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Editorial

Si reconocemos la actividad cientifica como una dindmica del pensamiento sustentada en un proceso
metodologico, enfocado en demostrar las afirmaciones y conclusiones que los investigadores
formalizan como consecuencia de sus observaciones, se hace necesario respetar y difundir los
resultados de estos esfuerzos mediante nuevas propuestas para fomentar, evaluar y socializar la
produccion cientifica que se cristaliza. Ademas, debemos proveer los mecanismos para que estas
propuestas sean evaluadas y acreditadas en todo nivel académico, sin descontar las posibilidades de
discusion y respuesta por parte de la misma comunidad cientifica, con el fin de fomentar la interaccion
y el andlisis critico entre los investigadores y las instituciones que los amparan.

Tlamati Sabiduria como medio de difusion cientifica, esta orientada a darle la oportunidad no solo a
los investigadores establecidos para dar a conocer sus trabajos, también procura fomentar la
participacion de los jovenes investigadores, quienes mediante la asesoria de sus mentores académicos,
presentan sus trabajos en éste numero especial, pensado como un medio para estimular y fomentar la
investigacion en los niveles educativos en los que tradicionalmente no se incluia esta funcion
sustantiva. A 9 aios del primer Coloquio de Jovenes Talentos en la Investigacion de la Universidad
Autonoma de Guerrero, las responsabilidades y compromisos que los jovenes investigadores tienen
con la sociedad en la que se desenvuelven, estan cada vez mas instituidos en su formacion académica
en investigacion.

Los trabajos en este nimero son parte de los trabajos expuestos en el ler. Encuentro de Jovenes en la
Investigacion de Bachillerato, asi como en el 2° Encuentro de Jovenes Investigadores CONACYT y
9° Coloquio Estatal de Jovenes Talentos en la Investigacion. A pesar de en los anteriores eventos se
publicaron las memorias de manera informal, es con esta edicion especial de Tlamati Sabiduria que
nos permitimos promover la publicacion de un niumero cada vez mayor de autores noveles, pero sin
descuidar la relevancia de los trabajos publicados en este numero.

Es necesario exponer que los trabajos presentados en este ntimero especial de Tlamati Sabiduria,
representan la discusion de los resultados primarios de una investigacion, en donde las expectativas
sobre las hipotesis y resultados todavia no llegan a un alto nivel de formalidad en la produccion
cientifica, pero provee de la materia prima para sustentar discusiones académicas, en donde los
futuros investigadores podran interactuar para poder proponer y trabajar en otros proyectos, que la
sociedad leerd, aprovechard y evaluard provocando una sinergia académica sustentada en el analisis
de los resultados presentados, estableciendo una cultura de vinculacion y colaboracion entre las
Instituciones de Educacion Media Superior y Superior y los Centros de Investigacion y Posgrado en
el pais

Dr. Juan Baltazar Cruz Ramirez

VI



Tlamati Numero Especial 2 (2014)

Eg’c-‘c’.! B |

Memorias
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Iliana Barragan Fitz (Becario programa AMC)
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Resumen

La promocion de la salud es una filosofia que se centra en la idea de que la buena salud, o el bienestar, es
un logro personal y colectivo. Para un individuo, esto significa el desarrollo, en los primeros afios de su vida, de
un programa de habitos de buena salud a observar durante su adultez y vejez (...)" (Taylor, 2007, p. 46). Por lo
tanto la salud se encuentra determinada por conductas y habitos, los cuales conforman un estilo de vida, el cual
se define como el conjunto de pautas y habitos comportamentales usuales de una persona y como aquellos patro-
nes de conducta individuales que demuestran consistencia a través del tiempo, y que influyen en las conductas re-
lacionadas con la salud, algunas veces en sentido favorable y otras en sentido adverso.

De acuerdo con lo anterior el objetivo de este estudio fue identificar el bienestar psicologico en jovenes
universitarios del Valle de Toluca, México. Para ello se utilizo la escala de Bienestar psicologico, desarrollada
por Carol Ryff'y adaptada al espaiiol por D. van Dierendonck (citado por Diaz et.al., 2006). Los cuales fueron
aplicados a 150 jovenes, de ambos sexos, entre los 20y 30 aiios de edad.

El presente estudio se inserta dentro de la linea de investigacion familia, subjetividad y limites socia-
les, del cuerpo académico: Socializacion, juventud y estilos de crianza; el cual se encuentra adscrito a la Facul-
tad de Ciencias de la Conducta de la UAEMex.

Palabras clave: Bienestar psicologico, estilos de vida, salud, enfermedad

Introduccion

Los jovenes, quienes son la esperanza o la fatalidad del manana, de ello dependen las circunstancias en las
que se vean inmersos. La juventud no tiene una definicion exacta debido a que es concebida de distinto modo en las
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diferentes culturas y contextos. Fussel y Greene, citado por Bradford Brown, Reed W. Larson y T.S Saraswathi
2002, afirman que:

(...) la definicidon de joven es fluida y arbitrariamente definida, tanto fisica como socialmente, y varia a
través de las culturas y las eras. Para propdsitos de este estudio, podemos estar de acuerdo en que en la mayoria de
las culturas, la segunda, incluso la tercera década de la vida es una época donde pasan muchas cosas, un periodo
donde las personas atraviesan cambios en sus roles y en las expectativas sociales de ellos (p. 59).

Al ser la juventud la esperanza del mafiana, es necesario analizar y tomar en cuenta las dificultades y desa-
fios con los que se topa en la actualidad éste sector de la poblacion. Al respecto Fussel y Greene mencionan que la
juventud de hoy es posiblemente la mas grande en la historia, asi mismo, se confronta a una combinacion de condi-
ciones econdmicas, sociales, y pautas demograficas; del mismo modo, la juventud de hoy se enfrenta a cambios de
ideas y filosofias de vida que son parte aguas de su manera de concebir la existencia. Debido a lo anterior, el modo
de vida de sus padres y abuelos difiere de la de ellos.

Los resultados de la Encuesta Nacional de la Juventud 2010 (IMJUVE, 2011) arrojan que 36.2 de cada 100
habitantes son jovenes (42.2% hombres y 50.8% mujeres) y que 52.9% se concentra en ocho entidades federativas:
Estado de México, Distrito Federal, Veracruz, Jalisco, Puebla, Guanajuato, Chiapas y Michoacan. Sin embrago, el
rezago educativo en el nivel medio superior y superior, la migracion, el desempleo, la violencia, la delincuencia y
las adicciones, son grandes problemas que afectan a esta poblacion individual y colectivamente (calidad de vida y
expectativas de migracion en jovenes de zonas rurales del Estado de México, Mercado, Salgado Patricia, 2013).

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en 2014, reportdé que en México residian 31.4
millones de jovenes de 15 a 19 afios, monto que representa 26.3% la poblacion total. En el primer trimestre de
2014, la tasa de desempleo de los adolescentes de 15 a 19 afios y de los jovenes de 20 a 24 afios son de 9.8 y 9.2%
respectivamente.

Durante 2012, 32.7 % de la poblacion de 15 a 29 afios no esta afiliada o inscrita a servicios médicos.

De acuerdo a datos de la ENVIPE 2013, los temas que preocupan mas a la poblacion joven son la inseguri-
dad y el desempleo (56.6 y 49.2%, respectivamente). En 2012 fallecieron aproximadamente 36 mil jévenes, lo que
en términos porcentuales representa 6.1% de las defunciones totales.

En la pégina oficial de Salud Publica en México, la poblacion adolescente en general se percibe como
sana, aunque 2% de ella considera que su salud es mala. La exposicion a tabaco, medida en haber fumado 100 ciga-
rrillos en su vida, es de 9% aunque s6lo 42% de jovenes nunca habia fumado. La prevalencia aumenta conforme se
incrementa la edad, llegando a 25% en jovenes de 19 afios. Situacion similar se observa con la exposicion al al-
cohol; en promedio, jévenes de 10 a 19 afios presentan una prevalencia de 11%, la cual se modifica con la edad.
Llama la atencion que desde los 15 afios 10% de jovenes consumen alcohol, y que a los 19 afios la prevalencia as-
ciende a 31%.

Un problema mas en los jovenes en México es la prevalencia de sobrepeso y obesidad; la ENSA 2000
muestra que el problema es mas frecuente en las jovenes. De hecho, desde los 16 afios un tercio de las jovenes en
Meéxico presentan exceso de peso.

Por otra parte también se ha observado que El una contrariedad mayor que suele presentarse con frecuen-
cia en este sector de la poblacion son los accidentes y la violencia, que se expresa en los niveles mas elevados de
utilizacion de servicios. Los traumatismos y las fracturas representan un alto porcentaje dentro de los motivos de
ingreso hospitalario.

Un estudio realizado por el Centro de Opinion Publica de la Universidad del Valle de México (UVM) so-
bre “Activacion Fisica y Salud”, demostré que el 34% de la poblacion, a pesar de ser preponderantemente joven,
manifiesta tener al menos uno de los sintomas del sindrome metabdlico (diabetes, hipertension, entre otros) y el
20% de ellos habla de sobrepeso.

Debido a lo anterior es necesario analizar los estilos de vida que mantienen los jovenes en México, ello
permitira tener un panorama sobre la calidad de vida que poseen, englobando mediante el modelo biopsicosocial
aspectos fundamentales que se toman en cuenta para definir una buena calidad de vida. Asi mismo, se pretende
predecir las implicaciones y consecuencias que podrian generar en ellos los estilos de vida no saludables.

(Qué se entiende por calidad de vida?, es preciso empezar con este cuestionamiento debido a que existen
muchos intentos de definicion. La calidad de vida se podria evaluar mediante el grado de felicidad del que goza
cada individuo, sin embargo la felicidad sigue siendo un concepto relativo debido que de ello dependera el contex-
to, el momento y la percepcion de las personas; un ejemplo de ello lo encontramos en un estudio realizado por R.
Inglehart, R. Foa, C. Peterson y C. Welzel (1981-2007) (citado por Garcia Vega, José¢ y Sales Heredia, Francisco,
2011), donde 13 paises de América Latina, entre ellos México, reportaron un nivel de bienestar subjetivo muy por
encima del nivel pronosticado por sus niveles econdmicos. Mientras tanto muchas investigaciones como las de
E.Diener, M. Diener (1995) (citado por Garcia Vega, Jos¢ y Sales Heredia, Francisco, 2011) han encontrado una
relacion positiva entre el ingreso promedio de los paises y la felicidad promedio de sus habitantes; lo anterior sugie-
re que la felicidad es un concepto dificil de definir, debido a que lo que hace felices a algunas personas no necesa-
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riamente hace feliz a otras.

Por otro lado la calidad de vida se podria medir mediante el bienestar de cada sociedad, es decir, que el
individuo pueda cubrir las necesidades basicas; éste bienestar se traduce en el progreso de las condiciones de vida
de cada persona, sin embargo, definir el progreso sigue siendo una tarea compleja debido a que no es un concepto
universal. El concepto de progreso depende de la cultura, de la historia y de las creencias o valores personales
(Garcia Vega, Jos¢ y Sales Heredia, Francisco, 2011, Bienestar y calidad de vida en México).

Para poder analizar el progreso de la sociedad es necesario tomar en cuenta los indicadores objetivos y
subjetivos; la calidad de vida resulta ser uno de los indicadores para el bienestar, sin embargo, al igual que la felici-
dad, la calidad de vida resulta ser una definicion complicada debido a que es un concepto amplio. Para la Organiza-
ciéon Mundial de la Salud (OMS), el concepto de calidad de vida se define como: la percepcion que un individuo
tiene de su lugar en la existencia, en el contexto de la cultura y del sistema de valores en los que vive y en relacion
con sus expectativas, sus normas y sus inquietudes. Se trata de un concepto muy amplio que esta influido de modo
complejo por la salud fisica del sujeto, su estado psicoldgico, su nivel de independencia, sus relaciones sociales, asi
como su relacion con los elementos esenciales de su entorno (Garcia Vega, Jos¢ y Sales Heredia, Francisco, 2011,
Bienestar y calidad de vida en México).

Constanza et al (citada por Garcia Vega, José¢ y Sales Heredia, Francisco, 2011) propone una definicion
integral del concepto de calidad de vida de la siguiente manera: “la calidad de vida es el grado en el cual las necesi-
dades objetivas de los seres humanos son alcanzadas en relacion con las percepciones personales o grupales del
bienestar subjetivo”.

Al respecto Levi y Anderson (1980) (citado por Oblitas, Guadalupe, Luis, et al, 2010) opinan que actual-
mente el concepto hace referencia a la evaluacion objetiva y subjetiva de al menos los siguientes elementos: salud,
alimentacion, educacion, trabajo, vivienda, seguridad social, vestido, ocio y derechos humanos; ademas, puede ser
definido, en términos generales, como una medida compuesta de bienestar mental y psicologico, tal como lo percibe
cada persona y cada grupo.

Por su parte Andrew y Withey (1997) sostienen que la calidad de vida puede entenderse como el conjunto
de evaluaciones que el individuo hace sobre cada uno de los dominios de su vida actual desde esta perspectiva, y
desde el campo de la psicologia, la calidad de vida es un concepto basicamente referido al tipo de respuesta indivi-
dual y social ante un conjunto de situaciones reales de la vida diaria (Oblitas, Guadalupe, Luis, et al, 2010).

La calidad de vida también es medida mediante la salud del hombre y los esfuerzos que éste realiza para
mantenerla. Ledn Rubio, José et al (2004), sefialan que la psicologia médica, psicologia psicosomatica y psicologia
clinica intentan mantener la salud del hombre y asi otorgar una buena calidad de vida, sin embargo, estas disciplinas
siguen concibiendo a la salud s6lo como ausencia de enfermedad.

El modelo biomédico sefala que salud es ausencia de enfermedad, que todo problema de salud tiene un
origen bioldgico; es decir que se puede explicar por un mal funcionamiento de los procesos fisiologicos o por la
accion de patogenos externos como las bacterias y virus. Asi, las dolencias psicoldgicas pasan a ser consecuencia
de la afeccion fisiologica; de este modo, se demerita el papel que juega sobre la salud del hombre las problematicas
psicologicas y sociales. Por lo anterior, desde el modelo biomédico, vigente atin en nuestro pais, las acciones se
ven reducidas al diagnostico y tratamiento de la enfermedad, siendo éstas las tnicas medidas sanitarias existentes.

El modelo biopsicosocial postula que la salud es un concepto amplio, donde entran en juego no solo los
factores biologicos, sino que también aspectos psicologicos propios de cada individuo, asi como el ambiente en que
éste se desenvuelve. Dressler (1982) (citado por Oblitas, et al, 2010) postuld un modelo de discrepancia del cambio
cultural, el cual menciona que la adaptacion a la vida moderna no es problematica en si, sino que solo deviene un
problema cuando el individuo ve limitado el acceso a los recursos econémicos, en cuyo caso se desarrolla lo que
denomina estrés de estilo de vida o tension resultante de conjugar un estatus socioecondmico bajo.

(Qué es el bienestar? Hablar de Bienestar, es un topico que siempre ha suscitado interés y al mismo tiempo
gran controversia por la variedad de teorias, perspectivas o puntos de vista que han surgido a lo largo de la historia
no solo para la Psicologia sino para muchas ciencias de la salud, el objetivo en comun al estudiar el bienestar, es
aumentar y mejorar la calidad de vida. Por otro lado es importante sefialar que al estudiar el bienestar se ha citado
el bienestar subjetivo “Equivalente a la felicidad” y el bienestar psicologico “Plena realizacion del propio potencial
psicologico” (Carr, 2004).

Una de las primeras que se interesé en el estudio de la salud mental positiva fue Marie Johoda (1958) en su
libro Conceptos actuales de salud mental positiva, propuso un modelo de salud mental positiva donde expuso seis
criterios fundamentales (Sanchez, 2002), estos son: Actitud positiva hacia uno mismo: Crecimiento/ actualizacion
personal, integracion / equilibrio interior, autonomia razonable, percepcion de la realidad, dominio del entorno.

A partir de este modelo, surgieron otros, como el de Carol Ryff (1989), quien se centra especificamente en
el Bienestar Psicoldgico y asi es como desarrolla el modelo de bienestar psicologico donde expone seis dimensiones
basicas (Hervas, 2009.): Control ambiental, crecimiento profesional, proposito en la vida, autonomia, autoacepta-
cion, relaciones positivas con otros.

Martin E. P Seligman (2011), considera que “(...) el bienestar es un constructo; y el bienestar, no la felici-
dad, es el tema de la psicologia positiva” (p.38), es decir que varios elementos contribuyen a su creacion, y asi en
su modelo desarrolla los elementos del bienestar:
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La teoria del bienestar se conforma por “cinco elementos” (Seligman, 2011, p. 31), y cada uno de los cinco
tiene tres propiedades. Los cuales son: Emocidn positiva, compromiso, sentido, relaciones positivas, logro.

El bienestar entonces es “(...) una combinacion de sentirse bien y de tener realmente sentido, buenas rela-
ciones y logros. La forma de elegir el rumbo de nuestra vida es maximizar los cinco elementos en su totali-
dad” (p.39)

Ademas de los elementos y las fortalezas para alcanzar el bienestar se mencionan “caracteristicas adicio-
nales” (p.42): Autoestima, optimismo, resiliencia, vitalidad, autodeterminacion, relaciones positivas. Seligman
(2011), menciona que: “(...) el predominio de la depresion entre los jovenes es sorprendentemente alto a nivel
mundial”

Entonces, la pregunta que nos hacemos es: ;Como esta el bienestar Psicologico en nuestros jovenes? Ac-
tualmente lo jovenes estan presentando muchos problemas de depresion, ansiedad, etc., factores que han llegado a
desencadenar enfermedades psicosomaticas, es muy comun que la mayoria a su corta edad, ya presenten trastorno
del colon irritable, gastrointestinales, entre otros. Los aportes de la psicologia de la salud han facilitado la investi-
gacion de factores psicologicos considerados predisponentes a las enfermedades, asi como a su evolucion y trata-
miento (Herndndez & Grau, 2006). Entre los cuales se encuentra el bienestar psicologico, autores como Diener y
Biswas —Diener (2008) puntualizan que el bienestar no es un mero resultado de otras variables psicologicas, sino
que es un importante predictor de la salud fisica, de la longevidad, de las relaciones interpersonales y del funciona-
miento psicologico dptimo de las personas. El estudio se centré en aquello que hacia feliz a las personas, ya que
una gran parte de las investigaciones sobre el bienestar estuvo centrada en el estudio de las diferencias individuales.

La persona feliz, segiin Diener (1994) es aquella con un temperamento positivo, con tendencia a ver el
lado favorable de las cosas y que no se ancla en los eventos malos, tiene confidentes y amigos y posee adecuados
recursos para encaminarse al logro de sus metas significativas, y por ende posee recursos para enfrentar satisfacto-
riamente las 1lamadas situaciones de estrés.

De acuerdo con este autor, se hace necesario examinar el contexto en el que se desarrollan las experiencias
de las personas, los valores, las metas, cuando se evalua la influencia de los eventos externos sobre la felicidad.
También los llamados factores internos juegan un considerable papel, en especial las estructuras de la personalidad,
en virtud de las cuales los eventos y las circunstancias son percibidos de una determinada manera. En general se
sefala que la autoconfianza, la estabilidad emocional, la fortaleza, la afectividad positiva y la autoestima pueden
condicionar los niveles de bienestar en cualquier etapa del ciclo vital (DeNeve & Cooper, 1998), asi como la auto-
determinacion y habilidad de competencia (Diener, Oischi & Lucas, 2003).

Para Andrews y Withey (1976), el bienestar tiene tres componentes basicos: 1) afecto positivo (AP); 2)
afecto negativo (NA), y 3) los juicios cognitivos sobre el bienestar. Mientras que Lucas, Diener y Suh (1996) de-
mostraron que la satisfaccion vital (el juicio subjetivo sobre el bienestar) es un constructo diferente e independiente
de los afectos positivos y negativos. Por tanto el bienestar es un constructo mucho mas amplio que la simple estabi-
lidad de los afectos positivos a lo largo del tiempo, denominado por la sabiduria popular como felicidad (Schumutte
& Ryft, 1997).

En las investigaciones sobre bienestar se identifican dos lineas de trabajo (Keyes & Magyar -Moe, 2003).
La primera esta en relacion con la evaluacion de las emociones positivas y la percepcion de la satisfaccion general
con la vida. En el primer caso, se evalua el afecto momentaneo predominante, tanto positivo como negativo, en el
segundo —satisfaccion con la vida— se confia en el juicio cognitivo que establece el evaluado acerca de su satisfac-
cion con la vida como un todo. A esta linea se la denomind bienestar emocional, y es la que derivo la mayor canti-
dad de investigaciones (Diener, Suh, Lucas & Smith, 1999).

Una segunda linea de trabajo considera que el bienestar es multidimensional y que es necesario considerar
los aspectos sociales y del entorno para la evaluacion del bienestar (Ryff & Keyes, 1995). Esta linea toma en cuenta
las teorias del desarrollo humano 6ptimo, el funcionamiento mental positivo y las teorias del ciclo vital. Para estos
autores el bienestar psicologico esta diferenciado en seis dimensiones: 1) una apreciacion positiva de si mismo; 2)
la capacidad para manejar de forma efectiva el medio y la propia vida; 3) la alta calidad de los vinculos personales;
4) la creencia de que la vida tiene proposito y significado; 5) el sentimiento de que se va creciendo y desarrollando-
se a lo largo de la vida; y 6) el sentido de autodeterminacion.

Ryff (1989a, 1989b) por su parte sugirio un modelo multidimensional de bienestar psicolégico compuesto
por seis dimensiones: autoaceptacion, relaciones positivas con otras personas, autonomia, dominio del entorno pro-
posito en la vida, y crecimiento personal.

