
2 o1
&
g g
= [1.0306x + 00002
@ ks
5‘ ~ AT = 09971
[
0.2

0.4 08 1.2 16 2 24 1.8 4890

Concentracion ug/mL

Figura 1. Curva de calibracion de acido galico. Correlacion lineal entre la
absorbancia medida y las distintas concentraciones de acido galico. El ajuste
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Tabla 1: Contenido de fenoles totales T. spathacea y T. zebrina

Disolvente T. zebrina T. spathacea
Hexano 2346+38.2° 83.8+154 '
Diclorometano 21547 +1129° ND
Acetato de etilo 2323.3+101.7° 491.5+90.2°
Etanol 4748.9 +132.4° 849.9+28.5"
Acetona 2896.6 + 84.3° 967.8+41.6°
Metanol 2597 +149.1° 773.7+64.7°
Agua 1193.6 + 39.9 ¢ 548 + 40.7 °
Metanol* 620.9 £39.7* 432.6 + 100**
203.9 + 16.3*

5374 + 1242***

Los valores se expresan como el promedio de al menos 3 mediciones + 1 desviacion estandar. El
analisis estadistico posterior al ANOVA se realiz6 mediante el test de Tukey (P<0.05). Letras
diferentes significan diferencia estadistica, letras similares sin significancia estadistica. Las
unidades para fenoles son mg GAE/100 g de hoja en base seca. *Resultados obtenidos por Lee
Tan, 2014 expresados en mg GAE/100 g de hoja en base humeda para T. zebrina y T. spathacea
variegata. ** Resultados obtenidos por Lee Tan, 2013 expresados en mg GAE/100 g de hoja en
base humeda para T. spathacea. *** Resultados obtenidos por Lee Tan, 2013 expresados en mg
GAE/100 g de hoja en base seca para T. spathacea.

Determinacion de flavonoides totales

La curva de calibracion obtenida para este ensayo se muestra en la figura 2, en la tabla 2 se
muestra las concentraciones de flavonoides totales de ambas especies de Tradescantia.

Los resultados demostraron que se presentd el mismo comportamiento observado en la
determinacion de fenoles totales, siendo que el tipo de disolvente utilizado influyé en el rendimiento
de extraccion. Las concentraciones maximas reportadas se observan en extractos de mediana y
alta polaridad para ambas especies.

Curva de calibracion de catequina
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Tabla 2: C Figura 2. Curva de calibracién de catequina. Correlacion lineal entre la absorbancia medida y las
distintas concentraciones de Catequina. El ajuste de los datos se realizé siguiendo el modelo de una
recta simple: y =mx +b.
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Disolvente T. zebrina T. spathacea
Hexano ND 2219+386°
Acetato de etilo 468 + 56 ° 373.5+92.76°
Etanol 20216 +173.6° 622.1+ 124.2 2
Acetona 1100.3 + 158.2 ° 444.8 +36.8°
Metanol 560.6 + 63° 366.8 +29.3°
Agua 493.7+422° 505.4 +72.9°
Metanol* 17.1 2.8 10.8 2.9

Los resultados se expresan como el promedio de 3 mediciones * 1 desviacion estandar. El analisis
estadistico posterior al ANOVA se realizd mediante el test de Tukey (P<0.05). Unidades para
flavonoides: mg CATE/ 100 g de hoja, en base seca. *Resultados obtenidos por Lee Tan, 2014
expresados en mg RE/100 g, en base hiumeda. Para determinar diferencias estadisticamente.
Letras diferentes significan diferencia estadistica, letras similares sin significancia estadistica.

Determinacion de antocianinas totales

En la tabla 3 se muestran las concentraciones de antocianinas totales para ambas especies de
Tradescantia. Siendo los extractos de mediana polaridad los que presentaron mayores
concentraciones de estos compuestos.

Antocianinas en T, Antocianinas en T,

Disolvente Indice de rebring *** spathocea ***
polaridad

Hexano 0.0 0,2998 +0,35 NP

Diclorometana 34 0.3460 + 0.08 MP
Acetato de etllo 4.3 04325 +0.21 033550 £ 0.5
Etanol 5.2 2.7910 £ 1.37 1.7587 £0.19
Acetona 5.4 23182 £+ D.17 1,1107 + 0,36
Metanal 6.6 2.0529 £ 0,31 2.2446 £ 0.26
Agua 9.0 0.2364 + 0.04 1.0760 £0.17

Los resultados se expresan como & promedio de 3 medicionas £ 1 desviacion estandar
*** Unidades para Antocianinas mg L' No se presentaron cuaniificacian (NP).

CONCLUSIONES

En la literatura se ha reportado la cuantificacion e identificaciéon de fenoles totales en un
limitado niumero de disolventes (agua y metanol), sin embargo en el presente trabajo se
hace evidente que los extractos preparados con disolventes de mediana polaridad
reflejaron ser los mas factibles para la extraccion de compuestos fendlicos en ambas
especies de plantas estudiadas, de los cuales; el etanol y la acetona fueron los mejores
disolventes para la extraccion de estos metabolitos.

La especie T. zebrina presentd concentraciones superiores de hasta un 500% mas en
compuestos fendlicos en comparacién con la especie T. spathacea. Asimismo, en la
extraccion de flavonoides la especie T. zebrina, presentd concentraciones superiores (en
un 300%) en comparacién con el género T. spathacea. Resultado que es concordante con
lo reportado en la literatura.

En el contenido de antocianinas en dichas especies trabajadas, presentaron cantidades
similares en el rendimiento de estos metabolitoss.
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