Con base en los planteamientos anteriores se puede referir que las prioridades que tienen las personas es-
tan en gran medida relacionadas con el bienestar que experimentan, y estas prioridades estan a su vez determinadas
por los objetivos vitales en el corto, mediano y largo plazo. Emmons, Cheung y Tehrani (1998) identifican que la
estructuracion de determinados objetivos de vida, son los responsables del mantenimiento del bienestar en el largo
plazo. Asi el éxito de las personas para alcanzar sus metas dependerd en gran medida de las estrategias utilizadas y
de como pueden afrontar los inconvenientes que les plantea lo cotidiano de su existencia. Es una dimension funda-
mentalmente evaluativa que tiene que ver con la valoracion del resultado logrado con una determinada forma de
haber vivido; centra su atencion en el desarrollo de las capacidades y el crecimiento personal, concebidas ambas
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como los principales indicadores del funcionamiento positivo.

Motivo por el cual es importante analizar la situacion de nuestros jovenes, asi como crear las medidas
necesarias para prevenir y promover su desarrollo, mejorando su calidad de vida; del mismo modo, tomando en
cuenta su bienestar fisico, psicologico y social. Derivado de lo anterior el objetivo de este estudio fue identificar el
bienestar psicoldgico en jovenes universitarios del Valle de Toluca, México

Método

Participantes

Se trabajo con una muestra no probabilistica de tipo intencional, conformada por jévenes universitarios
hombres y mujeres, entre 20 y 30 afos de edad, residentes de los municipios que conforman el Valle de Toluca
(Toluca, Metepec, Lerma, San Mateo Atenco, Almoloya de Juarez y Zinacantepec). Los criterios de inclusion que
se consideraron fueron: No cursar con unan condicion cronica de enfermedad.

Instrumentos

Escala de Bienestar Psicologico

La escala de Bienestar psicologico fue desarrollada por Carol Ryff y adaptada al espafiol por D. van
Dierendonck (citado por Diaz et.al., 2006). En su version original, la escala consta de 120 items distribuidos en
seis dimensiones: Autoaceptacion, Relaciones positivas con otras personas, Autonomia, Dominio del entorno, Pro-
posito en la vida y Crecimiento personal. Para efectos de esta investigacion se retoma la adaptacion espaiiola, la
cual esta integrada por 39 items, a los que los participantes responden utilizando un formato de respuesta tipo Li-
kert con puntuaciones comprendidas entre uno (totalmente en desacuerdo) y seis (totalmente de acuerdo). Distri-
buidos en seis factores, con valores Alfa de Cronbach mayores o iguales que 0.70.

Procedimiento

La investigacion fue de campo, de tipo descriptivo transversal, con la finalidad de identificar la media y la
desviacion estandar de la variable de estudio. Se trabajo con un disefio ex-post-facto, el cual se utiliza para explicar
un fendémeno que ya ocurrié. No se puede controlar, dado que las personas fueron socializadas a través de sus vi-
das. (Coolican, 2005). Se contactd a jovenes que cursaran el nivel medio superior, en la ciudad de Toluca, Estado
de México. Se les informo sobre los aspectos generales y el objetivo del estudio. Se les solicitd su autorizacion por
escrito (consentimiento informado) para participar en la presente investigacion. Una vez contestados los instrumen-
tos se procedio a capturar los datos en el paquete estadistico SPSS, con la finalidad de llevar a cabo los analisis
estadisticos preliminares. Se trabajo con la estadistica descriptiva con la finalidad de obtener las medias y la des-
viacion estandar de los factores que integran la Escala de Bienestar Psicologico..

Resultados

A continuacion se describen los resultados preliminares obtenidos a partir del analisis de los datos. Los
participantes obtuvieron un puntaje de media mayor en lo correspondiente a la autoaceptacion, el crecimiento per-
sonal y el propésito de vida (ver Tabla 1).

Discusion
Los resultados que se presentan en torno al bienestar psicologico de los participantes son preliminares, ya
que se esta a llevando a cabo la aplicacion de la escala a una muestra mayor con la finalidad de obtener los indices
de confiablidad y valides de la misma, en este sector poblacional.
De acuerdo con el puntaje de la media presentada por los participantes en los factores
que integran la Escala de Bienestar Psicoldgico, estos son acordes con la etapa del desarrollo que cursan.

Conclusiones

Se puede establecer a partir de los resultados encontrados que los participantes en este estudio se muestran
de acuerdo en cuanto a la autoaceptacion, crecimiento personal, dominio del entorno y propoésito de vida que pre-
sentan.

En cuanto a la relaciones personales y Autonomia, no estan de acuerdo en cémo las estan vivenciando.
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Tabla 1
Medias y desviaciones estandar de los factores que integran la Escala de Bienestar Psicoldgico.

Factores

M DE Valor Minimo  Valor Méximo
Autoaceptacion 2.9000 41235 1.17 3.83
Relaciones positivas 2.4033 44833 0.83 3.67
Autonomia 2.4538 41196 0.38 3.25
Dominio del entorno 2.7583 40644 1.17 3.67
Crecimiento personal 2.8271 44174 0.57 3.71
Proposito de vida 2.9882 44112 0.17 3.67
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Resumen.

El DNA continuamente sufire modificaciones debido a que esta expuesto a una gran cantidad de xenobidticos,
sin embargo se han descrito ampliamente mecanismos de reparacion del DNA que ayudan contender con este dario,
pero poco se sabe de los mecanismos involucrados en la formacion de rearreglos cromosomicos que producen la
inestabilidad genomica, por ello tratamos de caracterizar la formacion de rearreglos en el genoma utilizando como
modelo Salmonella entérica serovar typhimurium LT2. Salmonella y Escherichia coli divergieron de un ancestro
comun hace 150 millones de arios y sus mapas genomicos son sinténicos, cuya principal diferencia es una inversion
cromosomica presente en E. coli. Esto nos hace suponer la existencia de mecanismos, adicionales a los de reparacion
del DNA que mantienen la estabilidad de estos genomas, y la teoria de que los rearreglos genomicos, como las
inversiones cromosomicas, ocasionan la pérdida de la sintenia. En el genoma de Salmonella han descrito regiones en
las cuales, secuencias repetidas invertidas pueden recombinar para formar inversiones, pero otras regiones como el
intervalo histidina-triptofano (his-trp) se han descrito como prohibidas para la formacion de estos rearreglos.
Utilizando como modelo a Salmonella, se generaron las cepas mutantes fliK y yafE por insercion de transposones en
las cuales la restriccion para la inversion fue liberada. El objetivo de este estudio es confirmar la insercion en la
mutante fliK y describir su comportamiento en los mecanismos involucrados con la restriccion en la formacion de
inversiones, mediante la evaluacion con mutdgenos de accion directa e indirecta en el DNA; de ser este un fenomeno
general, nos permitiria generar un modelo amplio para evaluar el efecto mutagénico en la estabilidad gendémica, que
involucre eventos recombinogénicos como las inversiones.

Palabras clave: Sa/monella, mutante fliK, inversion, inestabilidad cromosomica y modelo.
Introduccion.

El DNA continuamente sufre modificaciones debido a que esta expuesto a una gran cantidad de xenobioticos,
sin embargo se han descrito ampliamente mecanismos de reparacion del DNA que ayudan contender con este daiio,
pero poco se sabe de los mecanismos involucrados en la formacion de rearreglos cromosémicos que producen la
inestabilidad gendmica, por ello tratamos de caracterizar la formacion de rearreglos en el genoma utilizando como
modelo Salmonella entérica serovar typhimurium LT2 (Tuteja et al., 2001; Sinha y Héader, 2002; Emanuel y
Scheinfeld,2007, Azerad, 1999). Salmonella y Escherichia coli poseen un mapa genético casi idéntico (sintenia) a
pesar de que han pasado 150 millones de afios desde que divergieron de un ancestro comtn (Ochman y Wilson, 1987),
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lo anterior, supone la existencia de mecanismos adicionales a los de reparacion del DNA, que estabilizan el genoma y
pudieran estar evolutivamente conservados. Sin embargo existen una variedad de agentes xenobioticos a los que esta
expuesto el genoma y que pueden causar diversos dafios genotdxicos, llevandolo a la formacion de rearreglos
cromosomicos y la pérdida de la estabilidad genomica.

En el genoma de Salmonella typhimurium se han descrito regiones en las cuales, secuencias repetidas
invertidas pueden recombinar para formar inversiones -rearreglos que ocasionan la perdida de la sintenia- pero existen
otras, como el intervalo histidina-triptéfano (his-trp) prohibidas para recombinacion (Segall et al., 1988), sin embargo
la mutacién del gen fus, involucrado en replicacion, lo hace permisivo. Utilizando como modelo a Salmonella
Typhimurium, se generaron cepas mutantes por insercion de transposones, en las cuales la restriccion para la inversion
en el intervalo his-trp fue liberada. Los genes candidatos con este fenotipo son fliK y yafE, el primero es responsable
del control en la longitud del flagelo en Salmonella typhimurium y E. coli (Macnab et. al., 1996), mientras que yafE
es una metiltransferasa que participa en la sintesis de menaquinona durante la respiracion anaerobia. Es interesante
describir el papel de estas mutantes en procesos de recombinacion y replicacion, pues hasta ahora no se ha reportado
su papel en estos eventos. Debido a lo anterior, se propuso evaluar el efecto de compuestos mutagénicos
(metilmetanosulfonato, etilmetanosulfonato, MMS; 9-aminoacridina, 9AA y benzoapireno, B[a]p) que se unen de
manera directa e indirecta en el DNA esperando que las frecuencias de inversion (un evento que involucra
recombinacion y replicacion), en las cepas mutantes se modifiquen (Jiao et al., 2007; Staal et al., 2007).

La hipotesis plantea que los compuestos mutagénicos MMS, EMS, 9-AA y el B[a] P afectaran frecuencia de
los eventos de inversion.

Metodologia

El disefio experimental, se describe en la figura 1 y en la tabla 1 se describen los genotipos.

Rescatar en cajas Petri con medio NB Rescatar en cajas Petri con medio
la cepa silvestre de Salmonella NB a la cepa mutante fliK.
typhimurium LT2.

Extraccion de DNA Cuantificacion del evento de inversion en la
cepa silvestre y la mutante fliK.

Confirmacion por PCR del
transposon (Tn10d-cam) en la
mutante fliK.

En ausencia de En presencia de mutagenos de
accion directa e indirecta en el
DNA

mutdgenos

Mutagenos indirectos: B[a]P con i .
activacion (con S9 ) y sin activacion Mutégenos directos:
. MMS, EMS, 9-AA
metabolica (S9).

Figura 1. Descripcion del disefio experimental
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Tabla 1. Genotipo de las cepas utilizadas en éste estudio

CEPA GENOTIPO REFERENCIA

Cepa silvestre Salmonella Typhimurium  Sty(LT2) wt a

LT2 (sin plasmido pSLT)

Mutante yafE Como la cepa RC13 zzz-3938::Tn10d-cam B
Mutante fliK Como la cepa RC13 zzz-3940::Tn10d-cam B
Mutante ydgT Como la cepa RC13 zzz-3941::Tn10d-cam B

Mutante tus Como la cepa RC13 pmi tus1::Mud-cam B

Cepa silvestre Salmonella typhimurium  Sty(LT2) srl-201 hisD9953::Mud(DEL1852[lacZ-hislE]) a

LT2 (con el sistema de inversion) trpED2490::MudA(lacZ3113::Tn10d-tet) recD561

* - Cepa proporcionada por el Dr. John Roth, University of Davis. C.A. USA y p -Cepa construida por el Dr. Rafael Camacho ,IIB.UNAM.
México, D.F.

Productos quimicos: Los mutagenos empleados en el presente trabajo fueron comercializados en SIGMA
ALDRICH®. Los compuestos metilmetanosulfonato y etilmetanosulfonato fueron disueltos en agua MilliQ estéril a
una concentracion de 0.6 y 2.3 mg/ml, respectivamente, mientras que la 9-aminoacridina (20pug/ml) y benzopireno
(0.25pg/ml) en dimetilsufoxido (DMSO).

Aislamiento de DNA bacteriano, se rescataron las cepas en cajas con medio NB (Nutrient Broth, Difco®). Al
dia siguiente se inocul6 un cultivo de 5ml de NB liquido y se dejo crecer toda la noche (overnight), posteriormente se
centrifugd durante 10 minutos a 10,000rpm en una minicentrifuga (Hettich®) a temperatura ambiente; se decantd el
medio y se resuspendio el pellet en 500ul de TEN (tris-base 50 mM pH 8, EDTA (&cido amino tetra acético) 50 mM
y NaCl 100 mM) pH 8.1, se agrego lisozima(5mg/ml™!) y 4 pl de RNAsa (10mg/ml). La mezcla anterior se coloco en
hielo-agua durante 5 minutos y se le agregd 20ul de SDS (0.5%), posteriormente se colocd en hielo-agua durante 10
minutos. Después se coloco el tubo en un baflo a 60 °C durante 10 minutos, se agregé fenol (1 volumen), se agitd por
inversion hasta homogenizar la mezcla y se centrifugé a 13500 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se recuper6 la fase
acuosa y se agreg6 un volumen de la mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (relacion 24:1), se agitd por inversion y se
centrifugd a 13000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. Se recuperd la fase acuosa y se agregd acetato de potasio 0.3M
final, se agitd por inversion, se afiadio 0.6 volumenes de isopropanol y se incubd a -20 °C durante 1 hora. Después se
centrifugd a 10,000rpm, durante 15 minutos a 4°C, se desecho el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con etanol al
70% a -20 °C (después de cada lavado se centrifugd 15 minutos a 10,000rpm); en el ultimo lavado se decanté el
sobrenadante y se dejo secar los residuos de etanol. Finalmente los residuos de etanol se evaporaron a temperatura
ambiente y se resuspendio la pastilla en H>O grado PCR. La pureza e integridad del DNA se realiz6 mediante la lectura
en el espectrofotometro nanodrop 2000® (TermoScientific®) de acuerdo al manual del proveedor.

Electroforesis en gel de agarosa al 1%, se preparé un gel de agarosa al 1% y se coloco en la camara de
electroforesis con solucion buffer TAE (1X) hasta cubrir el gel. Se prepararon las muestras de DNA con buffer de
carga (6X) (0.25% de bromofenol azul, 0.25% de xilencianol, 15% de ficol tipo 400) y se colocaron en el gel de
agarosa, ademas del marcado de peso molecular 1kb plus (Invitrogen®), se coloco la tapa de la camara y se corrio el
gel a 100 volts durante 40 minutos. El revelado del gel se analizé empleando bromuro de etidio (0.5pg/ml).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PRC); se realizd la mezcla de PCR en forma convencional (en tubos
Eppendorf) y en capilares de vidrio. La reaccion fue de 20 pl: 10.64 pl de H>O grado PCR; 2.3 ul de ADN polimerasa
(EDB:2.5 mg/ml BSA SIGMA®, 10 Mm Tris pH [8.3] SIGMA®5.0 U/ ul TagPromega®); 2.66pl de buffer de baja
salinidad (500mM Tris pH [8.3], 2.5 mg/ml BSA, 20 mM MgCl2, 5% Ficoll); 2.0 pl de dNTPs (2.0 mM); 2.0 pl de
oligonucleodtido Forward (5uM); 2.0 pL de oligonucledtido Reverse (5uM;) y 0.5 pl de DNA gendmico (Ing). En el
caso del capilar de vidrio, fue sellado en ambos extremos mediante calor, utilizando la flama del mechero. Los capilares
de vidrio y tubos eppendorf fueron colocados dentro de la cdmara del termociclador Rapid cycler IT® con las
condiciones de amplificacion: programa “Link 36” [H45-C80-H46]: temperatura inicial de desnaturalizacion 94 °C
durante 1 minuto [H45], seguido por una etapa de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, una temperatura de
alineamiento de 61 °C durante 1 minuto, y una extension a 72 °C por 2 minutos durante 35 ciclos con una velocidad
de cambio de temperatura de 9.9 °C/Seg (slope 9.9°)[C80] y seguido de una extension a 72 °C por 5 minutos [H46].
El analisis del producto de PCR se llevo a cabo en un gel de agarosa al 1.0% con exposicion a bromuro de etidio (0.5
pg/ml).
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Cuantificacion del ensayo de inversion, Las cepas fueron crecidas en medio NB liquido a 37 °C con agitacion
constante (150 rpm) durante toda la noche. Al dia siguiente, fueron diluidas en medio NB liquido en una proporcion
1:50 (con excepcion de la cepa silvestre “scavenger”) y colocadas en un bafio a 37 °C con agitacion constante (150rpm)
hasta que alcanzaron la fase exponencial (ODgoonm=0.4), manteniéndolas en hielo-agua hasta que todas las cepas
sincronizaran su crecimiento, en donde permanecieron 20 minutos para frenar su desarrollo. Previamente fueron
espatuladas cajas para el ensayo de inversion (NCE 1X: 0.2%lactosa, 0.1mM histidina, 0.1 mM triptéfano, ImM
MgSO0y4, 30pg/ml X-gal [5-bromo4 chloro-3-indolyl-B-D-galactoside]) con la cepa “scavenger” (100pul) para eliminar
cualquier fuente de carbono. La cepa “scavenger” fue lavada en 3 ocasiones con 5ml de NCE 1X frio antes de colocarla
en las cajas (NCE 50X [1L]: 323gr de K,HPO423H,0, 197gr KH,PO4, 175gr NaNH4sHPO44 H,0). Las cajas fueron
incubadas a 37°C hasta que se necesitaron. Adicionalmente, se realizaron diluciones (1X10¢) en NaCl al 0.85% y se
espatularon 100pl en cajas con medio NB, las cuales fueron incubadas a 37°C durante 24 horas para realizar cuenta
viable. Una vez que todas las cepas alcanzaron la fase exponencial, fueron centrifugadas durante 10 minutos a
10,000rpm y 4°C; después fueron lavadas con 10ml de NCE 1X frio por 3 ocasiones. Posteriormente, fueron
espatuladas en las cajas (por duplicado) para el ensayo de inversion (100ul) e incubadas durante 48 horas a 37 °C
dentro de bolsas de plastico, adicionalmente se realizaron diluciones en NaCl 0.85% y se espatularén 100 pl en cajas
con medio NB, las cuales fueron incubadas a 37°C durante 24 horas para realizar cuanta viable.

Resultados

Extraccion del DNA Y PCR. Se obtuvo una adecuada concentracion de DNA para ser amplificado por PCR,
en la cepa silvestre (207.55ng/uL) y mutante fliK (141.75ng/uL), mientras que la pureza tuvo una relacion Axsp/Azgo
de 1.9 y 1.96, respectivamente. La amplificacion mediante PCR en capilares nos permitié confirmar la presencia del
transposon en la cepa mutante f/iK (producto de amplificacion de 2999pb) (Figura2 y 3). Como control positivo de
amplificacion usamos el gen amyA4 (2000pb) (Figura 1).

Caril 1 Products PCE. e s, ncena ellvestrs (2000 pi)

Carnl 4. Masrsdor 92 peso molacular Tl plus

Camnil §. Preducto FCR. gen amyden cepammitante fHE

Canil ¥ Producte PCR gen axnyAen ceparmmutante ydgT

REACCION PCR EX TUBO EFFENDORT ( Temp ranun
alineamierto:81°C, [ min)

Carell | Prodhucte PCR. peu Ji = cepa silveswe (1500 ph, budfer baja

salinsdad 1ombIy

Carril 2 wmmm%mniﬂuml slvEEs (100 s, buffer
ealtmichad 3wy

Carrd 4 Marcstor de peso mederilar Ik pha

Caril 9. Producto PCE gen (K en cepa mutante (U (3000pb.

Puffermediana salinidad 2 0mld )

Figura 1. Amplificacién por
PCR del gen amyA enla cepa
silvestre, mutante ydgT vy

Figura 2. Amplificacion por PCR
del gen fIiK en la cepa silvestre y
mutante fliK.
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alineamiento:62°C, 30s¢g)
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10mM)

Carril 3. Producte PCR. gen i en mutante &K (3000 ph + 1600pb, buffer
madisma salmidad 20mM) — nespecifice ---

Carril 4. Producte PCR. gen i en mutants 8K {(No hubo amplificacion, buffer
stz salimidad 30mhI)

PCF. montade por NOEL
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Caml 7. Producte PCR. gen fliK en cepa mutante fiK (3000ph, bufferbaja
salinidad 10mM)
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Figura 3. Amplificacién por PCR del gen fliK en la cepa
silvestre y mutante fliK
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Cuantificacion del ensayo de inversion. Se observo un aumento en los eventos de inversion en todas las cepas
cuando son expuestas a los compuestos mutagénicos; sin embargo, la cepa fliK con MMS y B/a/P presenta el mayor
numero de eventos de inversion comparada con las otras cepas. La mezcla de B/a/P con S9 en la mutante f/iK genera
un mayor nimero de cepas lac* estables (resultado de picar 50 colonias y contar las colonias lac”), lo cual quiere decir
que se requiere de la activacion metabdlica del benzoapireno para generar un aumento de eventos recombinogénicos
(Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencias de inversion en ausencia y presencia de MMS, EMS, 9-AA Y B[a]P. Eventos en 1x10® Cel/ml

CEPA SIN MMS EMS 9-AA BfajlP
MUTAGENO
(5.3umol) (18.4umoi) (20ugimi) (0.25pgimi)
Wr 13 inestables 112 11,500 688
inestables inestables inestables
Atus 26,000 23,000 38,600 25,250

AyalfE 136 7157 21750 2826

A7 75 2800 14,545 41,000 Sin 59 Con 59

5798 2377

AfliE 989 15,800 23,148 12,272
460 lac+ 522 lac+

Discusiéon y conclusion

La sintenia es un fenomeno evolutivamente conservada entre los genomas de diferentes especies, tanto en
procariontes como en eucariontes, lo cual sugiere la presencia de un mecanismo adicional que mantiene la estabilidad
del genoma, distinto a los sistemas de reparacion tradicionales. Utilizando como modelo la restriccion del evento de
inversion en el intervalo his-trp en Salmonella typhimurium, generamos cepas mutantes por insercion de elemento
Tnl0d-cam en diferentes partes del genoma, que hacen permisiva la inversiéon. En una mutante el transposon se
encuentra en yafE y en otro candidato en f7iK esto fue confirmado mediante PCR estandarizada en tubos eppendorf y
en capilares de vidrio, observandose en esta ultima, una mejor amplificacion, lo cual puede ser debido a la mejor
conductividad térmica del vidrio, haciendo mas estables las reacciones. Se evalué el efecto de los mutagenos MMS,
EMS, 9AA y B[a]P en las frecuencias de inversion y se observo que estos compuestos inducen un aumento en los
eventos recombinogénicos y que la mutante f7iK parecer ser un candidato adecuada para monitorear compuestos de
distintas vias de accion. La mutante fliK es un candidato para ser implementado como modelo de mutaciones que
implican eventos replicativos y recombinogénicos de gran escala, de los cuales se conoce poco. De ser asi podria tener
un amplio impacto en la evaluacion de xenobioticos a los que se expone el ser humano y que producen enfermedades
como el cancer, sin embargo es necesario seguir caracterizando esta mutante.
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Resumen:

Durante la proliferacion acelerada de un tumor sélido el crecimiento descontrolado ocasiona que las
celulas se alejen de los vasos sanguineos mermdandolas de nutrientes y oxigeno. El establecimiento de zonas
hipoxicas dentro de un tumor solido induce cambios a nivel transcripcional, metabolico y de induccion a vias de
senializacion que le permiten a la célula adquirir un fenotipo agresivo, resistente a farmacos antineopldsicos, y
metastasico lo cual constituye la principal causa de muerte en pacientes con cancer. Por lo tanto, estudiar el
comportamiento de las células tumorales bajo condiciones hipoxicas constituye un topico de gran relevancia en la
busqueda de biomarcadores, blancos terapéuticos o evaluacion de nuevas estrategias antitumorales. El
laboratorio cuenta con una camara de oxigeno controlado, con ella se determiné si es posible someter las células
a condiciones de hipoxia y si estas pueden responder igual que un tumor sélido in vivo. Por tal motivo, células
MCF-7 de cancer de mama fueron sometidas a hipoxia (0.1% de oxigeno) durante 24 horas. Al final, se les extrajo
proteina total y western blot se evaluo el contenido de HIF-1a, GLUT-1, HKII, NDI1. Ademas, el sobrenadante fue
aislado y en él se evaluo la generacion de lactato como indicador de glucolisis. Se obtuvo que MCF-7 hipoxica
presento una mayor cantidad de HIF-1a, GLUT-1 y HKII, asimismo, la proteina mitocondrial NDI presento una
ligera disminucion con respecto al control normoxico. Las células tumorales hipoxicas presentaron un incremento
en la generacion de lactato (1.58x107 nmol/célula mas). Lo anterior correlaciona con lo observado en la literatura
en tumores solidos in vivo por lo que se concluye que se logro establecer un sistema que mimetiza las condiciones
hipoxicas tumorales.

Palabras Clave: Cancer, glucdlisis e hipoxia.
Introduccion:

Cancer

En el 2012 la OMS reportd ocho millones de muertes atribuibles a alglin tipo de cancer (OMS, 2012). El
cancer es el resultado del aumento en los tejidos a causa de la multiplicacion continua de células anormales que
tienen la habilidad de invadir y destruir a otros tejidos (Gandur, 2011). Estas células cancerosas presentan
alteraciones en su morfologia y en sus procesos bioquimicos en comparacion con células normales (Kirkpatrick,
1986 y Otto, 2001), esto a causa de su inmadurez, de cambios en el patron enzimatico o alteraciones en el ADN;
uno de los cambios bioquimicos mas importantes se suscita en el proceso de la glucolisis anaerdbica, ocasionando
una menor dependencia del O, por parte de estas células cancerosas (Otto, 2001 y Gonzales, et al., 2007).

Hipoxia y cancer

El estado de hipoxia ocurre cuando el suministro de O, (dado por la irrigacion sanguinea) es insuficiente,
éste estado es regulado por el factor inducible por hipoxia la (HIF-1a) (Boticario ef al., 2010). Estudios en tejidos
no tumorales con poco suministro de O, reportan concentraciones de 30 uM de este gas, mientras que en
condiciones de normoxia reflejan concentraciones de 30 a 90 uM y en tumores alcanzan niveles menores a los 14
UM (Vaupel, et al., 2007 y Pacheco, 2012). En biopsias de cancer, se ha observado una sobreexpresion de las
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proteinas HIF-1o, GLUT-1, LDH, HKI y HKII; y menor expresion en algunas proteinas de la
fosforilacion oxidativa comparandolas con biopsias no tumorales (Pacheco, 2012). HIF-1a tiene
como funcién transcribir genes involucrados en la via glucolitica (Marin-Hernandez, et al., 2009).

Glucolisis y cancer

La glucolisis funciona como un mecanismo de equilibrio cuando la fosforilacion oxidativa
se encuentra deficiente (proceso frecuente en las células cancerigenas). La glucolisis puede
realizarse en presencia de O, generando la metabolizacion del piruvato a acetil-CoA o en
anaerobiosis, donde el piruvato produce lactato mediante la catalizacion de lactato deshidrogenasa
(LDH) (Gonzales, et al., 2007). Diversos estudios han reportado que los tumores malignos poseen
la capacidad de metabolizar la glucosa y producir lactato a una velocidad mayor que en las células
normales (Ramanathan, 2005).

El aumento de la tasa glicolitica puede deberse al incremento en la expresion de genes que
codifican para enzimas de la glicolisis, como hexokinasa (HK) y fosfofructokinasa-1 (PFK-I),
aldolasa (ALDOA), lactato deshidrogenada (LDHA), fosfofructoquinasa (PFKL), fosfoglicerato
quinasa (PFK1) y piruvato quinasa (PKM), ademas del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) vy el transportador de glucosa (GLUT-1) provocado por la activacion de factores de
transcripcion, oncogenes o por HIF-1a (Gonzales, et al., 2007).

Métodos para generar hipoxia

Existen distintos métodos para establecer condiciones de hipoxia en las células cancerosas,
entre los que destacan (Cotte y Arvelo, 2009):

- Cémaras presurizadas y Cambios en la presion del aire. Consiste en el transito de
condiciones de presion en determinada altitud en un entorno determinado, logrando este estado
cuando se disminuye la presion en un espacio cerrado, donde el grado de hipoxia es proporcional
al cambio en la presion

- Dilucioén del aire con nitrégeno. Para este sistema se emplean bombas de nitrégeno con
lo que se crea una mezcla que compite con el oxigeno.

- Sistemas de extraccion del oxigeno del aire. Se efectia mediante membranas que
permiten el acceso de las moléculas de oxigeno y que excluyen a las de nitrogeno, generando
ambientes hipoxicos.

- Hipoxia-isquemia por Cloruro de Cobalto (CoCI2). El CoCI2 tiene la capacidad de
interferir con la funcion del hierro en el grupo Hemos de la Hb y del citocromo c, ademas el CoCl2
puede activar directamente a HIF-lo, lo que desencadena en las células una respuesta
adaptativa similar a la hipoxia real.

Objetivo: Establecer las condiciones de hipoxia en una camara de oxigeno controlado en
células tumorales in vitro que mimeticen las condiciones del tumor sélido in vivo.

Objetivos particulares

-Estandarizar las condiciones del funcionamiento y mantenimiento de la cdmara de control
de oxigeno durante 24 horas.

-Medir la expresion HIF-1a en cultivos normoéxicos e hipoxicos.

-Medir las proteinas glucoliticas GLUT-1, HKII y la proteina mitocondrial NDI.

-Medir la produccion de acido lactico como sinénimo de glucolisis.
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Materiales y Métodos:

Linea Celular

La linea celular MCF7 (cancer de mama) fue proporcionada por el departamento de
Bioquimica del Instituto Nacional de Cardiologia-Ignacio Chavez, las MCF7 se cultivaron en
placas de 65 x 15 mm con Medio de Dulbecco-MEM suplementado con suero bovino fetal al 10%
auna concentracion 25mM de glucosa y se incubaron a 37 °C hasta alcanzar una confluencia mayor
al 80% (Gibco, Rockville, EE.UU.).

Cultivos en hipoxia

La camara para hipoxia se calibré dos veces a 21% de O (nivel normal), regulando con
nitrégeno (hasta llegar a zero), para después ajustar a 1.3 y 1.9 (SP1 y SP2, respectivamente) que
fueron monitorizados a través de sensores. Se control6 el % de O> a través de tanques que contenian
94% de N, 5% de CO2 y 1% de O, (Gallardo-Pérez, INC). Como control también se realiz6 esté
procedimiento en una minicamara de hipoxia, que después de cerrarla le fue suministrado aire con
el mismo contenido de N, COz y Oz como en la camara de hipoxia por 15 minutos, para después
cesar el suministro de gases y cerrar. Ambas condiciones se incubaron a 37 °C por 24 horas. Las
células control se siguieron cultivando en estados de normoxia (Departamento de Bioquimica del
INC).

Ensayos de viabilidad
La viabilidad de las células MCF7 cultivadas en condiciones de normoxia e hipoxia se
realiz6 mediante azul de tripano, leyéndose al minuto de incubacion en la camara de Neubauer.

Western blot

Las fracciones celulares obtenidas de los cultivos de normoxia e hipoxia se disolvieron con
RIPA (PBS 1 pH 7.2, 1% IGEPAL de NP40, 0.1% de SDS y 0.05% de desoxicolato de sodio) y en
inhibidores de proteasas SmM (Roche, Mannheimm, Alemania). Las proteinas extraidas se
resuspendieron en buffer de carga con 5% de -mercaptoetanol para realizar electroforesis en gel
de poliacrilamida al 10% (Gallardo-Pérez, et al., 2014). La transferencia electroforética se realizo
a membranas PVDF (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.), seguido por un boqueo y se incub6 a 4 °C
durante toda la noche con el anticuerpo primario diluido 1:500 para HIF-1a, GLUT-1, HKII, ND1
y Tubulina (Santa Cruz de Biotecnologia, Santa Cruz California, EE.UU.); se lavd y se incub6 por
una hora con anticuerpo secundario acoplado a la peroxidasa de rabano picante (Santa Cruz). El
revelado fue detectado por un método de quimio-luminiscencia usando ECL-Plus (Amersham
Bioscience, Little Chalfont, Buckinghamshire Reino Unido).

Lactato extracelular

El contenido de L-lactato excretado por las células cultivas en normoxia e hipoxia durante
24 horas se determind mediante espectrofotométria a 340 nm, utilizando NAD™ [100 mM], lactato
deshidrogenasa y medio Hidracina-Glicina a pH 9 (Marin-Hernandez, et al., 2011). El L-lactato
extracelular se corrigid con el nimero de células contenidas en el medio de cada condicion
experimental.

Resultados:

Se trabajo con la linea celular MCF7 de cancer de mama bajo condiciones de normoxia e
hipoxia, esta ultima empleando una cdmara de hipoxia controlada mediante sensores; empleando
tanques con una mezcla de 94% de N, 5% de CO2 y 1% de O, incubandose a 37 °C por 24 horas.
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Después de cultivar las células MCF7 en estados de normoxia e hipoxia, se analiz6 la
expresion de HIF-1a (figura 1) mediante inmunoensayo (Western blot), dado que esta proteina es
la principal reguladora del bastimento de Oz (Boticario ef al., 2010). Observando mayor intensidad
en la banda de HIF-1a correspondiente a la muestra de hipoxia (81%) que en la condicion de
normoxia (1.2%).

CONTENIDO DE HIF-1a EN CELULAS MCF-7
EXPUESTAS DURANTE 24 HORAS A HIPOXIA

HIF-1x
120 KDa

i, G
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Hipoxia

%
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*¥P<0.01 vs Normoxia

Figura 1. Inmunoensayo (Western blot) de HIF-1a en células MCF7 bajo condiciones de normoxia
e hipoxia durante 24 horas.

Mediante Western blot también se busco la expresion GLUT-1, HKII por ser proteinas con
una actividad importante en la via glucolitica y DN1 (figura 2) que es una enzima relevante en la
cadena de transporte de electrones mitocondrial. (Marin-Hernandez, et al., 2009). Los resultados
obtenidos muestran mayor expresion de GLUT-1 (156%) y HKII (124%) en las células cultivadas
a 0.1% de Oo, en cambio, ND1 (17%) se encuentra mas expresado en las células que crecieron en
condiciones de normoxia.
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CONTENIDO DE PROTEINAS GLUCOLITICAS Y
MITOCONDRIAL EN CELULAS MCF-7
EXPUESTAS DURANTE 24 HORAS A HIPOXIA
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Figura 2. Inmunoensayo (Western blot) de GLUT-1, HKII Y NDI en células MCF7 bajo
condiciones de normoxia e hipoxia durante 24 horas.

Se midi6 el acido lactico (tabla 1) excretado en el medio de las células MCF7 cultivas en
normoxia e hipoxia durante 24 horas, mediante espectrofotometria a una longitud de 340 nm,
corrigiendo con respecto al nimero de células recuperadas de cada medio; se realizo esta medicion
como sinonimo de glucolisis, tomando en cuenta que las células metabolizan glucosa a piruvato y
en ausencia de oxigeno, producen lactato (Gonzale, et al., 2007).

Tabla 1. Niveles de acido lactico de las células MCF7 cultivadas en estados de normoxia e hipoxia
en una camara de O, controlado durante 24 horas.

Variable Acido lactico (nmol/ célula)
Normoxia 2.80 x 10”7
Hipoxia 0.1% 4.38 x 107

*p < 0.05 vs normoxia

Discusién y conclusiones:

HIF-1a se sobre expresa en estados de hipoxia (0.1% O>).

En correlacion con la teoria de que la enzima HIF-10 promueve su expresion en estados de
hipoxia (principalmente) y en tumores agresivos (Moreno-Sanchez, et al., 2007). Se obtuvo un
69% de mayor intensidad en las células cultivadas con 0.1% de Oa;resultado similar (a las 8 horas
de incubacion) al reportado por Rodriguez-Enriquez, ef al., en el 2010, donde sometieron cultivos
celulares de MCF7 a condiciones de normoxia e hipoxia durante 8 y 24 horas y a los resultados de
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tesis de Pacheco en el 2012, quien observo 4300% de mayor intensidad en biopsias de cancer de
mama con respecto a biopsias no tumorales.

Las condiciones de hipoxia favorecen a las enzimas glucoliticas, pero no a las enzimas
mitocondriales.

HIF-1a mejora la expresion de proteinas glucoliticas como HK, PFK-I, GLUT-1, ALDOA,
entre otras (Gonzales, ef al., 2007). En este estudio, tanto GLUT-1 como HKII mostraron en las
cé¢lulas MCF7 cultivas en hipoxia un incremento en su expresion de 131% y 86%, respectivamente;
éstos hallazgos son semejantes a los publicados por Mabher, et al., en el 2007 que también
reportaron mayor expresion de GLUT-1 y HKII de forma exponencial con respecto al tiempo de
exposicion a hipoxia (4, 24 y 48 horas), ellos ademas agregaron un RNAi (RNA de interferencia)
con lo que obtuvieron un efecto contrario con respecto al tiempo. Asimismo en biopsias de cancer
de mama hubo diferencia aunque no estadisticamente significativa en el caso de GLUT-1, mientras
que HKII no se expresod en las biopsias no tumorales pero si en las de cancer (Pacheco, 2012). La
expresion de ND1 es desfavorable en condiciones de hipoxia, puesto que es una proteina del
complejo I de la cadena transportadora de electrones por lo que requiere de [O2], obteniéndose en
este estudio, 33% mayor intensidad de ND1 en las células cultivadas en normoxia; mismo efecto
ocurre en los datos publicados por Rodriguez-Enriquez, et al., en el 2010, cuando sus células MCF7
son cultivadas por 8 horas en condiciones de normoxia e hipoxia.

Mayor actividad glucolitica dado por la produccion de dcido lactico en las células MCF7
cultivadas en hipoxia.

Cuando la glucosa es degradada a piruvato por medio de LDH y las células se encuentran en
bajas [O2] (como ocurre en los tumores), se acciona la via del acido lactico y con esto aumenta la
tasa glicolitica con el objetivo de obtener moléculas de ATP; este es el efecto (que se cree), esta
ocurriendo como lo muestran nuestros resultados, ya que las células MCF7 que crecieron en
condiciones de hipoxia presentan 1.58x10”7 nmol/célula mas produccion de acido lactico en
comparacion con la produccion obtenida del medio procédete de las células en normoxia.
Resultados del grupo Maher, et al., en el 2007 mostraron mayor actividad glucolitica en sus células
control que en las que tenian un RNAi para HIF-1a, este efecto fue observado a pesar del suministro
de un inhibidor de glucolisis a una concentracion de 0.25 y 0.5 mg/ml.

HIF-1a puede regular la expresion de GLUT-1, HKII y del 4cido lactico generando niveles
mas altos en las células cultivadas en hipoxita (0.1% O2), mientras que ND1 actia de forma
contraria por pertenecer a una via que requiere [O2], por lo que disminuye en cultivos hipoxicos.
Lo anterior correlaciona con lo observado en la literatura acerca de los tumores solidos in vivo por
lo que se concluye que se logré establecer un sistema que mimetiza las condiciones hipdxicas
tumorales.
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Resumen

El desarrollo de los callos de Carica papaya L. en medios especificos sirve para obtener un desarrollo
optimo y eficaz para el establecimiento del crecimiento celular, con el objetivo de obtener un crecimiento
homogéneo, estable y con una velocidad de crecimiento celular. Asi mismo para incrementar los rendimientos de
produccion de los metabolitos secundarios especificos que se requieren, ademds de que son cultivos controlados
libres de cualquier patogeno. El presente trabajo se desarrollo en el laboratorio de plantas medicinales del Centro
de Investigacion en Biotecnologia de la UAEM con el objetivo de este trabajo de investigacion fue el establecer un
medio de cultivo que permita obtener una mayor velocidad de crecimiento de callos de la especie Carica papaya L.,
utilizando diferentes medios de cultivo y reguladores de crecimiento vegetal, donde se utilizaron medios de cultivo
solidos especifico para el establecimiento celular de Carica papaya L. utilizando los medios Murashige y Skoog
(MS) y Gamborg (B5) en concentraciones de 100 y 50%, adicionando sacarosa (3%) como fuente de carbono, como
agente gelificante fitagel de SIGMA® agregando 2.7 g/l. Las fitohormonas que se utilizaron fueron el 2-4D y
Cinetina, y otros experimentos en ausencia de fitohormonas. Los mejores resultados se obtuvieron en el medio MS
sin fitohormonas a luz constante con un crecimiento total de 5 cm a los 26 dias de la siembra de los callos,
observandose la formacion de callos diferenciados de tipo friable de coloracion amarillo-verdoso. Debido a la
importancia etnomédica y el potencial farmacologico de Carica papaya L. en el presente trabajo de investigacion se
establecio el protocolo del cultivo de callos de esta especie que ha sido modificada genéticamente (dato reservados
de investigacion), y se compararon preliminarmente con otros medios de cultivo presentes en callos, plantulas
germinadas in vitro y plantas silvestres

Palabras claves: Cultivo in vitro, Carica papaya L., fitohormonas.

Introduccion

Mexico es considerado uno de los paises “megadiversos”, ya que forma parte del selecto grupo de naciones
poseedoras de la mayor cantidad y diversidad de animales y plantas, casi el 70% de la diversidad mundial de
especies; llegando a ocupar el quinto lugar entre los paises con mayor diversidad (Llorente-Bousquets, 2008).
Meéxico es uno de los principales productores de fruta del mundo y ocupa el primer lugar en exportacion de papaya
(SAGARPA, 2012). En la planta completa se han reportado los siguientes compuestos quimicos: Enzimas
proteoliticas: papaina, quimopapaina; Flavoproteinas; Carbohidratos; Vitaminas; Compuestos volatiles; Alcaloides:
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carpaina, isoquinolidos, carposido, dehidrocarpaina I y II, pseudocarpaina; Aminoacidos: triptofano, tirosina,
cisteina; indol glucosinolato. En medicina tradicional: se emplea como digestivo, anticoagulante, béquico,
vermifugo. Las raices se utilizan como diurético, las hojas y las semillas antihelmintica, antimaldrico y antiasmatico
(Fonnegra 2007). El uso de las técnicas del cultivo de tejidos vegetales in vitro representa una herramienta eficiente
para propagar genotipos élite mediante la organogénesis directa. Ademas, para que las plantas obtenidas estén libres
de enfermedades (Hernandez 2013). El Cultivo de tejidos vegetales es una herramienta invaluable para la solucion de
problemas basicos y aplicados en la biologia vegetal, ya que por una parte ofrece una serie de sistemas modelo
ideales para la investigacion fisiologica, bioquimica, genética y estructural, y por otro lado tiene una aplicacion
practica en la clonacion, conservacion y manipulacion in vitro de cualquier material vegetal (Pérez, 1999). Los
avances biotecnoldgicos marcan nuevas pautas en las investigaciones y en la busqueda de nuevas vias de
propagacion acelerada de diversos cultivos, ademas, constituyen una herramienta mas de la cual es posible obtener
mayor provecho, partiendo de la obtencion de callos potencialmente embriogénicos. Los callos de acuerdo con sus
caracteristicas morfoldgicas y citoldgicas, pueden ser empleados para buscar diferencias en los patrones de expresion
en la formacion de embriones somaticos, como una via de multiplicacion acelerada de las especies vegetales
(Gonzalez 2011). Un callo es basicamente un tejido tumoral, mas o menos organizado, que generalmente surge sobre
heridas de organos y tejidos diferenciados. Al proceso en el cual se inicia la formacion del callo es denominado
induccion, para ello es necesaria una desdiferenciacion celular. La desdiferenciacion celular juega un papel muy
importante en las células adultas, ya que estas son capaces, de forma temporal, de pasar de su forma adulta a su
forma juvenil; estas células (rejuvenecidas) tienen la capacidad en circunstancias especiales, de regenerar 6rganos
y/o embriones. Para la fase de induccion se puede utilizar cualquier tipo de organo (raiz, tallo, hoja, flor) o tejido,
ademas del suministro de reguladores exdgenos, los cuales dependen en gran manera del genotipo y de su contenido
en hormonas endogenas. Otros factores que influyen para la iniciacion de callos son: la composicion del medio
nutritivo, factores fisicos del crecimiento (luz y temperatura, entre otros) (Pierik, 1990). En el presente trabajo se
plantea establecer cultivos de callos de Carica papaya L., el material se obtuvo de embriones cigdticos obtenidos de
semillas de Carica papaya L. Inicialmente se obtuvieron clonas transgénicas que expresan 3 péptidos de cisticerco
las cuales se han mantenido por subcultivos, pero su velocidad de crecimiento es muy lento, debido a que el medio
de cultivo no es el adecuado. Por lo que se pretende establecer un medio de cultivo especifico para este tipo de
cultivo de Carica papaya L.

Metodologia

El presente trabajo se desarrolld en el laboratorio de plantas medicinales del Centro de Investigacion en
Biotecnologia de la UAEM. Los callos de Carica papaya L. fueron facilitados por parte del personal del laboratorio,
los cuales ya contaban con una esterilizacion total.

Elaboracion de Medios de cultivo (MS y B5); para los experimentos de cultivo in vitro de Carica papaya L.

se utilizd como base las sales de Murashige y Skoog (MS) y Gamborg (B5), en concentraciones de 100 y 50 % de
sus macro y micro nutrientes, adicionado con sacarosa (3%) como fuente de carbono, vitaminas y mio-inositol (0.1
g/1). Como agente gelificante se agreg6 2.7 g/l de fitagel de SIGMA; el pH se ajusté a 5.7 £ 0.1, y se esterilizo a 121
°C y 20 1b de presion durante 15 minutos. Medios de cultivo con fitorreguladores:
Murashige y Skoog (MS), 2-4D y cinetina (2 mg/l) respectivamente, para Gamborg (B5) 2-4D y cinetina (2 mg/l
respectivamente). Subcultivo de callos de Carica papaya L; los callos de 30 dias se subcultivaron con las mismas
concentraciones y combinaciones de la fase de induccion por quintuplicado. Las condiciones de incubacion fueron
las mismas descritas en experimentos anteriores, ambos medios fueron colocados en condiciones de obscuridad y
fotoperiodo. Después de 5 dias se registro el tamaiio del callo, el porcentaje de respuesta, la descripcion del callo.

Resultados

En los tratamientos donde se empleo6 el medio de cultivo B5 en general no se observd ninguna respuesta de
crecimiento, como se observa en la figura 1. Durante todo el tiempo que se realizaron los experimentos el callo
presentd un ligero incremento en el tamafio sin llegar a la formacion de callo friable, después de este tiempo, el callo
presento6 fenolizacion ocasionando con esto un crecimiento muy lento.

Figura. 1 Cultivo en medio BS.
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El tratamiento que tuvo menor efecto fue el medio MS con fitohormonas a luz constante con un crecimiento total de
0.4cm, al igual que el Medio BS5 con fitohormonas en obscuridad con un crecimiento total de 0.5cm.

De los medios BS5, el que tuvo una respuesta mayor al crecimiento de los callos fue el medio B5 sin fitohormonas a
luz constante, con un crecimiento total de 3.5cm.

Induccion de callos de en medio de cultivo MS sin fitohormonas/luz constante, en todos los tratamientos empleados,
se observo la formacion de callos desdiferenciados de tipo friable, de coloracion amarillo verdoso como se observa
en la figura 2, en la mayoria de los tratamientos no se presentd fenolizacion, a partir del dia 19 de exposicion en el
medio.

Figura. 2 Cultivo en medio MS sin fitohormonas a luz constante.
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Tabla 1 Comparacion de crecimiento entre los Medios MS y B5 sin fitohormonas en luz.
Discusion
Debido a la importancia etnomédica y el potencial farmacolégico de Carica papaya L. en el presente trabajo
de investigacion se establecio el protocolo del cultivo de callos de esta especie que ha sido modificada genéticamente

(dato reservados de investigacion), y se compararon preliminarmente con otros medios de cultivo presentes en callos,
plantulas germinadas in vitro y plantas silvestres.

Induccion de callos de Carica papaya L; en los tratamientos donde se emplearon los fitorreguladores, la
respuesta de induccion de callo fue nula. Después de 26 dias del sembrado sélo se observo la fenolizacion sin llegar a
la formacion de callo friable ni a incrementar su crecimiento celular., al principio se pensé que el uso de las
fitohormas seria clave para el crecimiento de los callos. En contraparte, se observo que al utilizar una combinacion
de medio de cultivo sin fitorreguladores y en presencia de luz constante la respuesta a la formacion de callo fue
favorable, obteniéndose en los callos una apariencia friable. Se obtuvo un callo de consistencia compacta con la
formacion de un callo de tipo friable de color verde-amarillo con coloracion blanca en la superficie, siendo el medio
MS el que dio una mejor resultado.

Conclusiones

Se establecid que el medio de cultivo MS es el mejor tratamiento para la produccion de callos friables de la
especie Carica papaya L. (Papaya), favoreciendo el crecimiento celular. Las condiciones de luz constante favorecio
la produccion de callos de la especie Carica papaya L. (Papaya). La combinacion de auxina y citocinina (2-4D y
Cinetina) no fue necesaria para acelerar el crecimiento celular y la produccion de callo.
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Resumen

Helicobacter pylori es una bacteria que coloniza la mucosa gastrica y causa diversos
trastornos gastrointestinales. La proteina CagA codificada por el gen cagA, contiene una
region 3 ’carboxilo terminal altamente polimorfica con varias secuencias repetidas, cada una de
las cuales tiene un motivo EPIYA. CagA es introducida en la célula epitelial mediante un
sistema de secrecion tipo 1V (TSS4). Dentro de la célula, es fosforilada en los motivos e
inducerearreglos en el citoesqueleto. El objetivo de este estudio fue identificar tipo y numero de
motivos EPIYA en cepas de H. pylori aisladas de pacientes pedidtricos recurrentes a la
infeccion. Se incluyeron 17 aislamientos clinicos de H. pylori de dos pacientes pediatricos con
recurrencia a la infeccion. Mediante PCR se amplifico la region 3’ cagA de H. pylori, se
secuencio. El analisis de secuenciacion mostro diversidad en los motivos EPIYA, el paciente A
presento el patron EPIYA-ABCC. Por otra parte, el paciente B tuvo los patrones EPIYA-ABC.
Se concluye que el paciente A esta colonizado por nuevas cepas lo que corresponde a una
reinfeccion y el paciente B la infeccion fue dada por una cepa que no se ha erradicado.

Palabras clave:Helicobacter pylori, cagA, EPTIYA.

Introduccion

La mayoria de las infecciones bacterianas fueron descubiertas a principios del siglo XX.
En 1981 los investigadores australianos Barry Marshall y Robin Warren inician un estudio
prospectivo en pacientes que acuden a consulta para ser sometidos a endoscopia oral. El trabajo
realizado en el Royal Perth Hospital de Australia, logran observar bacterias helicoidales en la
superficie de la mucosa gastrica en 98% pacientes con gastritis cronica y 80% pacientes con
ulcera gastrica, utilizando la tincion de plata de Warthin-Starry (Agudo, 2010).

Pasaron mas de 20 afios para sugerir la posibilidad de que la enfermedad ulcerosa se
debia a una bacteria. En 1975 Steer y Colin Jones observaron por microscopia electronica la
existencia de microorganismos helicoidales en la mucosa gastrica de pacientes con ulcera
gastrica (Agudo, 2010).
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Marshall y Warren después de varios intentos fallidos, en 1982 por primera vez logran
cultivar a la bacteria helicoidal a partir de biopsias de antro géstrico utilizando la metodologia
descrita para el aislamiento de Campylobacterspp, (Agudo, 2010), posteriormente en 1989 recibe
el nombre definitivo de Helicobacter pylori.

A partir de experimentos con voluntarios, Marshall y Morris demostraron que las bacterias
helicoidales pueden colonizar el estomago humano induciendo inflamacion de la mucosa gastrica.
Estos datos permitieron realizar nuevas investigaciones, que mostraron que la colonizacion gastrica
con H. pylori puede dar lugar a una variedad de trastornos gastrointestinales, como la gastritis
cronica, Ulcera péptica, linfoma gastrico asociado a mucosas (Kusterset al., 20006).

En reconocimiento por dicho descubrimiento a Marshall y Warren se les otorg6 el premio
Nobel de Medicina en el 2005 (Rajindrajith, et al., 2009).

Helicobacter pylori

El género Helicobacter fue propuesto por primera vez en 1989, el cual incluia las especies
H. pylori y H. muestelae, correspondientes a los primeros aislamientos de bacterias de mucosa
gastrica humana y de hurones, respectivamente. Una consecuente revision de géneros incluyo a H.
cinaedi y H. fennelliae, las cuales se incluian dentro del género Campylobacter (Agudo, 2010)

En la actualidad se reconocen 20 especies de Helicobacter que se subdividen en dos linajes,
las especies de Helicobacter gastricos y especies de Helicobacter entero hepaticos; poseen, un alto
nivel de drgano-especificidad, es decir, que los Helicobacter gdstricos no son capaces de colonizar
intestino e higado y viceversa (Kusters, et al., 2006).

H. pylori es una bacteria Gram negativa en forma de espiral o sacacorchos, mide 2 a 4 um
de largo y 0.5 a 1 um de ancho, presenta de cuatro a seis flagelos unipolares de aproximadamente
3um de largo, es microaerofilicay se observa con terminales redondeadas en biopsias gastricas.
Los flagelos le confieren un movimiento rapido en soluciones viscosas como la capa de moco que
recubre las células del epitelio gastrico (Kusters, ef al., 20006).

Citotoxina asociada al Gen A (cagA)

El gen cagA (cytotoxin-associated-gene) forma parte cag-PAl, adquirida por transferencia
horizontal, se integra al cromosoma bacteriano mediante recombinaciéon homoéloga (Agudo, 2010).
Esté presente en aproximadamente el 50-70% de las cepas de H. pylori, por lo que se considera un
marcador de la presencia genomica de PAIL Este gen codifica para una proteina de
aproximadamente 140 KDa la proteina CagA, la cual es altamente inmunogénica (Hatakeyama,
2011).

El gen cagA contiene una region 5 terminal que es altamente conservada y una region 3°
terminal la cual es altamente polimoérfica y es importante para la actividad biologica de la proteina
CagA en las células epiteliales gastricas. La region variable 3" contiene varias secuencias repetidas,
cada una de las cuales contiene un motivo EPIYA (Hatakeyama, 2011).

CagA es fosforilada por la familia de las Srccinasas en los residuos de tirosinas del motivo
Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIY A), el cual estd presente en multiples nimeros en la region polimoérfica
COOH-terminal de la proteina (EPIYA-region repetida) (Hatakeyama 2004). La mayoria de las
proteinas CagA contienen tres motivos EPIY A aunque el nimero puede variar de 1 a 7 entre tipos
de CagA (Hatakeyama, 2011).

Puede haber variacion en el nimero de fosforilaciones en el motivo EPIYA, lo cual esta
directamente relacionado con el nimero de repeticiones; por lo que, las cepas CagA+ han sido
asociadas con un aumento en el riesgo de carcinogénesis gastrica (Kusters, ef al., 2006). Por tanto,
CagA puede variar de tamafio entre las distintas cepas de H. pylori, esta variacion proviene de la
presencia de un niimero de repeticiones de una secuencia aminoacidica del extremo COOH-—
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terminal y puede influir en la patogenicidad de las distintas cepas CagA+ debido a que la variacion
en el numero de sitios de fosforilacion implica una distinta efectividad en su uniéon a SHP-2 y por
tanto una distinta activacion.

Una vez fosforiladaCagA interactia con el dominio de la fosfatasa 2 homologa a Src (SHP-
2) forma un complejo fisico; ademas, en una fosforilacion forma dependiente estimula la actividad
de la fosfatasa, senalizacion de cascadas corriente abajo y participa activamente en la regulacion
de difusion, migracion y adhesion de las células, que llevan al reconocimiento del citoesqueleto.
Lo anterior, resulta en cambios de la morfologia celular, similares a los inducidos por un factor de
crecimiento, tales como el fenotipo “colibri”, el cual es caracterizado por una prominente
elongacion, difusion y propagacion de las células del huésped, incluyendo la produccion de
filipodias y lamelipodias (Yamazaki, et al., 2003).

NaitoMasanori y colaboradores (2006) en uno de sus estudios encontrd que el nivel de
fosforilacion y la capacidad de CagA de inducir el fenotipo “colibri” es directamente proporcional
al numero de motivos EPIYA-C y EPIYA-D tanto en cepas occidentales como orientales
respectivamente. Asi, como la interaccion de CagA con Cks es proporcional al nlimero de motivos
EPIYA-A y EPIYA-B. También reporta que EPIYA-D tiene mayor afinidad por SHP-2 que
EPIYA-C, lo que indica que los cambios celulares inducidos por cepas portadoras del motivo
EPIYA-D son mas agresivas (Arévalo, 2010; Hatakeyama, 2011).

La presencia de los motivos EPIYA son de gran importancia, podrian explicar la
variabilidad de cagA, y las diferencias en la patogenicidad de las cepas de H. pylori, basados en
estas secuencias se han denominado cuatro sitios EPIYA (A,B,C,D) (Hatakeyama, 2011).

La proteina CagA de cepas de H. pylori que cominmente circulan en paises de Occidente,
tales como Europa, Norte América y Australia poseen EPIYA Occidental, clasificados como
EPIYA-A, EPIYA-B y EPIYA-C. Ademés, definidos por las secuencias aminoacidicas
circundantes a estos motivos (CagA tipo A-B-C) (Fig.1). Interesantemente el segmento EPIYA-C
esta colocado dentro de una secuencia de elasticidad de 34 residuos aminoacidicos; estos 34 estan
repetidos de 1-3 veces en diferentes tipos de CagA de Occidente por lo cual, el nimero de sitios
EPIYA-C pueden variar de una forma a otra al siguiente CagA Occidental (Hatakeyama, 2011). Se
ha sugerido que el niimero de sitios EPIYA-C esta directamente correlacionado con los niveles de
fosforilacion de tirosina, la actividad de union de SHP-2 y el dafio celular. La proteina CagA de
cepas de H. pylori en paises de Asia Oriental, tales como Japon, Korea y China son conocidos
como EPIYA de Asia Oriental y poseen motivos EPIYA-A, EPIYA-B y EPIYA-D (CagA tipo A-
B-D (figura 1); el motivo EPIYA-D tiene una alta afinidad por SHP-2, que el motivo EPIYA-C
Occidental y parece inducir mas cambios celulares (Hatakeyama 2011).

La presencia de polimorfismos estructurales en la proteina CagA podria explicar la
existencia de cepas mas agresivas que otras, los cuales varian dependiendo del area geografica.
Como se menciond anteriormente la fosforilacion ocurre en los motivos EPIYA en especial en
EPIYA-C (predominant en cepas Occidentales) o EPIYA-D (predominante en cepas Orientales)
(Naito et al., 2006).

Se ha reportado que la prevalencia de la proteina CagA con tres motivos EPIYA (ABC) o
cuatro motivos EPIYA (ABCC) es la misma dentro de los grupos de adultos y de nifios. Sin
embargo, las especies de CagA con mas de cuatro motivos EPIYA fueron observados
exclusivamente dentro de adultos, lo que sugiere que cepas CagA+ pueden adquirir mas EPTYA-C
a lo largo de la edad adulta (Yamazaki, ef al., 2003).
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(a) N-terminal region i EPIYAcepeatregion | Ceerminal tail |

i

Western CagA (EPIVAA EPIAB EPIVAC!
EPIYA segment I EPIYA motif
%EaslASial‘l CagA ;EPWH—A EPIYA-B EPIYA-D
(b)- EPIYA-A : KELNEKFKNENNNNNNGLENEPIYAKVNK] (32 amino acids)

- EPIYA-B : TGOVASPEEPIYAQVAKKVNAKIDRLNOAA W GOA (40 amino acids)
l:lj EPIYA-C : EPIYA (34 amino acids)

[:l:] EPIYA-D : s ASAGK( PEPIYATIDFD ; (47 amino acids)

Figura 1. Esquema Molecular de la proteina CagATomado de Hatakeyama, 2010

La secuencia de 16 aminoacidos situados inmediatamente al lado del segmento de EPTY A—
C o EPIYA-D originalmente se identific6 como una secuencia que media la multimerizacion de
CagA en células huésped, este evento es importante para que se establezca la interaccion con SHP2
y también es crucial para la induccion eficiente del fenotipo “colibri”. (Hatakeyama, 2010).

Material y métodos

Extraccion de DNA y caracteristicas de amplificacion del gen cagA

A partir de los cultivos bacterianos puros se realizd una suspension en PBS tomando con
un asa bacteriologica crecimiento de 24 h. de incubacion. De la suspension bacteriana se tomo una
alicuota para realizar la extraccion de DNA mediante un kit comercial (Kit. WizardGenomic DNA
purification). Una vez que se extrajo el DNA de cada una de las cepas, se realizé una dilucion 1:50
para cuantificar y evaluar la pureza del DNA, el cual se leyo en el espectrofotometro. Si la
densidad optica (D.O.) varia entre 1.4 y 1.6 era aceptada para su posterior amplificacion y
secuenciacion, de no ser asi se volvio realizar una nueva extraccion. Se amplifico la region variable
3’ del gen cagA utilizando los iniciadores cagA2 y cagA 4 (Rudi, et. al., 1998)(Tabla 1), y el kit
comercial Master Mix PROMEGA. Las condiciones de la mezcla de reaccion se describe en la
tabla II.
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Tabla I. Iniciadores que se usaron para la amplificacion del factor de virulencia cagA de H. pylori

Iniciador Secuencia 5°-3° Tamafo

del amplicon

cagA2R GGAACCCTAGTCGGTAATG

cagA cagA4F ATCTTTGAGCTTGTCTATCG 450-
850 pb

Tabla I1. Mezcla de reaccion utilizada para la amplificacion del gen cagA de H. pylori
Master Mix (PROMEGA)

Primer cagA2R 2 ul
Primer cagA4F 2 ul
DNA (40pg7ml) 2 ul
H>O 6.5 ul
Total 25 ul

La amplificacion por PCR se describe bajo el siguiente protocolo: desnaturalizacion inicial
a 95°C por 3 minutos, por 35 ciclos; desnaturalizacion a 95°C por 50 segundos, alineamiento y
extension a 72°C por 2 minutos 40 segundos, extension final a 72°C por 2 minutos condiciones
(Rudi, et al., 1998).

Analisis de los amplificados.

Se prepar6 un gel de agarosa al 1% en TBE 1X, conteniendo 1 pL de Gel Red. Se mezclaron
2ul de cada producto de PCR con 1pul de regulador de carga, una vez mezclado se colocaron en los
pozos del gel, en el primer pozo se colocé el marcador de talla molecular (100pb de Promega) y en
los siguientes los productos de PCR; se utilizd como control positivo la cepa de referencia 26695
de H. pylori, y como control negativo una cepa PAO de Pseudomonasaeruginosa. Se programo la
fuente de poder a 100V y se corrio durante 45 minutos. Al término de la electroforesis se
visualizaron los fragmentos de DNA mediante luz UV y se tomo una fotografia de la imagen.

Secuenciacion de motivos EPIYA
Para la secuenciacion de los amplicones del gen 3’ cagA (450-850 pb). Se realizo lo
siguiente:

a) Purificacién de los productos de PCR siguiendo la metodologia indicada por
el kit ExoSap IT® (Affymetrix).

b) La cuantificacion de DNA de los amplicones purificados se realizd en el
equipo Nanodrop.

c) Una vez cuantificado el purificado del amplicon se realizaron las diluciones
pertinentes para enviarlos a la empresa Macrogen-Korea para su secuenciacion.

d) Una vez secuenciado el amplicon se realizd el analisis Bioinformatico,

utilizando, el programa BioEdit y ExPAsy-ToolTraslate. (http://web.expasy.org/translate/).
Para determinar el tipo y nimero de motivos EPIYA.
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Resultados
En el analisis electroforético de los productos de amplificacion de la region 3° de gen cagA

(Figura 2), los productos obtenidos mediante PCR presentaron un peso en pb dentro de lo esperado
(450-850 pb) (Tabla I).

M 2345678910 11 12 13 14 15

1000
700
500

Figura 2. Analisis electroforético de los productos amplificados de la region variable 3 terminal del gen cagA de H.
pylori de cepas aisladas de pacientes pediatricos. Carril 3-13 cepas que presentan el gen cagA, carril 14 cepa de referencia negativa,
carril 15 cepa de referencia positiva 26695 H. pylori. M: 100 pb DNA (Promega).

La secuenciacion de los productos de PCR (region 3° del gen cagA) mostraron un patron
EPIYA-ABCC para el paciente A (11 cepas marcadas como 138 y 77 en la figura figura 2),
caracteristico de cepas de paises occidentales (CagA occidental). Para el paciente B (6 cepas
marcadas como 135 y 166 en la figura 2) mostraron un patron EPIYA-ABC. Este analisis se logro
mediante la identificacion de los patrones descritos por Hatakeyama en el 2010 y simplificados en
la tabla V.

Tabla IV. Segmentos representativos de los motivos EPIYA.

TIPO SECUENCIA REPRESENTATIVA

A KELNEKFKSFNNNNNGLKNSTEPIY AK VNK KK

B GQAASPEEPIYAQVAKKVNAKIDRLNQIASGLG
GVGQAVG

€ FPLKRHDKVDDLSKVGLSASPEPIYATIDDLGG
P
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10 20 30 40 50 60 70

135-14/34-105 KNSTEP I YAKVNKKK|[GQVASPEEP I YARVAKKVNAKIDRLNQIASGLGDDLSKVGREVSREPIYAT |IDDLGGP
1356735104 KHNSTEPIYAKVNKKK[GQVASPEEP I YAQVAKKVNAKIDRLNQ IASGLGDDLSKVGRSVSREPIYATIDDOLGGP |
135735104 KNSTEPIYAKVNKKK[GQVASPEEP I YARVAKKVNAKIDRLNQIASGLGDDLSKVGREVSREPIYATIDDLGGP |
135-8/32-103 KNSTEPIYAKVNKKK[GQVASPEEP I YARVAKKVNAKIDRLNQIASGLGDDLEKVGREVSREPIYATIDDLGGP |
138-12/30-769 KNSTEP I VAKVNKKKIGQAASPEEF I YARVAKKVNAKIDRLNQ IASGLGDDLSKVGLSASHREPIYATIDDLGGPH
13815321972 KNSTEP I YAKVHNKKKIGOQAASPEERP I YAQOVAKKVNAKIDRLNO TASGLGDDLEKVGLSASREPIYATIDDLGGPH
1381551170 KNSTEP IVAKVNKKK[GQAASPEEP I YARVAKKVNAKIDRLNQIASGLGDDLEKVGLSASREPIYATIDDLGGPH
13818853972 KNSTEP IVAKVNKKK[GQAASPEEP I YARVAKKVNAKIDRLNQIASGLGDDLEKVGLSASREPIYATIDDLGGPH
135-6/39-173 KNSTEPIYAKVNKKKIGQAASPEEF I YARQVAKKYNAKIDRLNQ TASGLGDDLSKVGLSASRERPIYATIDDLGGPH
138831170 KNSTEPIYVAKVNKKK[GQAASPEEP I YAQOVAKKVNAKIDRLNQ IASGLGDDLSKVGLSASREPIYATIDDLGGPH
138931170 KNSTEPIYVAKVNKKK[GRQAASPEEP I YAQOVAKKVNAKIDRLNQ IASGLGDDLSKVGLSASREPIYATIDDLGGPH
EE16/32-703 KNSTEP I YAKVNKKK[GQWVASPEEP I YAQVAKKVNAKIDRLNQ IASGLGDDLSKVGRSVSREPIYATIDDLGGPR |
16612732904 KNSTEP I VAKVNKKKIGQVASPEEP I YAQVAKKVNAKIDRLNQ IASGLGDDLSEKVGREVEREPIYATIDDLGGP
FP-10¥3%138 KNSTEPIYVAKVNKKK|[GQAASPEEFP I YAQVAKKVNAKIDRLNQ IASGLGDDLSKVGLSASREPIYATIDDLGGPH
FP-14/32-137 KNSTEPIYVAKVNKKK|[GQAASPEEFR I YAQVAKKVNAKIDRLNQ IASGLGDDLSKVGLSASREPIYATIDDLGGPH
Fr-di31-136 KHSTEF I VAKVNKKK[GCQAASFEEF I VARQVAKKVNAKIDRLNQ IASGLGDDLESKVGLSASREFIYATIDDLGGPRH
77-9/33-138 KNSTEF I YAKVNKKKIGQOAASPHEFP I YADVAKKVNAKIDRLND lASGLGDDLSKVGLSASREPIYATIDDLGGPH

Figura 3.Ejemplo del analisis de las secuenciaciones de los productos amplificados de la region variable 3" terminal del
gen cagA de H. pylori de LAS 17 cepas aisladas de pacientes pediatricos. Se marcan con colores distintos los motivos EPIYA
encontrados:Rojo (EPIYA A), Verde (EPIYA B), Amarillo (EPIYA C).

Discusién y conclusiones

El presente trabajo forma parte de un proyecto de tesis de licenciatura, la investigacion
realizada aportara nuevos datos epidemioldgicos sobre las infecciones y reinfecciones por
Helicobacter pylori en el Hospital Infantil de México Federico Gomez, y el tipo de cepa que
coloniza a los pacientes.

Al finalizar el presente podemos encontrar que:

* Existe variabilidad en la region 3’ del gen cagA de cepas aisladas de dos pacientes que
cursaron por dos eventos diferentes, encontrandose de 3 y hasta 5 motivos EPIYA siendo el més
comun el EPIYA-ABCC para el paciente A y EPIYA-ABC para el paciente B.

. La recurrencia de la infeccion por H. pylori esta dada por una reinfeccion en el
paciente A, encontrandose 1 tipo de EPIYA: ABCC, Mientras que en el paciente B esta dada por
recrudescencia, encontrandose el motivo EPIYA-ABC, La diversidad de patrones EPIYA de las
cepas asiladas, indica la presencia de co-infeccion.
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Introduccion

La Diabetes mellitus tipo II, es definida como un conjunto de sindromes hiperglucémicos debido a que las
acciones de la insulina no se llevan a cabo, principalmente la entrada de glucosa a nivel celular, afectando
principalmente a personas con obesidad de tipo central y personas con disposicion genética. Las complicaciones de la
Diabetes Mellitus tipo II, son multiples y entre ellas podemos encontrar cardiopatia isquémica, insuficiencia renal,
amputaciones no traumaticas, coma hiperosmolar no cetdsico y neuropatia, dichas complicaciones se presentan cuando
no existe un apego al tratamiento por parte de los pacientes, disminuyendo sus afios de vida y deteriorando la calidad
de los mismos. La presente investigacion pretende identificar los determinantes considerados como positivos y analizar
su alcance en el apego terapéutico por parte de las personas con Diabetes mellitus tipo II, que asisten al Centro de
Salud Urbano del municipio de Tarimbaro, Michoacan. Las preguntas de investigacion planteadas ;Cual es el alcance
de los determinantes considerados como positivos, por las personas con Diabetes mellitus tipo II, para mantener su
apego terapéutico? Los objetivos fueron, identificar los determinantes que son considerados como positivos, para
conservar el apego terapéutico, por parte de las personas con Diabetes mellitus tipo 11, y analizar el alcance de los
determinantes considerados como positivos en el apego terapéutico, por parte de las personas con Diabetes mellitus
tipo II, que asisten al Centro de Salud Urbano del municipio de Tarimbaro, Michoacan.

Metodologia

Los determinantes considerados como positivos, por las personas con Diabetes mellitus tipo II, son
importantes para mantener su apego terapéutico. Las variables dependientes son: apego terapéutico por parte de las
personas con Diabetes mellitus tipo II., e independientes: los determinantes positivos. El tipo de estudio fue transversal
descriptivo con un abordaje de analisis cuantitativo; el procedimiento consistiéo en medir un grupo de personas y en
este caso, dos variables proporcionando su descripcion y se establecieron los aspectos de: poblacion, muestra, limites,
materiales y el procedimiento. Se elabord un cuestionario con 9 items de respuesta dicotonica para la recoleccion de
datos importantes para esta investigacion por parte de los pacientes con Diabetes mellitus tipo II, en control.
Posteriormente se realizo la tabulacion de la informacion recolectada, en tablas para facilitar el trabajo de validacion
estadistica y su evaluacion. Con el uso del paquete estadistico SPSS 21, efectuamos el analisis estadistico y evaluacion
de la informacion, arrojandonos resultados que aprueban la hipdtesis de investigacion.
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Resultados

La participacion en el estudio en cuanto al sexo, fueron entrevistados 24 mujeres y 6 hombres, en cuanto a la
distribucion por edad fue en el rango de 60 a 69 afios, seguido por 50 a 59, tiempo de evolucion de la enfermedad 13
individuos refieren mas de 5 afios, y 12 de ellos de 1 a 3 afios. El 83% refieren conocer el nombre de sus medicamentos
y el 87% conoce las 3 medidas para su control, 87% refieren refieren medidas de higiene, las enfermedades cronicas
concomitantes solo el 67%, solo el 93% conoce los alimentos permitidos, 73% tiene apoyo familiar y familiares con
Diabetes

Conclusion

En el presente estudio se logrd alcanzar los objetivos establecidos, esto significa que hemos podido
identificarlos determinantes considerados como positivos y analizar su alcance en el apego terapéutico por parte de las
personas con Diabetes mellitus tipo 11, que asisten al Centro de Salud Urbano del municipio de Tarimbaro, Michoacan.

Los determinantes considerados como positivos por las personas entrevistadas con Diabetes mellitus tipo 1T
son: El tener pleno conocimiento sobre la Diabetes mellitus tipo II, por parte de los pacientes entrevistados, esto se
debe a que el personal de salud se ha encargado de concientizar, motivar, orientar y dar informacion adecuada al
paciente. La conciencia que tienen los pacientes entrevistados sobre lo importante que es cuidar su salud y las
consecuencias que esto conlleva. Esto ha permitido a que los pacientes entrevistados se apeguen a su tratamiento.

El siguiente determinante positivo, considerado por las personas entrevistadas, es el conocer las 3 medidas
basicas. Los pacientes entrevistados mencionaron no solo conocer las 3 medidas basicas, sino, que también las llevan
a cabo, por lo que mantienen una alimentacion sana para el diabético, realizan ejercicio moderado diariamente y toman
sus medicamentos a la hora indicada. Los pacientes entrevistados también comentaron que al realizar estas 3 medidas
basicas, se sienten sanos y mantienen sus niveles de glucosa estables. Para las personas entrevistadas, otro determinante
positivo es conocer y aplicar las medidas higiénicas de los pies del diabético, mediante una buena limpieza, revision
diaria de sus pies y tratar de usar calzado comodo para reducir el riesgo del pie diabético. Respecto a la alimentacion,
los pacientes entrevistados tienen como determinante positivo, el conocer los alimentos permitidos. Los pacientes
mencionaron consumir principalmente verduras, poca cantidad de frutas dulces, algunos cereales, beber de 1 a 3 litros
diarios de agua y evitar el consumo de carnes rojas y alimentos grasosos. Otro determinante positivo que refirieron los
pacientes es contar con el apoyo de algun familiar o cualquier otra persona cercana a ellos. Esto se debe a que los
familiares se involucran de forma emocional y econdomica, mostrandose interesados en el control de la enfermedad del
paciente. Y las personas no consanguineas de los pacientes entrevistados, ayudan a dichos pacientes en su autoestima
cuando les hablan acerca de que deben sentirse independientes de su enfermedad. El tener un familiar que presente la
misma enfermedad, es un determinante positivo para los pacientes entrevistados, porque son orientados por dicho
consanguineo sobre los cuidados especiales que deben seguir y como mantenerse disciplinados en la toma de sus
medicamentos. Por ultimo, la independencia y la autoestima también son consideradas como determinantes positivos
por los pacientes entrevistados, ya que se sienten capaces de seguir un tratamiento terapéutico por si mismos. Los
pacientes entrevistados con Diabetes mellitus tipo II, refirieron lograr mantener sus niveles de glucosa en cifras
normales, a causa del impulso que representan los determinantes positivos para estos pacientes, siendo necesarios para
el apego a su tratamiento. De esta manera los pacientes han evitado posibles complicaciones a futuro de la Diabetes
Mellitus tipo II, y por ende, han prolongado sus afios de vida y mejorado la calidad de los mismos. Por lo tanto, esta
investigacion concluye que los determinantes considerados como positivos, por las personas con Diabetes mellitus tipo
11, han actuado de forma sinérgica, teniendo un alcance importante en el apego terapéutico por parte de los pacientes.
Por lo cual, queda comprobada la hipotesis de investigacion.
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Resumen

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea representando un problema epidemiologico y
constituye una prioridad en salud. En los paises en desarrollo, se ha prestado insuficiente atencion a este problema
sanitario. El presente trabajo tuvo como objetivo analizar subgrupos de pacientes con cancer de mama en base a la
expresion de receptores hormonales en el Hospital de Oncologia de Centro Médico Nacional Siglo XXI. 1.M.S.S.
Material y Métodos: Se realizé un estudio transversal, de cohorte historico, de tipo retrospectivo. Se agruparon a
las pacientes en base a la edad, expresion de receptor de estrogenos (RE), receptor de progesterona (RP) y cerbB2.
El estatus de los receptores hormonales y de cerbB2 en cada caso fue determinado empleando el método de
inmunohistoquimica. Se utilizaron anticuerpos monoclonales anti RE, anti RP y anti-cerbB2 (Dako Ltd,
Dinamarca). Resultados: La poblacion total fue de 809 pacientes. Se excluyeron 502 pacientes; 445 pacientes no
contaban con edad, 50 no contaban con inmunohistoquimica. De las cuales solo se estudiaron 307 pacientes con
cancer de mama que contaban con edad y receptores hormonales. El 48% de los tumores fue positivo para RE/RP y
negativo para cerbB2. El 17% corresponde al grupo de triples negativos. Solo 6% de los casos fue RE+/RP-
/cerbB2-; todos los casos se presentaron en pacientes posmenopausicas. En contraste, solo 9% de los casos sélo
expreso RP. En conclusion, en nuestra cohorte de pacientes el grupo principal fue el que mostro expresion de
RE+/RP+/cerbB2-, el cual represento el 48%.

Palabras clave: cancer, mama, receptores hormonales, progesterona.

Introduccion

Es posible que altas cantidades de estrogeno en la sangre aumenten el riesgo que una mujer desarrolle
cancer de mama. Durante el transcurso de su vida, las mujeres se exponen a las hormonas esteroideas, desde su
primer ciclo menstrual, hasta la menopausia, se sabe que el estrogeno y la progesterona estimulan las células
normales de la mama. Es esta exposicion a las hormonas a lo largo de su vida lo que posiblemente aumente el riesgo.
Por ejemplo, presentar la menarca antes de los 12 afios, tener un hijo después de los 35 afios de edad o pasar por la
menopausia después de los 55 afios aumenta el riesgo de desarrollar cancer de mama.

El papel de la progesterona en cancer de mama; la progesterona es una hormona esteroide implicada en el
ciclo menstrual, el embarazo y la embriogénesis. Se compone de cuatro hidrocarburos ciclicos interconectados. La
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progesterona, al igual que todas las demas Hormonas esteroides, se sintetiza en pregnenolona, un derivado del
colesterol. Se produce principalmente en los ovarios (cuerpo ltteo) y durante el embarazo en la placenta. En las
mujeres, los niveles de progesterona en suero tienden a ser <2 ng/mL antes de la ovulacion y >5 ng/mL después de la
ovulacion. Durante el embarazo pueden llegar a ser de 100 a 200 ng/mL. Por otra parte, la progesterona es esencial
para el desarrollo de la glandula mamaria normal durante la pubertad y en la preparacion de la mama para la
lactacion. Estd implicada en el desarrollo y progresion del cancer de mama. /n vitro, tanto estrogenos como
progesterona inducen proliferacion de lineas celulares derivadas de tumores de mama de seres humanos, mientras
que en mujeres posmenopausicas que tomaron terapia de reemplazo hormonal (TRH) combinada con estrégenos y
progesterona, tienen una mayor incidencia de cancer de mama que las mujeres que s6lo tomaron estrogenos. Estas
observaciones implican fuertemente a la progesterona en la etiologia de la enfermedad, aunque la accion y los
mecanismos moleculares por medio de los cuales la progesterona promueve crecimiento ain no estan bien
comprendidos. La accion de la progesterona estd mediada por Receptores de Progesterona. A través de una via
gendmica o no gendémica. La via genémica fue la primera que se estudio, se lleva a cabo directamente en el nucleo de
las células. Sin embargo, recientemente se ha identificado una accién no gendémica o no transcripcional de la
progesterona, mediante mecanismos de transduccion de sefales a través de receptores de membrana citoplasmatica o
citoplasma de las células. El cancer de mama es la neoplasia maligna mas comun en mujeres tanto en paises
desarrollados como en los paises en vias de desarrollo y representa el 16% de todos los canceres en mujeres. Su
importancia radica en que es la segunda causa de muerte en nuestro pais. Dada la importancia epidemiologica del
cancer de mama a nivel mundial, el tratamiento actual del cancer de mama se basa en su clasificacion molecular, que
correlaciona perfectamente con la expresion de receptores hormonales, los cuales son evaluados por
inmunohistoquimica y son determinantes importantes de la terapia. En nuestra poblacion no existen estudios que
evaltien por subgrupos de riesgo en base a la expresion de receptores hormonales. Por lo que consideramos
importante realizar un estudio de cohorte que retina un gran nimero de pacientes con cancer de mama agrupadas en
base a la expresion de receptores de estrogenos, progesterona y cerbB2.

Metodologia

El presente estudio serd longitudinal, de cohorte historico, de tipo retrospectivo. Se formaran dos grupos
uno de casos y controles. Todos los casos seran reevaluados por un patdlogo (FCG) y reclasificados en base a los
criterios de la Organizacion Mundial de la Salud. Se formara una cohorte de pacientes en base a la revision de todos
los protocolos de inmunohistoquimica del departamento de Patologia. Posteriormente se revisaran expediente clinico
en la base electronica y en el archivo clinico del Hospital de Oncologia. Se agruparan a las pacientes en base a la
edad, expresion de receptor de estrogenos, receptor de progesterona y cerbB2, tipo histologico, grado histologico,
etapa clinica. El estatus de los receptores hormonales y de cerbB2 en cada caso sera determinado empleando
inmunohistoquimica utilizando anticuerpos monoclonales anti RE, y anti RP (Dako Ltd, Dinamarca).

Resultados

Se obtuvo de los expedientes clinicos (fisico y electronico) del C.M.N. Siglo XXI una poblacion total de
809 pacientes con el diagnostico de Cancer de mama, de las cuales se excluyeron, 7 pacientes del género masculino y
50 mujeres que no cumplieron con los estudios de inmunohistoquimica completos. En total se incluyeron 752
pacientes que cumplian con todos los requisitos. Del total de pacientes, se excluyeron 77 pacientes de género
masculino y 50 pacientes femeninas con expediente clinico incompleto. En C.M.N. Siglo XXI del afio 2009-2011.
En 146 pacientes se encontrd expresion de receptor de RE y RP y negativo para cerbB2. En la tabla 1. Se muestra la
clasificacion de subgrupos y la frecuencia de todas las pacientes.

Tabla 1. Grupo de edades de pacientes de C. M. N. siglo XXI, 2009-2011 de género femenino, pre y
post menopausicas.

Grupos de edad n %
3044 12 40
44 -83 18 60
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Tabla 2. Clasificacion de subgrupos y frecuencia de los pacientes

RE+ PR- cerbB2+ 7 3%
RE+ PR+ cerbB2- | 146 48 %
RE- PR- cerbB2+ 33 11 %
RE+ PR+ cerbB2+| 14 4%
RE+ PR- cerbB2- 21 6 %
RE- PR+ cerbB2- 30 9%
RE- PR- cerbB2- 52 17 %
RE- PR+ cerbB2+ 4 2%
307 100 %

Verano Delfin y AMC

El 48% de los tumores fue positivo para RE/RP y negativo para cerbB2. El 17% corresponde al grupo de
triples negativos. So6lo 6% de los casos fue RE+/RP-/cerbB2-; todos los casos se presentaron en pacientes
posmenopausicas. En contraste, s6lo 9% de los casos s6lo expreso RP. En conclusion, en nuestra cohorte de
pacientes el grupo principal fue el que mostro expresion de RE+/RP+/cerbB2-, el cual represento el 48%. Se
identificaron 30 pacientes que solo expresan positividad para el receptor de progesterona, éstas se dividieron en dos
grupos que representan pre y post menopausia, encontrando que no hay una diferencia entre las mujeres que padecen
cancer antes o después de la menopausia ya que 12 pacientes son menores de 45 afios y 18 son mujeres mayores de

45 anos.

Tabla 3. Muestra la clasificacion de las pacientes del C. M. N. siglo XXI, 2009-2011 de género femenino, pre y pos

menopausicas, de acuerdo al subgrupo al que pertenece

RE+ PR- cerbB2+ 2 5
RE+ PR+ cerbB2- 28 118
RE- PR- cerbB2+ 5 28
RE+ PR+ cerbB2+ 4 10
RE+ PR- cerbB2- 0 21
RE- PR+ cerbB2- 12 18
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RE- PR- cerbB2- 14 38

RE- PR+ cerbB2+ 3 1

Discusién

Cada dia se observa un aumento en la generaciéon de informacion prondstica que con diferentes grados de
significancia, trata de orientar un 6ptimo manejo terapéutico para cada caso, evitando asi un sub o sobre tratamiento.
Es asi como se buscan desde el punto de vista histologico, métodos mas refinados que proporcionen una mejor
informacion prondstica.

Conclusiones

En conclusion el subgrupo de pacientes positivos para RE+/RP+/cerbB2- fue el mas frecuente. En contraste
solo en el 9% de la poblacion se identifico unicamente expresion de RP. En Latinoamérica existe poca informacion
respecto a las caracteristicas clinicas relacionadas con el cancer de mama en pacientes menores de 40 aflos de edad,
cuando éstas se subdividen por grupos de edad mas especificos; generalmente se limitan al estado pre o
postmenopausico y no a la subdivision por grupos de edad, sobre todo en pacientes jovenes.
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Resumen

En el presente trabajo se prepararon derivados peracilados de fructosa y maltosa. La finalidad de modificar
éstos carbohidratos es evitar la mutorrotacion y cambiar su solubilidad. Debido a que se requiere una energia de
activacion diferente para la obtencion de cada epimero se puede realizar la reaccion bajo control termodinamico
obteniéndose mayoritariamente el tautomero f, mientras que cuando se realiza con control cinético se favorece la
obtencion del isomero a. Todos los compuestos obtenidos fueron analizados por Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) a 11.75 T que corresponde a una frecuencia de 'H de 500 MHz, utilizando espectros en una y dos dimensiones
como 'H, 3C, COSY-45, HSOC y HMBC. Los compuestos sintetizados y purificados permiten realizar la asignacion
de los espectros porque las resonancias se observan menos traslapadas y evita la confusion provocada por tener una
mezcla de compuestos en equilibrio quimico.

Palabras clave: carbohidratos, RMN, acilacion, control cinético, control termodinamico.

Introduccion

La fructosa, o levulosa, es una hexosa que a diferencia de la glucosa contiene un grupo cetona por lo que en
su forma ciclica no contiene hidrogenos en el carbono del hemicetal. Esta presente en frutas, vegetales y miel
(Verodnica Corngjo,et al. 2004). En disolucion se encuentra en cuatro formas isoméricas (2 piranosas y 2 furanosas)
que estan en equilibrio, a través de un proceso llamado mutorrotacion. El cual consiste en el cambio configuracional
del carbono anomérico que pasa de la posicion alfa de un OH a la beta o viceversa, para lograrlo es necesario que se
rompa el enlace del hemicetal, pase a su forma abierta para rotar un enlace simple y volver a formar el heterociclo.
Para evitar éste equilibrio y poder tener cada isdémero separado asi como cambiar su hidrosolubilidad que permita
disolverlo en solventes organicos se realizo su acetilacion, utilizando control termodinamico y control cinético en cada
uno de los experimentos. La estercoselectividad se puede controlar cinética o termodinamicamente dependiendo de la
trayectoria de la reaccion. Lo anterior se puede lograr cuando el producto A se forma mas rapidamente (el llamado
producto cinéticamente controlado) que el producto B, debido a que la energia de activacion para obtener el producto
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A es menor que para el producto B, el producto B es mas estable y por lo tanto se le 1lama producto termodinamico
(J.P. Praly', et al.1986).

Por otro lado, la maltosa es un disacarido formado por dos glucosas unidas por un enlace glucosidico a través de un
oxigeno del carbono anomérico con el carbono 4 de la otra glucosa por lo que tiene dos formas isoméricas debido a
que uno de los azucares en forma de piranosas presenta libre el hidroxilo del hemicetal (Verdnica Cornejo, et al.2004).
Para obtener cada uno de los tautdémeros de la maltosa se perbencild, es decir se adiciond un grupo benzoato por cada
OH del carbohidrato. Esta reaccion fue llevada a cabo con cloruro de benzoilo. Se determinaran las interacciones
intermoleculares tanto de fructosa como de maltosa por medio de Resonancia Magnética Nuclear, la cual es una técnica
espectroscopica que requiere nucleos magnéticamente activos, un campo magnético grande y homogéneo asi como un
transmisor de pulsos de radiofrecuencia coherentes con la precesion de los espines nucleares y un detector. Cuando se
utiliza el método de pulsos y transformada de Fourier se pueden realizar diferentes experimentos que permiten la
determinacion de espectros en multiples dimensiones de manera particular utilizamos los métodos que se encuentran
en el resumen (William A. Bubb 2006).

Metodologia

En cuanto a la técnica de acetilacion y benzoilacion los espectros obtenidos tanto de una dimension como de
dos se obtuvieron por Resonancia Magnetica Nuclear en el aparato de 500 MHz, se utilizaron los programas spinworks,
Delta RMN.

Para realizar el procedimiento de acetilacion de la fructosa con control termodinamico, se coloca en un matraz

de balodn el carbohidrato, se agrega acetato de sodio para catalizar la reaccion. Posteriormente se adiciond anhidrido
acético con ayuda de un embudo de agregacion, el cual es el agente acetilante, se refluye a 140°C durante 4 horas. Se
vierte el producto en un cristalizador que contenia agua y hielo, se dejo por 12 horas, transcurrido este tiempo se separd
en dos alicuotas, a la alicuota 1 el solido resultante es filtrado y recristalizado con metanol para purificar la fructosa
per-acetilada, se obtiene un compuesto de aspecto semisolido color ambar. En cuanto a la alicuota 2 se le agregan 20
ml. de cloruro de metileno, posteriormente es filtrado sobre sulfato de sodio, el cual actuara como desecante, se evapora
durante 15 min. y se obtiene un compuesto de consistencia semisolida con color ambar oscuro, las dos alicuotas fueron
analizadas por RMN obteniendo el resultado reportado (Sardzik R, ef al. 2010).
Para realizar el control cinético se requiere menor energia de activacion, por lo que se realizo el procedimiento; en un
matraz de bola con salida lateral se coloca el carbohidrato, se afiade piridina anhidra que es utilizada como catalizador
en esta reaccion, con un embudo de adicion se agrega el anhidrido acético utilizado como agente acetilante. Se mantuvo
a una temperatura de entre -4 y -7 °C en un sistema de enfriamiento por 17 horas, el crudo de reaccion fue separado
en dos alicuotas a las cuales por separado se le adicionaron 25 g de hielo y se homogeniza vigorosamente para obtener
precipitado, a la alicuota 1 se le agregaron 0.5 ml de HCI al 10% posterior se realiz6 extraccion con sulfato de sodio y
se adicionaron 15 ml. de cloruro de metileno para después colocarlo en la bomba de vacio y evaporar; a la alicuota 2
se realizo el mismo procedimiento que la alicuota anterior solo variando las cantidades de HCI (1 ml) y cloruro de
metileno (18ml), los compuestos obtenidos fueron analizados por RMN en el aparato de 500 MHz (Rodriguez-Pérez,
et al. 2007). Se llevd a cabo una reaccion sin control y para esta el procedimiento fue el siguiente; se coloca el
carbohidrato en el matraz de bola con salida lateral, posterior se afiade la piridina anhidra, se esperd por un tiempo de
30 min. y con ayuda de un embudo de adicion se agrega el anhidrido acético el cual es la sustancia acetilante en esta
reaccion, la mezcla se dejo a temperatura ambiente y en agitacion por 93 horas, posterior se realizo6 la evaporacion sin
adicionar cloruro de metileno para eliminar la piridina excedente y sin reaccionar, al término de la reaccion se obtuvo
un compuesto de aspecto caramelo de color amarillo-dmbar.

En el experimento de benzoilacion de la maltosa el procedimiento a seguir fue el siguiente; en un matraz de
bola con salida lateral se coloca el cloroformo, se adiciona la piridina, esto se coloca en un cristalizador con agua a
temperatura de 37°C, se agrega el carbohidrato poco a poco con ayuda de una espatula y se deja reposar 15 min.
posteriormente se agita a temperatura ambiente durante 1 hora. transcurrido el tiempo, se pasa al sistema de
enfriamiento chiller en donde se dejara en agitacion 20 horas a una temperatura de 5°C, el crudo de reaccion se
caracterizd por RMN y tras obtener los resultados se procedio a realizar la separacion de los isomeros de la maltosa
mediante la purificaciéon del compuesto, realizado en una columna con silica y con una polaridad de 9:1 utilizando
hexano y acetato de etilo, separando en fracciones de 50 ml y llevando a evaporacién para obtener un precipitado
blanco ( Deferrari J, et al. 1952).
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Resultados

A partir de las muestras de acetilacion de fructosa determinadas por resonancia magnética nuclear.
En el espectro de proton (Ilustracion 1) se observa los desplazamientos quimicos de los hidrogenos del anillo,
el hidrogeno que aparece a mayor frecuencia es el 2 debido a las condiciones y duplicidad que presenta este
en la molécula; asi mismo se obtiene '*C el cual nos indica el desplazamiento de cada uno de los carbonos
presentes en el ciclo de la fructosa acetilada (Ilustracién 2), sin embargo el carbono 1 por estar en las
condiciones de tener dos oxigenos a un enlace aparece a mucho mayor frecuencia que los demas (Ilustracion
3). En los resultados de dos dimensiones tenemos el COSY 45 (Ilustracion 4) el cual nos permite saber la
conectividad hidrogeno-hidrogeno es decir saber como estan acoplados vecinalmente (a tres enlaces). En el
HSQC (Ilustracion 5) se observa la asignacion de protdn con cada uno de los carbonos correspondientes ya
que este experimento nos indica la conectividad hidrogeno-carbono a un enlace. Para la asignacion de los
carbonilos fue posible con el HMBC (Ilustracion 6) indicandonos la relacion a dos y tres enlaces.

o] o2 ca

Figura 1.'H de fructosa acetilada, 500 MHz Figura 2. 13C fructosa acetilada 500 MHz
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Figura 4. HMBC fructosa acetilada 500 MHz
Discusién

Al introducir grupos acetilos en la molécula de fructosa se logré tener sefiales mas desplazadas en los espectros
de 'H y 1*C ayudandonos a la asignacién de carbohidratos por medio de RMN; el tautémero mayoritario obtenida en
esta reaccion fue B-fructosa y el experimento fue llevado a cabo por control termodinamico, sin embargo al observar
las sefiales de '3C se observa la presencia de mas de un isdbmero por lo que algunas sefiales como el hidrogeno 5y 6 se
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traslapan un poco ya que estas sefiales presentan la misma duplicidad , ademas cabe mencionar que el intercambio de
grupos hidroxilo por grupos acetilos se llevo a cabo en toda la molécula de fructosa

Conclusion

La proteccion de los hidroxilos mediante reacciones de acilacion impide la mutorrotacion y hacen que los
sacaridos sean solubles en disolventes organicos lo que permite determinar interacciones intermoleculares por medio
de la RMN como el efecto ASIS (Aromatic Solvent Induced Shifts) y puede emplearse para el reconocimiento
enantiomérico de compuestos que formen puentes de hidrégeno.
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Resumen

Especies de Salmonella causan elevada morbilidad a nivel mundial, produciendo multiples sintomas
clinicos. Salmonella typhimurium causa gastroenteritis en humanos y una infeccion sistémica en ratones.
Salmonella alberga en su genoma multiples islas de patogenicidad, de las cuales, dos de ellas (SPI-1 y SPI-
2) codifican cada una para un sistema de secrecion tipo Il1, los cuales forman parte de los factores de
virulencia de la bacteria. SPI-1 se requiere para la invasion, mientras que la infeccion sistémica y la
acumulacion intracelular de Salmonella son dependientes de la funcion de SPI-2. La adecuada expresion en
tiempo y espacio de los genes de virulencia de SPI-1 esta controlada por una compleja jerarquia de factores
de transcripcion. En estudios previos del laboratorio se ha caracterizado parte del regulon de HilD, el cual
es un regulador transcripcional codificado en SPI-1 que se ha descrito activa la expresion de genes que se
encuentran codificados en SPI-1 y también fuera de ésta. Este trabajo se basa en determinar si la expresion
de dos genes que, de acuerdo a estudios transcriptomicos se sugiere pudiera estar regulada por HilD, es de
manera directa o indirecta. Para llevar a cabo este estudio se cuantifico la actividad de la enzima
cloranfenicol acetil transferasa fusionada a las regiones reguladoras de los genes phoH y ugtL en la cepa S.
typhimurium tipo silvestre y sus derivadas mutantes hilD, hild y invF. Se determiné que la expresion
disminuyo drasticamente unicamente en la mutante hilD, lo cual indica que la regulacion de la expresion de
dichos genes por HilD es directa.

Palabras claves: Sa/monella, virulencia, SPI-1, regulacion transcripcional.

Introduccion

El género Salmonella esta conformado por 2 especies: S. enterica y S. bongori. Los miembros del
género estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, causando un amplio espectro de enfermedades en una

gran variedad de hospederos, incluido el hombre. Las fuentes de infeccion mas frecuentes con la bacteria son
el agua y alimentos contaminados (Caffer et al., 2008).
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Entre las especies del género se encuentra Salmonella enterica serovar typhimurium (S.
typhimurium), bacteria anaerobia facultativa, Gram-negativa e intracelular que causa inflamacion severa del
epitelio de la mucosa intestinal, causando gastroenteritis. Uno de los principales mecanismos de virulencia
que usa S. typhimurium para causar enfermedad es la expresion del Sistema de Secrecion Tipo I (SST3)
(Patel y McCornick, 2014), cuya funcion es la transferencia de proteinas especificas (efectores) hacia el
citoplasma de la célula huésped. Estos efectores pueden alterar las funciones celulares del huésped, con el fin
de promover la supervivencia y la colonizacion bacteriana (Haraga et al., 2007).

La mayoria de los genes de virulencia de S. typhimurium se encuentran localizados en regiones
genéticas especificas del cromosoma que se denominan islas de patogenicidad (SPI's, por Salmonella
Pathogenicity Islands). Se han descrito mas de veinte SPI’s, siendo dos de éstas esenciales para la virulencia
de Salmonella: SP1-1 y SPI-2, las cuales contienen 39 y 44 genes, respectivamente. Los genes que conforman
estas islas son expresados en espacio y tiempo células del epitelio intestinal, lo que lleva al desarrollo de la
gastroenteritis localizada. SPI-2 se necesita para la sobrevivencia y replicacion intracelular en macréfagos y
con ello, su diseminacion para producir una infeccion sistémica (Bustamante ez al., 2008).

Para que el proceso de infeccion sea exitoso, se requiere de una expresion genética regulada y
coordinada con el fin de asegurar que los factores de virulencia se expresen en el nicho y tiempo apropiado
dentro del hospedero. Asi, la existencia de mecanismos de regulacion de la expresion genética es vital para la
virulencia (Akbar et al., 2003).

La expresion de los genes de SPI-1 esta controlada por una compleja jerarquia de factores de
transcripcion codificados dentro y fuera de SPI-1. El regulador transcripcional HilA (presente en SPI-1) activa
la expresion de todos los genes necesarios para el montaje de un SST3 funcional. Sin embargo, la activacion
de hil4 depende de otro regulador transcripcional, HilD (Petrone et al., 2014). Se sabe que HilD también
controla la expresion del operon SsrAB, el cual es el regulador central de los genes de SPI-2 (Bustamante et
al., 2008). Ademas de estos genes, HilD regula a otros genes, localizados fuera de SPI-1. Gracias a la
colaboracion de nuestro laboratorio con el grupo del Dr. Jay Hinton (Liverpool, Inglaterra), se pudo
determinar, al comparar los perfiles transcriptomicos de la cepa wt de S. typhimurium y su derivada mutante
hilD, que aproximadamente 40 genes no descritos anteriormente a ser regulados por HilD, disminuyeron
significativamente su expresion. Dados estos antecedentes, el presente trabajo se basa en determinar si algunos
de estos genes son regulados por HilD de manera directa o indirecta, a través de la cascada de regulacion con
HilA e InvF.

Materiales y métodos

Cepas, plasmidos y cebadores: Las cepas bacterianas de Sa/monella utilizadas en este estudio se derivaron de
la S. Typhimurium SL1344 tipo silvestre (wt). Para el proceso de replicacion y purificacion de los plasmidos generados
se utilizd Escherichia coli DHS. Las cepas y plasmidos empleados se enumeran en la Tabla 1, asi como los cebadores
y enzimas empleadas en las diferentes técnicas que se llevaron a cabo en el estudio. S. typhimurium y E. coli fueron
cultivadas en medio Luria-Bertani (LB).

Tabla 1. Cepas, plaismidos y cebadores utilizados en el estudio.
Nombre Descripcion
Cepas
S. typhimurium > SL1344 Awt: cepa silvestre; Stp®
SL1344 > SL1344 AhilD; Stp?
> SLI1344 Ahild; Km® Stp®R
> SL1344A invF; Km® StpR
E. coli »  DH5a
Plasmid
pKK 232-8 Derivado de pBR322, contiene el gen cat (cloranfenicol acetil
transferasa) sin promotor, empleado para la construccion de
fusiones transcripcionales; Amp®.
Cebadores
Secuencia (5’ a3")
Fw SL1783 CGA GGA TCC GCG TAT GCT GAG AAA ATCG
Rv SL1783 CGA AAG CTT TAG CAC ACT CTT TAG CGG AG
Enzimas
HindIII > Enzima de restriccion.
BamHI > Enzima de restriccion.
T4 DNA Ligasa > Enzima de ligacion.
Taq Polimerasa > Enzima de replicacion de ADN.
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Amplificacion y purificacion del gen 1783: Se amplifico la region reguladora del gen hipotético SL 1783 a
partir de la cepa S. typhimurium SL1344 wt utilizando el método por PCR con los cebadores indicados en la Tabla 1
especificos para el gen SL_1783. El producto de PCR se corrio en un gel de agarosa al 1% con amortiguador TAE
(Tris-Acetato-EDTA 1X, pH 8,0) a 100V durante 1 hora. El gel fue tefiido con bromuro de etidio (0,5 pl/mg) y el
producto amplificado se visualizo en un transiluminador de luz UV de onda corta (SIGMA), lo cual permiti6 identificar
la banda del tamafio correspondiente a la region amplificada. Una vez corroborado la amplificacion del gen, se purificd
dicho producto usando el kit “High pure PCR product purification kit” (Roche).

Digestion y ligacion del gen 1783: El fragmento amplificado y el plasmido pKK232-8 (Tabla 1) fueron
digeridos con 1 pl de las enzimas de restriccion HindIII y BamHI durante 6 horas a 37°C. Después del tiempo de
incubacion, las digestiones dobles fueron purificadas con el kit High pure PCR (Roche) y se visualizaron en gel de
agarosa al 1%. El producto de PCR y el vector pKK232-8 fueron mezclados en la reaccion de ligacion utilizando 1 U
de la enzima T4 DNA ligasa (Tabla 1) e incubando la reaccion a 16°C durante 12 horas. Posteriormente, la ligacion se
precipit6 agregando 1 pl de glicogeno (20mg/ml) y posteriormente 500 pl de etanol absoluto, dejando incubar a -20°C
durante 30 min. A continuacién se centrifugaron 15 min a 14,000 rpm, decantando el sobrenadante obtenido. Se agregod
1 ml de etanol al 70% y se volvid a centrifugar como en las condiciones anteriores, desechando perfectamente el
sobrenandante. Los tubos se secaron al aire y se resuspendieron en 10 ul de agua Milli Q.

Transformacion en células de E. coli por electroporacion: Se mezclaron 40ul de células electrocompetentes
(E. coli DH50) con 5ul de DNA plasmidico. Esta mezcla se coloc en una celda de electroporacion fria (BIORAD) y
se le dio un pulso eléctrico de 2.5 kV durante 5.5 ms usando un electroporador “Micropulser” (BIORAD). Esta mezcla
se transfirid a un tubo de ensayo con 1 ml de medio SOC y se incub6 durante 2 horas a 37°C en agitacion a 200 rpm.
Finalmente, S0ul de este cultivo se sembraron en cajas Petri con medio LB solidificado con agar al 1.5% suplementado
con ampicilina (100png/pl) y se incubaron durante aproximadamente 16 horas a 37°C.

Las cepas transformadas se cultivaron en 5 ml de medio LB adicionando con ampicilina y se incubaron a
37°C con agitacion a 200 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente, se tomaron 500 pl de cada cultivo y se inocularon
2 matraces de 250 ml con 50 ml de LB adicionando con el mismo antibidtico. Estos cultivos se incubaron a 37°C en
agitacion a 200 rpm durante 9 horas. Se tomaron muestras de 1.5 ml de cultivo a las 4 h y 9 h para analizar la expresion
de las diferentes fusiones transcripcionales. Posteriormente se procedi6 a centrifugar todas las muestras durante 2 min
a 13,000 rpm, se desecho el sobrenadante y las pastillas obtenidas se lavaron con 700 pl de solucion de lavado TDTT
(Tris-HCI, pH 7.8 50 mM, y DL-ditiotreitol 30 um). Después de centrifugar en las mismas condiciones se desecho el
sobrenadante y se almacenaron a -20°C. Cuantificacion de la actividad enzimatica especifica de CAT (Cloranfenicol
Acetil Transferasa): La actividad de la enzima Cloranfenicol Acetil Transferasa fue medida usando una modificacion
de un método espectrofotométrico. Primero, las pastillas fueron resuspendidas en 500 pl de TDTT y fueron sonificadas
durante 3 min en un sonicador “Vibra Cell”, con pulsos de 9.9 entre cada pulso, obteniéndose un tiempo total de
sonicacion de 6 min. Posteriormente las muestras sonicadas fueron centrifugadas durante 15 min a 14 000 rpm y se
transfiri6 el sobrenadante obtenido a tubos nuevos. Para la cuantificacion de las proteinas totales de los sobrenadantes
obtenidos se utilizaron placas de cultivo celular de 96 pozos, donde se agregaron por duplicado 10 pl de cada muestra
por pozo, utilizando como blancol0 pl de TDTT. Después se anadio a cada pozo, 200 pl de una mezcla (50:1) de los
reactivos del kit “BCA Protein Assay Reagent” (Pierce) y se incub¢ la placa durante 30 min a 37°C. Posteriormente,
se calculd la concentracion de proteinas totales mediante la lectura de la absorbancia a 562 nm en un lector
automatizado de microplacas tipo CERES 900 C (Bio-Tek Instrumenta Inc.), utilizando el programa KC3. Los valores
obtenidos se interpolaron en una curva estandar de concentraciones de la proteina BSA (albiimina de suero de
bovino).Para calcular la actividad enzimatica de CAT, 5 pl de cada muestra fueron agregados por duplicado en otra
placa de cultivo celular de 96 pozos, seguido de 200 pl de una mezcla de reaccion de Tris-HCI pH 7.8 0.1 M, DTNB
(acido 5, 5'-ditio-bis (2-nitrobenzoico) 1 mM (Pharmacia Biotech), acetil coenzima A y cloranfenicol 0.1 mM (Sigma).
La actividad de CAT se determiné inmediatamente después de agregarse la mezcla de reaccion, utilizando el lector de
microplacas, tomandose lecturas de absorbancia a 405 nm cada 5 s durante 5 min de reaccion. Los valores de actividad
obtenidos de cada muestra se interpolaron en una curva estandar de actividad CAT (de 0 a2 500 U/ml) con el programa
KC3. Finalmente, la actividad especifica de CAT (pmol/min/mg) se obtuvo al dividir las unidades de actividad de
CAT entre la concentracion de proteinas totales de cada muestra.
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Resultados

Obtencion del amplificado SL_1783: una vez amplificada la region de gen SL._1783 por PCR a partir de la
cepa Salmonella enterica serovar typhimurium SL1344 wt utilizando los cebadores indicados, se verifico la correcta
amplificacion visualizando en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y comprobando el peso esperado del
amplificado ver figura. 1.

Clonacion de la region reguladora del gen SL_1783 en el plasmido pKK232-8: Después de la transformacion
de los posibles plasmidos recombinantes en células de E. coli, éstos se purificaron a partir de diversas colonias
transformantes y se comprobo la presencia del inserto en dichos plasmidos mediante la comparacion del peso molecular
de estos plasmidos con respecto al peso del pKK232-8. Posteriormente, uno de estos plasmidos recombinantes que
present6 un mayor peso molecular respecto al pKK232-8 fue mandado secuenciar, confirmando, al realizar el analisis,
que la region reguladora del gen SL_1783se clono correctamente. El plasmido generado se denomind pSL1783cat y
éste serd usado en estudios posteriores para analizar la regulacion de su expresion genética por HilD.
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Figura 1. Se observa el gen 1783 amplificado con el peso

molecular esperado de 549 pb de acuerdo al marcado de peso

molecular 1 kb plus DNA Figura 2. Se muestra como la region reguladora ha sido clonada en

el plasmido pKK232-8 mostrando un mayor peso molecular
respecto al tamafio del plasmido purificado.

La expresion del gen phoH estd regulada directamente por HilD: Previamente, en nuestro laboratorio se
tenian las fusiones transcripcionales correspondientes al gen phoH. En este trabajo, se utilizaron estas fusiones para
determinar si la expresion del gen phoH esta directamente o indirectamente regulada por HilD. utilizando el ensayo de
medicion de CAT, Asi, se encontré que tanto a las 4 h de crecimiento (fase estacionaria temprana) como a las 9 h (fase
estacionaria tardia), la actividad enzimatica de CAT fue significativamente menor tinicamente en la cepa AkilD, en
comparacion con las cepas wt, Ahildy AinvF (Fig. 3). Estos datos sugieren que la expresion del gen phoH esté regulada
directamente por la proteina HilD.

Expresion de phoH

y v N v )

Figura 3. Expresion de phoF. La actividad especifica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante 4
horas y 9 horas en LB a 37°C. Los datos son el resultado de la expresion de CAT en diferentes cepas registradas realizadas por duplicado.
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La expresion del gen UgtL esta regulada directamente por HilD: La actividad enzimatica de CAT fue
utilizada de igual manera que para el gen anterior para determinar si la expresion del gen UgtL es regulada directamente
o indirectamente por HilD. Como se puede observar en la Fig. 4, se determiné que el gen UgtL es regulado directamente
por HilD, ya que al haber ausencia de HilD, la expresion del promotor fue drasticamente disminuida.

Figura 4. Expresion de UgtL. La actividad especifica de CAT fue determinada en muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos durante 4
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horas y 9 horas en LB a 37°C. Los datos son el resultado de la expresion de CAT en diferentes cepas registradas realizadas por duplicado.
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Discusion y conclusiones

El estudio de los mecanismos moleculares que regulan la expresion de los genes de virulencia de
SPI-1 y SPI-2 es muy importante para conocer a profundidad el mecanismo de patogénesis de Salmonella. En
estudios previos realizados en este grupo se han hecho contribuciones importantes para esclarecer los
mecanismos de regulacion de los genes de SPI-1 y SPI-2. Los resultados obtenidos en este trabajo indican
que los genes phoH y ugtL son regulados directamente por HilD, sugiriendo que la presencia de este regulador
transcripcional es fundamental para la expresion de estos genes, mientras que la ausencia de los reguladores
HilA e InvF no altera la expresion de phoH o ugtL. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los
genes phoH y ugtL participan en el proceso patogénico de Salmonella, ya que son regulados por HilD, el cual
es un regulador que activa la expresion de otros genes ya conocidos a estar involucrados en la virulencia de
la bacteria. Estudios posteriores enfocados en la generacion de cepas mutantes en estos genes y la evaluacion
de dichas cepas en modelos de infeccion nos permitira determinar en qué fase de la infeccion pudieran
participar.
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Resumen

El Cancer de mama constituye un problema médico, social y economico de gran
importancia, por su frecuencia y por afectar a menudo a mujeres en la edad media de vida
(década de los 50 anos), tiene grandes responsabilidades familiares y economicas. Afecta a
1000 mujeres cada ario a nivel mundial y 30 de ellas moriran por esa causa, la incidencia se ha
duplicado en los ultimos 20 arios y continua en aumento. Con el proposito de Identificar la
relacion de practicas de autocuidado y autoexploracion mamaria de mujeres en edad
reproductiva residentes de dareas sub-urbanas de Morelia Michoacadn. Se realizo un: Estudio
descriptivo, observacional, prospectivo transversal. La muestra no probabilistica por
conveniencia, fue de 350 mujeres en edad reproductiva. Se aplico el instrumento HPLP-II
version (Walker, Sechrist y Pender, 1995) con variables relacionada con practicas de
autocuidado, los antecedentes personales y reproductivos asi como los conocimientos de las
mujeres sobre el Ca. de mama. Se elaboro una base de datos para su analisis en SPSS 18.0 Se
aplico estadistica descriptiva e inferencial con el diseiio de tablas de contingencia. El estudio se
basa en la autoexploracion mamaria, se estimo que un alto porcentaje de las lesiones de las
mamas pueden ser detectadas precozmente por la propia mujer de la poblacion estudiada se
encontro que; el 83% sabe cudl es la técnica de la autoexploracion y la practica el 91%, es
decir el 8% reconoce no saber la técnica, pero si estar en disposicion de revisarse las mamas.
El 70% Observa sus mamas y reconoce la presencia de alteraciones que pueden ser objetivas
al cancer de CaMa. Asi mismo, el 81% puede identificar alteraciones que conduzcan al CaMa.

Palabras clave: autocuidado, autoexploracion mamaria, CaMa
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Introduccion

El cancer de mama representa en la actualidad el tipo de cancer mas frecuente y es la
segunda causa de muerte entre mujeres de 30 a 54 afios (Silva, 2011). Cada afio en el mundo
ocurren alrededor de un millon de casos nuevos de CaMa; por ello los organismos internacionales,
como la organizacion mundial de la salud y su filial organizacion panamericana de la salud,
destinan gran parte de su presupuesto a la investigacion de recursos humanos, difusion adquisicion
de equipo médico para la biisqueda de mejores alternativas de prevencion, deteccion diagnostico y
tratamiento de esta enfermedad (Vega, 2014). Existen diversos factores que predisponen la
aparicion de cancer de mama entre ellos se encuentra la alimentacion, un importante factor
vinculado a la ocurrencia del cancer. (Pou, 2014). Los estudios subsecuentes han ido demostrando
que es diferente el riesgo entre mujeres pre y posmenopausicas (Vega, 2014). Es importante
determinar factores de riesgo de cada mujer que acude a la consulta, a pesar de que muchos factores
de riesgo no son reversibles por ejemplo, el heredar un gen relacionado con el CaMa ocasiona un
riesgo de desarrollar la patologia superior al 50%. Pero algunas causas se modifican como el control
de peso, reduccion del consumo de grasa, prevencidon de obesidad en el periodo posmenopausico,
el consumo de alcohol, reduccidon del consumo de hormonas en etapa posmenopausia, otorgar
lactancia materna durante al menos 12 meses. La presencia de factores de riesgo de CaMa no
significa que el cancer es inevitable: muchas mujeres con factores de riesgo nunca desarrollan
CaMa porque depende también del autocuidado de la mujer (Gonzalez, 2013). Es conveniente que
durante la elaboracion de la historia clinica de la mujer se tengan todos los factores de riesgo ya
demostrados por la literatura, para incidir en los casos susceptibles de modificar como el peso,
IMC, perimetro abdominal, y especialmente la autoexploracion mamaria y la revision médica
periddicamente, para la deteccion temprana a las mujeres con altas probabilidades de cancer, y
ofrecerles un tratamiento oportuno (Vega, 2014).

De este modo, a pesar de que existen programas de educacion para la salud en el Estado de
Michoacan, y la recomendacion de estilos de vida saludables, mas especificamente enfocados a la
prevencion de cancer y la autoexploracion de mama, la informacion existente de las acciones de
enfermeria no es suficiente, para el fortalecimiento de los programas de salud, es conveniente la
generacion de nuevos y mas vastos conocimientos, acerca de las estrategias de cuidado y apoyo a
las mujeres en general, sobre las conductas saludables y las practicas de autocuidado para la
deteccion oportuna tratamiento adecuado, asi mismo, con el propoésito de Identificar la relacion de
practicas de autocuidado y autoexploracion mamaria de mujeres en edad reproductiva residentes
de areas sub-urbanas de Morelia Michoacan. Se plantea el presente estudio descriptivo,
observacional, prospectivo y transversal. La muestra no probabilistica por conveniencia, fue de 350
mujeres en edad reproductiva.

Metodologia

Estudio de abordaje cuantitativo, transversal y descriptivo. Prospectivo Con una muestra
no probabilistica por conveniencia de 350 mujeres en edad reproductiva con el objetivo de
identificar las variables de autocuidado que aplican, para la deteccion oportuna del cancer de mama.
La colecta de los datos se realiz6 a través de la aplicacion de un instrumento disefiado con variables
de datos socio-demograficos, antecedentes Gineco-obstétricos y practicas relacionadas con el
autocuidado que realizan las mujeres en edad reproductiva. El analisis y procesamiento de los datos
se realizd en el paquete estadistico SPSS (Version 20), aplicando correlacion Bivariada de Pearson
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para identificar el comportamiento de las variables y estadisticos descriptivos, tablas de
contingencia, frecuencias y porcentajes.

Resultados

La variable, edad del primer nacimiento tuvo una correlacion positiva y buena (0.609) con
la variable tiempo aproximado de lactancia materna, esto significa que la edad favorece la
lactancia materna. De igual forma la variable Edad del primer nacimiento tuvo una correlacion
buena (0.597) con la variable lactancia materna esto significa que conforme a la edad del primer
nacimiento serd la primera lactancia materna y de acuerdo a eso sera favorable o no a la aparicion
de cancer de mama (ver cuadro 1):

Cuadro 1. Correlaciones de variables de autocuidado y exploracion mamaria.

. . . : oL o

lactancia materna materna nacimiento
Para Gesta

Sigo un programa
de ejercicios
planificados

Creo que mi vida
tiene un proposito

Edad del primer
nacimiento .609%* S97H* .666**

Lactancia materna 546%* 597%% 518%* 534%*

Tiempo aproximado
de lactancia materna .546** .609%** 486%* S18%*

Gesta .603%*

para .6667** 534

*. La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral)

Entre las variables, lactancia materna y tiempo aproximado de lactancia materna hubo una buena
(0.546) correlacion esto demuestra que dependiendo cuando proporciond su primer lactancia
materna y el tiempo de lactancia serd propensa o no a padecer cancer de mama, esto se muestra
en el cuadro uno.
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Tablas de contingencia.

Los resultados se analizaron en tablas de contingencia y se encontr6 que; el 83% sabe cual
es la técnica de la autoexploracion y la practica el 91%, es decir el 8% reconoce no saber la técnica,
pero si estar en disposicion de revisarse las mamas. El 70% Observa sus mamas y reconoce la
presencia de alteraciones que pueden ser objetivas al cancer de mama. Asi mismo, el 81% puede
identificar lo que es el cancer de mama y de éstas, solo el 57% observa sus mamas para identificar
alteraciones.

Discusion

Perez’considera que existe evidencia que las mujeres que poseen conocimientos sobre la
salud de la mama conocen las caracteristicas normales de estas por lo que tienen mayor
probabilidad de detectar una lesion y solicitar atencion inmediata si perciben algo anormal, sin
embargo el resto de poblacion no cuentan con los conocimientos por lo que el personal de
enfermeria debe buscar estrategias para que las mujeres restantes conozcan acerca de la
enfermedad.

La NOM 041-SSA2-2002° menciona que la vida menstrual de mas de 40 afios y menopausia tardia
(después de los 52 afios) son factores de riesgo de mayor peso para desarrollar Cancer de Mama.
Lo que indica que esta poblacién tiene un factor importante para desencadenar la enfermedad. De
acuerdo a las variables edad de la primera menstruacion y edad de la mujer cuando nacié su primer
hijo un poco mas de la mitad inicio su menarquia de 12 y 13 afios de edad. Hernandez’ menciona
que las mujeres jovenes que empezaron su menstruacion antes de los 12 afos, estdn expuestas a un
riesgo mayor de cancer de seno, con lo cual establece un mayor tiempo de exposicion a los
estrogenos endogenos.

Sin embargo en la poblacion estudiada la edad que tenia la mujer cuando nacio6 su primer hijo fue
de 18 a 22 afios, se ha demostrado que mujeres que tuvieron su primer embarazo a los 30 afios
tienen 2 a 5 veces mas riesgo de desarrollar Cancer de Mama que aquellas cuyo primer embarazo
a término ocurrié a los 18 afios, probablemente este hecho esté relacionado con el proceso de
maduracion del tejido mamario el cual comienza con el primer embarazo.”

De acuerdo a lo mencionado anteriormente la poblacion estudiada tiene menor riesgo de padecer
cancer de mama. Por otra parte, el autoexamen de mama ha sido puesto a juicio debido a que no se
ha demostrado en forma especifica su relacion con la disminucion de la mortalidad por cancer de
mama, en estudios realizados en los Estados Unidos de América del Norte* Sin embargo es una
practica que aun se promociona.

Un poco menos de la mitad de las mujeres de poblacion de estudio se realizan la autoexploracion
mamaria en un intervalo de 1 a 3 meses, para esto la NOM-041-SSA2-2002°, menciona que la
autoexploracion se debera recomendar en forma mensual a partir de la menarca; entre el 70. y 100.
dia de iniciado el sangrado en la mujer menstruante y en la posmenopausica se debe realizar en un
dia fijo elegible por ella, cabe mencionar que la tercera parte nunca se ha realizado la
autoexploracion por lo que hace falta programas que actien como facilitadores creando conciencia
sobre la importancia de llevarla a cabo.

Existe una alta asociacion entre las variables revisar sus mamas con frecuencia y tocarlas para
detectar bultos o anormalidades, Sanchez® dice que el autoexamen de las mamas es otro de los
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pilares fundamentales para la deteccion precoz de procesos tumorales lo cual es una forma efectiva
y sencilla de encontrar los cambios precoces que se producen en la glandula mamaria que son
indicativos de enfermedad tumoral. En base a esta referencia la poblacion de estudio refiere tener
mayor tendencia a revisar y tocar sus mamas para detectar alguna anormalidad.

Conclusiones

Mas de la mitad de la poblacion de estudio tiene conocimientos sobre la enfermedad, sin
embargo el resto no los tiene, lo que es una area de oportunidad para que el personal de salud
proponga y aplique estrategias para revertir los resultados y que un mayor porcentaje de las
mujeres tenga conocimientos sobre este problema de salud y qué puede hacer ella para detectarlo
oportunamente. Existen diversos procedimientos para el diagndstico del cancer de mama, entre
ellos y en el que se basa el estudio es la autoexploracion mamaria, un método de gran importancia
mediante el cual se estima que un alto porcentaje de las lesiones de las mamas pueden ser detectadas
precozmente por la propia mujer, de la poblacion estudiada se encontrd que; el 83% sabe cual es
la técnica de la autoexploracion y la practica el 91%, es decir el 8% reconoce no saber la técnica,
pero si estar en disposicion de revisarse las mamas. El 70% Observa sus mamas y reconoce la
presencia de alteraciones que pueden ser objetivas al cancer de mama. Asi mismo, el 81% puede
identificar lo que es el cancer de mama y de éstas, solo el 57% observa sus mamas para identificar
alteraciones. Los resultados permiten identificar areas de oportunidad en el cuidado de enfermeria
para fortalecer el autocuidado relacionado a la deteccion oportuna del cancer de mama.

A mayor edad del primer nacimiento mayor tiempo aproximado de lactancia materna.
A mayor edad del primer nacimiento si dio lactancia materna.
A mayor lactancia el tiempo aproximado de lactancia es mayor
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Introduccion

La Diabetes mellitus tipo II, es definida como un conjunto de sindromes hiperglucémicos debido a que las
acciones de la insulina no se llevan a cabo, principalmente la entrada de glucosa a nivel celular, afectando
principalmente a personas con obesidad de tipo central y personas con disposicion genética. Las complicaciones de la
Diabetes Mellitus tipo II, son multiples y entre ellas podemos encontrar cardiopatia isquémica, insuficiencia renal,
amputaciones no traumaticas, coma hiperosmolar no cetdsico y neuropatia, dichas complicaciones se presentan cuando
no existe un apego al tratamiento por parte de los pacientes, disminuyendo sus afios de vida y deteriorando la calidad
de los mismos. La presente investigacion pretende identificar los determinantes considerados como positivos y analizar
su alcance en el apego terapéutico por parte de las personas con Diabetes mellitus tipo II, que asisten al Centro de
Salud Urbano del municipio de Tarimbaro, Michoacan. Las preguntas de investigacion planteadas ;Cual es el alcance
de los determinantes considerados como positivos, por las personas con Diabetes mellitus tipo II, para mantener su
apego terapéutico? Los objetivos fueron, identificar los determinantes que son considerados como positivos, para
conservar el apego terapéutico, por parte de las personas con Diabetes mellitus tipo 11, y analizar el alcance de los
determinantes considerados como positivos en el apego terapéutico, por parte de las personas con Diabetes mellitus
tipo II, que asisten al Centro de Salud Urbano del municipio de Tarimbaro, Michoacan.

Metodologia

Los determinantes considerados como positivos, por las personas con Diabetes mellitus tipo II, son
importantes para mantener su apego terapéutico. Las variables dependientes son: apego terapéutico por parte de las
personas con Diabetes mellitus tipo II., e independientes: los determinantes positivos. El tipo de estudio fue transversal
descriptivo con un abordaje de analisis cuantitativo; el procedimiento consistiéo en medir un grupo de personas y en
este caso, dos variables proporcionando su descripcion y se establecieron los aspectos de: poblacion, muestra, limites,
materiales y el procedimiento. Se elabord un cuestionario con 9 items de respuesta dicotonica para la recoleccion de
datos importantes para esta investigacion por parte de los pacientes con Diabetes mellitus tipo II, en control.
Posteriormente se realizo la tabulacion de la informacion recolectada, en tablas para facilitar el trabajo de validacion
estadistica y su evaluacion. Con el uso del paquete estadistico SPSS 21, efectuamos el analisis estadistico y evaluacion
de la informacion, arrojandonos resultados que aprueban la hipdtesis de investigacion.
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Resultados

La participacion en el estudio en cuanto al sexo, fueron entrevistados 24 mujeres y 6 hombres, en cuanto a la
distribucion por edad fue en el rango de 60 a 69 afios, seguido por 50 a 59, tiempo de evolucion de la enfermedad 13
individuos refieren mas de 5 afios, y 12 de ellos de 1 a 3 afios. El 83% refieren conocer el nombre de sus medicamentos
y el 87% conoce las 3 medidas para su control, 87% refieren refieren medidas de higiene, las enfermedades cronicas
concomitantes solo el 67%, solo el 93% conoce los alimentos permitidos, 73% tiene apoyo familiar y familiares con
Diabetes

Conclusion

En el presente estudio se logrd alcanzar los objetivos establecidos, esto significa que hemos podido
identificarlos determinantes considerados como positivos y analizar su alcance en el apego terapéutico por parte de las
personas con Diabetes mellitus tipo 11, que asisten al Centro de Salud Urbano del municipio de Tarimbaro, Michoacan.

Los determinantes considerados como positivos por las personas entrevistadas con Diabetes mellitus tipo 1T
son: El tener pleno conocimiento sobre la Diabetes mellitus tipo II, por parte de los pacientes entrevistados, esto se
debe a que el personal de salud se ha encargado de concientizar, motivar, orientar y dar informacion adecuada al
paciente. La conciencia que tienen los pacientes entrevistados sobre lo importante que es cuidar su salud y las
consecuencias que esto conlleva. Esto ha permitido a que los pacientes entrevistados se apeguen a su tratamiento.

El siguiente determinante positivo, considerado por las personas entrevistadas, es el conocer las 3 medidas
basicas. Los pacientes entrevistados mencionaron no solo conocer las 3 medidas basicas, sino, que también las llevan
a cabo, por lo que mantienen una alimentacion sana para el diabético, realizan ejercicio moderado diariamente y toman
sus medicamentos a la hora indicada. Los pacientes entrevistados también comentaron que al realizar estas 3 medidas
basicas, se sienten sanos y mantienen sus niveles de glucosa estables. Para las personas entrevistadas, otro determinante
positivo es conocer y aplicar las medidas higiénicas de los pies del diabético, mediante una buena limpieza, revision
diaria de sus pies y tratar de usar calzado comodo para reducir el riesgo del pie diabético. Respecto a la alimentacion,
los pacientes entrevistados tienen como determinante positivo, el conocer los alimentos permitidos. Los pacientes
mencionaron consumir principalmente verduras, poca cantidad de frutas dulces, algunos cereales, beber de 1 a 3 litros
diarios de agua y evitar el consumo de carnes rojas y alimentos grasosos. Otro determinante positivo que refirieron los
pacientes es contar con el apoyo de algun familiar o cualquier otra persona cercana a ellos. Esto se debe a que los
familiares se involucran de forma emocional y econdomica, mostrandose interesados en el control de la enfermedad del
paciente. Y las personas no consanguineas de los pacientes entrevistados, ayudan a dichos pacientes en su autoestima
cuando les hablan acerca de que deben sentirse independientes de su enfermedad. El tener un familiar que presente la
misma enfermedad, es un determinante positivo para los pacientes entrevistados, porque son orientados por dicho
consanguineo sobre los cuidados especiales que deben seguir y como mantenerse disciplinados en la toma de sus
medicamentos. Por ultimo, la independencia y la autoestima también son consideradas como determinantes positivos
por los pacientes entrevistados, ya que se sienten capaces de seguir un tratamiento terapéutico por si mismos. Los
pacientes entrevistados con Diabetes mellitus tipo II, refirieron lograr mantener sus niveles de glucosa en cifras
normales, a causa del impulso que representan los determinantes positivos para estos pacientes, siendo necesarios para
el apego a su tratamiento. De esta manera los pacientes han evitado posibles complicaciones a futuro de la Diabetes
Mellitus tipo II, y por ende, han prolongado sus afios de vida y mejorado la calidad de los mismos. Por lo tanto, esta
investigacion concluye que los determinantes considerados como positivos, por las personas con Diabetes mellitus tipo
11, han actuado de forma sinérgica, teniendo un alcance importante en el apego terapéutico por parte de los pacientes.
Por lo cual, queda comprobada la hipotesis de investigacion.

Referencias

ALAD. (2000). Guias ALAD de Diagnostico, Control y Tratamiento de la Diabetes Mellitus Tipo 2.Recuperado de
http://.alad-latinoamerica.org/phocadownload/guias%?20alad.pdf

American Diabetes Asociacion. (2014). Diagndstico y clasificacion de la Diabetes Mellitus. Cuidado de la Diabetes,
37(7), 81-90. Recuperado de http://care.diabetesjournals.org/content/37/Supplement 1/S/S8/T3.expasion.html
Blackshear, P. (2000). Medicina Interna. Argentina: Médica Panamericana.

362



Tlamati Numero Especial 2 (2014)

Memorias
Capacitacion para el diagnostico de los trastornos temporomandibulares con

los criterios de diagndsticos para los trastornos temporomandibulares

Saudi Sanchez Jiménez (Becario Programa Delfin)
iduas_93@hotmail.com
Unidad Académica de Odontologia. Universidad Autonoma de Guerrero

Dra. Irene Aurora Espinosa de Santillana (Asesora)
ireneaurora(@hotmail.com

Facultad de Estomatologia. Benemérita Autonoma de Puebla

Resumen

Los trastornos Temporomandibulares son un conjunto de alteraciones que afectan la musculatura
masticatoria, la articulacion temporomandibular y otras estructuras asociadas al sistema estomatogndtico como los
musculos que ponen en movimiento la articulacion, entre ellos (masetero, temporal, pterigoideo lateral, pterigoideo
medial y digastrico) y la columna cervical, estructura supra e infrahiodea, hombros, columna toracico y lumbar que
actiian como una biomecanica. Los trastornos de la articulacion y de los musculos masticatorios varian enormemente,
al igual que la forma en que cada individuo responde a ellos. Provocando que Los TTM afecten de un 5% a 12% de
la poblacion y alrededor del 93% de la poblacion general ha presentado en determinado momento algun signo y/o
sintoma relacionado con los TTM. He ahi la importancia de que el profesional sepa como diagnosticar los problemas
que puedan producir los TTM, con la aplicacion adecuada y capacitada de los criterios de diagnosticos para los
trastornos temporomandibulares, facilitan el diagnostico eficaz y seguro al paciente que pueda o no padecer dichos
trastornos.

Palabras clave: Trastornos Temporomandibulares (TTM), alteraciones, articulacion, y musculos
masticatorios.

Introduccion

Los trastornos Temporomandibulares son un conjunto de alteraciones que afectan la musculatura masticatoria,
la articulacion temporomandibular y otras estructuras asociadas al sistema estomatognatico. Los TTM afecta de un 5%
a 12% de la poblacion. Asimismo, los datos indican que las pacientes femeninas presentan sintomatologia mas
frecuente y de mayor gravedad, asi como mayor tendencia a la cronicidad. Cabe destacar, con todo, la dificultad que
entrafia establecer la prevalencia e incidencia de los TTM debido a la diversidad de criterios diagndsticos utilizados en
los distintos estudios epidemioldgicos donde su existencia etiologica es multifactorial. Se caracterizan clinicamente
por dolor en los musculos de la masticacion, el area preauricular o directamente en la articulacion, con frecuencia
suelen generar ruidos articulares como crepitacion y/o chasquidos. Su etiologia es multifactorial basada en factores
biopsicosociales. El diagnostico adecuado de los TTM puede establecer de forma inmediata y oportuna el diagnostico
y un plan de tratamiento correcto para restaurar o limitar el dafio de la articulacion y de los elementos del aparato
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estomatognatico. El tratamientos para los trastornos temporomandibulares va desde simples practicas de autocuidado,
tratamiento conservador, hasta la cirugia. La mayoria de los expertos coinciden en que se debe iniciar el tratamiento
con terapias conservadoras dejando como ultimo recurso el tratamiento quirtrgico. Alrededor del 93% de la poblacion
general ha presentado en determinado momento algun signo y/o sintoma relacionado con los TTM, que afectan las
actividades del individuo, el funcionamiento psicosocial y la calidad de vida. El costo de atencion de los TTM anual
en los EE.UU., en la tltima década ha sido de $ 4 mil millones de dolares, por ello es necesario contar con instrumentos
validos y confiables para diagnosticar de forma fiable este padecimiento. Desafortunadamente por falta de capacitacion
y estandarizacion de los profesionales, en el uso de éstos instrumentos (Criterios Diagnosticos, CD/TTM) pudieran
disminuir la validez y confiabilidad reportada. El objetivo fue capacitar al alumno para establecer el diagnéstico de los
TTM en pacientes de las clinicas de Cirugia Bucal.

Metodologia

En la capacitacion para el diagnostico de los TTM, inicialmente fue necesaria la revision de la bibliografia
que existe al respecto (libros, articulos, y exposiciones) para conocer, implementar y dominar el uso de los CD/TTM
propuestos por Shiffman en 2005. Durante la segunda parte de la capacitacion de los CD/TTM se examinaron dos
compaiieros del equipo que se sometid a la capacitacion previamente contestado un cuestionario de sintomas y con el
uso del instrumento de la evaluacion de criterios de diagnodstico de los trastornos temporomandibulares, basado en una
seria de comandos y preguntas, que son de utilidad para evidenciar si el paciente padece o no de alguna de estas
alteraciones, dicha evaluacion esta dividida en la presencia o ausencia de dolor, que a partir , se examina en cada
seccion de la evaluacion si hay presencia de dolor muscular en las areas especificas, si el paciente puede o no abrir su
boca lo suficiente para poder ser evaluado, tomando parametros de dolor y/o cefaleas segun el caso, con el
reconocimiento paciente /evaluador de presencia de ruidos o chasquidos o si el paciente pudo haber tenido algin
problema en otras areas asociadas a la Articulacion Temporomandibular (ATM) y/o musculos de la masticacion, dichos
puntos a evaluar son considerados importantes para el diagnostico. Posteriormente dos pacientes fueron evaluados con
los CD/TTM por dos evaluadores independientes para establecer el diagnostico mediante una serie de preguntas y
comandos establecidos que facilitan la operacion y la exploracion fisica por medio de la palpacién y empleo de
instrumentos de medicion especificos para registrar los valores emitidos durante los movimientos mandibulares del
paciente. Finalmente se evaluaron tres pacientes mas y se siguié la misma mecanica de uso. Los resultados emitidos
por los diferentes evaluadores fueron contrastados y se analizaron las principales discrepancias y concordancias en los
diferentes registros de las medidas de apertura y desplazamientos mandibulares, de la presencia de ruidos articulares,
sitios musculares doloridos, asi como el establecimiento del diagnoéstico de TTM.

Resultados

En el primer dia de capacitacion durante la evaluacion diagnostica de los TTM por los CD/TTM, predomino
la concordancia en los movimientos y medida de valores de apertura y cierre de la mandibula, se identifico en uno de
los pacientes presento algtn tipo de ruido articular unilateralmente con presencia de dolor a la palpacion. En el segundo
dia los diagnosticos, se observaron discrepancias en la detencion de ruidos articulares o chasquidos en la ATM de los
pacientes puesto que no siempre manifestaban el ruido haciendo que disminuyera la fiabilidad en los resultados, sin
haber presenciado luxacion articular, en la misma evaluacion los movimientos mandibulares con sus respectivas
mediciones entraron en un rango similar, se presentd en un paciente sintomatologia de dolor en zonas musculares
masticatorias y ATM, se hizo un analisis con el cuestionario de sintomas previamente hecho a los pacientes para
corroborar resultados. Finalmente en la tltima etapa de capacitacion hubo menos margen de error al evaluar con los
CD/TTM, la discrepancia con mayor prevalencia en los resultados se presento en la detencion de ruidos articulares de
la ATM, ya que no siempre fueron identificados por los evaluadores o los mismos pacientes que producian el ruido y
otras no, los dolores en zonas musculares fueron muy escasas pero presentes sin embargo no presentaban alguna
gravedad que pudiera atribuir como padecimiento de los TTM o impedir el desarrollo de la evaluacion. En algunos
pacientes el diagnostico fue definitivo y absoluto por lo tanto no presentaron riesgo de padecer TTM. Todas las los
resultados emitidos en la aplicacion de los CD/TT fueron comparadas con el cuestionario de sintomas para confirmar
si existiera o no alguna discrepancia. El uso del arbol de diagndstico de los CD/TTM determino el posible diagndstico.

En el siguiente cuadro se muestra el cuestionario de sintomas de los criterios de diagndsticos para los
trastornos temporomandibulares, antes de ser evaluados con los CD/TTM, tenia previamente haber contestado
individualmente los pacientes. Con el fin de comparar la evaluacion con el cuestionario y corroborar si los resultados
concuerdan con lo que el paciente haya expresado en el cuestionario de sintomas, fortaleciendo la exactitud en los
diagnosticos.
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"r.,"RITERIDS DIAGMNOSTICOS PARA TRASTORMOS TEMPOROMANDIEULARES
CUESTIONARID DE SINTOMAS

NOMBRE DEL PACIENTE FECHA

DOLOR

1. iHa tenido dolor en su manditula, temporales, en el oido o enfrente de los oidos en cualquisra de |os dos [ados? [_NoL_ 5

5i su respuesta fue NO entonces salte a la pregunta 5

2. iHace cuantos anos o meses atras comenzd su delor en su mandibula, temparales, en el oido o enfrente de los oidos?

Anos masas

3. iCudl de las siguientes opcionas describe mejor cualquier dolor &n su_mandibula, temporales, en el oido o enfrente de los odos
en cualguiera de los dos lados en los Ultimos 30 dias?
Selecrione UMA respuesta () Sindolor () Dolor que aparece y desaparece ) El dolor estd siempre presente
51 su respuesta fue NO a la pregunta 3 entonces salte a la pregunta 5

4. iL3s siguientss actividades han cambiade el dolor en su mandibula, temporales, en el oide o enfrente de kos oios en cualquiera
de los dos lados en los Gtimos 30 dias (es decir lo ha mejorado o empeorado)?

A Masticar comida de consistendia dura ) Mo (O Si

B. Abrir suboca o mover su mandibula hacia adelante o hadia los lades ) Mo (O si

C. Habitos mandibulares como mantener los dientes juntos, apretar/rechinar kos dientes o masticar chicle (CMo (O 5i

D. Otras actividades mandibulares tales como hablar, besar o bostezar () Mo (3 5

CEFALER

5. éHa tenido cualguier cefalea [dolor de cabeza) que incluya las Zreas temporales de la cabeza en los Oitimos 30 dizs?

Mo (O s

i su respuesta fue MO a |a pregunta 5 entonces salte a la pregunta 8

€. iHace cuantos aNos o MEses stras cOMenza por primera vez su cefales [dolor de cabeza) en el drez temporal? Aflos meses

7. élas siguientes actividades han cambiado su cefales en el 2rea temporal en cuzlguiers de los dos ladeos, en los Oltimas 30 diss (25
decir la han mejorado o empearada)?
A Masticar comida de consistencia dura () Mo ) 5
B. Abrir su boca o mover su mandibula hacia adelante o hacia los lados () Mo () 50
. Habitos mandibulares talas como mantener los dientes juntos, spretar/rachinar los dientes o masticar chicle Jy o (si
D. Otras actividades mandibularas tales como hablar, besar o bostezar () No () 5

SONIDOS ARTICULARES MANDIBULARES

B. éHa tenido cualguier sonido articular mandibular cuando mueve o wtiliza su mandibulz en los Oftimos 30 dias? LIS
5 (Cmosasbe D R L

BLOQUED CERRADD DE LA MANDIEULS

5. iHa tenido zlguna vez su mandibula blogueada o strapada, 20n por un solo momento, e decir que no pudiera abrir
TOTALMENTE LA BOCAX S Mo {y Si{JNosabe) R (OIL

5i respondio MO a la pregunta 9, entonces salte a la pregunta 13

10. iFue el blogues o atrapamiento de su mandibula lo suficientements sevaro parﬂmitamu zpertura mandibulzar 2 interferir con
=0 habiidad para comer () Mo () Sii_JMosabe(_) R (_JL -t : o

11. iHa tenido su mandibula blogueada o strapada, a0n por un solo momento, &5 decir gue ng pudiera abrir TOTALMENTE L& BOCA
en los Ultimes 30 dias? ) Mo (O SilMossbed R (L

5i respondio NO a la pregunta 11, entonces salte a la pregunta 13

12 iEsta su mandibulz bloqueada o atrapada actualmente, de manera que no pueds AERIR TOTALMEMNTE L&
BocA? No (ki (OINosabei 3 R (CIL

BLOQUED ABIERTO DE LA MANEIBULA

13, iCuando abrid su boca amplizmente en los Oltimos 30 dias, su mandibula s2 blogues o atrapd ain por un momento, de manera
que no pudo cerrarla desde esa posicion de maxima apertura? ) Mo {0 Si{Mosabe O R (L

i su respuesta fue MO a la pregunta 13, entonces ya has terminado

14, iCuande su mandibula s2 blogueo o strapd en una aperturz amplia enlos ultirmes 30 dias, tuvo gue hacer algo para poder
cerrarla incluyendo: descansarla, moverlz, empujarlz, o manipulara? 0 Mo (3 Siiimossbe O R L

Demaograficos

iCual es su estatus de pareja actual? (_) Casado {_) Viviendo como casado ) Divarciado ) Separada () Viudo _) Munca s2 ha
casado

#Cuzl s su origen etnica? Hispano o lating () Mo hispano o latino {_) Desconocido )

iCual es su raza? Marque todas las necesarias Indeamericano Ly Netivo de Alaska {_) asiatico () Mezro o Afreamearicano ()
Nativo Hawaiano u otra isla del pacifico > Blanco {0

iCuzl es el maxima gredo de estudios gue ha completedo? () Secundaria o menos (_JFreparstoriz L_jLicenciatura {_) Fosgrada

izl es elingreso anual de |3 familia?
Por favor incluys todas las fusntes de ingreso de todos los miembros de I3 familia, tales como: salaros, ganancizas, inversiones
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Evalsacin Clinica de los C0/TTA ]
fa— tyaacr { LB ] EVALUACION CLINICA DE LOS CD/TTM
LS
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2° Dia: Hubo concordancia en la localizacion de dolor y cefalea junto con la relaciones incisales de los
pacientes, solo 1 paciente se encontrd positivo la presencia de dolor.

3° Dia: En dos de tres pacientes evaluados se localizo presencia de dolor.

2° Dia: En las evaluaciones de los movimientos de apertura, cierre y lateralidad, reflejaron similitud. Solo un
evaluador registro presencia de dolor. Al evaluar existio menos margen de error en los resultados. 3° Dia: se encontro
mayor prevalencia de dolor en los movientes de apertura, lateralidad y de protrusion. Durante la evaluacion se presentd
concordancia, al registrar que en 2 pacientes, hubo existencia de dolor en casi todos los movimientos mandibulares,
pero no en todas las areas examinadas. Hubo discrepancias al registrar los rangos de apertura, lateralidad y protrusion
en el tercer dia, esto cominmente en la primera y ultima evaluacion. Se encontrd inconsistencias en una evaluacion,
puesto que el evaluador sefalo erroneamente encontrar cefalea familiar en todos los movimientos, pero sin haber
presenciado otro tipo dolor.
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6  RAuidos durants los de apertura y cierre
ATM DERECHA ATM IZQUIERDA.
—fualuador ., Chasquide  Dolor Evahuidar : Chissquido  Duolor
acieme i Pacwmte
Apertute  Cirre condolosr  farmiliae Apcrturs  Cleres «fdoion famifiar
Chasquido (D Bl @O OO Chasquido 85 a0
Lrapitacion Cregatacin
7. Ruidos dela ATM durante los d v Pratrusscn
ATM DERECHA ATM IZOUIERDA
Chasguido Dolor Chasquide  Dobor
Evahuadar Pacionte cfdolor tarihian Evabiadar  Pacionts efdolor dalar
Chasiuadolclich) a0 am Chanquidcieick) a3 o
Crepitacssn Cregatacion
B.  Bloques(luxacidn) articulsr
ATM DERECHA ATM IZQUERDA
Reduccion Hedu cion
Lumacidn  Fadents Lvabiadar Luxacin | Faciente Evakiador

Crurarte apertuts D vt agertuta
£r minima aperturs

0 duirni dpertata

9. Dolor muscular y de AT con | paipecidn

LADO DERECHO LADD ZOUIERDO
Diolor Cotalea Drodent Diolor Cedalea [raion
| bkg) Doler  familiar  famllar  sefendo Dolor tamdliae  farndlar  reteriio

Temporal [posterior | o0 Tempoiil [posterior)

it OO B OB BB teeesies 58 S8 &5 63
Termporal {anterio ) [o'e] acs Temparal {anorion) y oo

Maseter o jorigen) (3 'e) % % Mirsetedo foviginen) % % %
Misetera (cusrpo) Masaters (cuerss)

Musetiro (insercin | % % % Masaleta (msercan) % % %
Dislor Dotor Baolor Daslear

ATM
Dotot Famifar refendo Bolar farnibsr refedido

Polo laveral 0,5 kg) Pola lateral (0.5 kg)

hededon del polo steral (1 bg) [ % % lrecedor ded pal lateral {1 kgl % %

10, Misculos complementarios Dokar o o

1125 kgl Giglor  Golor familiar * pefecide olor familise  redorida
Fngion mandibube pasterios (0'e) [0l oe Hegidity mandibulan posterior [ o)
Regicn ubmandibular (0w a0 Hegian Submandibular [e] (0w [ 6]
e Gel precigniden iateral (ne] & (€] fhred el pte) ipoides lateral L0 €] (5.6) (B¢
Tamibon et e al 5 s oo Tendgn dul vempoesl (06] (06 (5 6]

13 Comentarios

En esta segunda parte de la evaluacion se presentaron discrepancias con mayor prevalencia al detectar ruidos
articulares generados durante los movimientos de apertura, cierre, lateralidad y protrusion, ya que no siempre fueron
identificados por los evaluadores o los mismo pacientes. Esto pudiera ser por el hecho de que los pacientes presentan
el ruido de forma inconsistente. Solo un paciente dio muestra de dolor al momento de la palpacion.

Conclusion

La capacitacion de diagnostico de los TTM aumenta la concordancia de los resultados emitidos con el uso de
los CD/TTM. Dichos resultados son fiables y seguros.
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Resumen

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad cronica degenerativa que se presenta cuando el pancreas no
produce insulina, o bien, la que se produce no es utilizada de manera eficiente por el organismo. Los
hipoglucemiantes orales modernos producen efectos adversos indeseables como alteraciones de la funcion hepatica,
aumento de peso, diarrea y nauseas. Por lo tanto, se requiere de nuevos tratamientos mds baratos, con menos
efectos adversos y mas accesibles. En este sentido las terapias con formulaciones a base de plantas podrian ser una
alternativa en el tratamiento de la diabetes, dentro de las cuales se encuentran las especies de la familia
Annonaceae que se han descrito en la medicina tradicional como agentes antidiabéticos. En este estudio se empleo
el extracto etandlico de Annona muricata L. para evaluar los efectos sobre la glucemia en ratones hembra de la
cepa Balb-C con Diabetes Mellitus tipo 2 (DM?2). Materiales y Métodos: Se trabajaron lotes con ratones hembra de
la cepa Balb-C sana y diabética. Se realizé una prueba aguda y un ensayo cronico en animales diabéticos con el
extracto. En animales sanos se realizé una prueba aguda en animales sanos. Resultados: El extracto etandlico de A.
muricata 300mg/Kg logro disminuir los niveles de glucemia en ratones diabéticos a partir de la primera semana de
administracion, y logro mantenerlos estables durante las tres semanas siguientes del experimento. Conclusion: Los
resultados obtenidos explican el uso de esta planta en la medicina tradicional mexicana en el tratamiento de la
Diabetes Mellitus.

Palabras clave: A. muricata, Diabetes Mellitus, hipoglucemiante

Introduccion

La Diabetes Mellitus (DM) es un sindrome metabolico cronico degenerativo caracterizado por la aparicion
de hiperglucemia secundaria a defectos de la secrecion o resistencia de la insulina (IDF, 2013b). Esta enfermedad
requiere diagndstico médico, tratamiento y cambios en el estilo de vida, su control es un problema mundial hasta
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estos dias y el tratamiento exitoso para combatirla atin no ha sido descubierto (Malviya, 2010). En la actualidad se
estima que existen 100 millones de personas en el mundo que padecen diabetes, y se calcula que por cada persona
que se sabe diabética existe otra que la padece y que no lo sabe. En México, seglin datos de la Federacion Mexicana
de Diabetes (FMD) la poblacion aproximada de personas con Diabetes asciende entre 6.5 y 10 millones de personas
y se estima que en el mundo existen 347 millones de personas con diabetes (OMS, 2012). Existen muchos
medicamentos llamados hipoglucemiantes orales desarrollados para los pacientes diabéticos pero todos ellos
producen efectos adversos indeseables como alteraciones de la funcion hepatica, aumento de peso, diarrea y nauseas
(Liaw, 2002).

Para el tratamiento y control de la diabetes, en la poblacién mexicana tiene como alternativa esta el uso de
plantas medicinales. Hasta la fecha mas de 400 especies vegetales han sido reportadas que tienen actividad
hipoglucémica. Varios estudios etnomédicos han descrito los efectos medicinales de diversas especies vegetales y de
Annona muricata L. (Familia, Annonaceae), comtinmente llamada "Guanabana" que es originaria en la mayoria de
las areas tropicales calidas de América del Sur y del Norte, incluyendo el Amazonas, la A. muricata L. se le ha
naturalizado en muchos paises y ahora tiene una amplia distribucion en todas las regiones tropicales y subtropicales
del mundo. Todas las partes del arbol 4. muricata L. se utilizan en la medicina natural en las zonas tropicales,
incluyendo la corteza, las hojas, raiz y semillas frutales. En general, el zumo de la fruta y la fruta misma se toma
como antiparasitarios, antihelminticos, antipiréticos, para aumentar la produccion de leche materna después del parto
(lactagogo) y como astringentes en el tratamiento de la diarrea y la disenteria. Las semillas trituradas se usan como
vermifugos y antihelminticos. Gran parte de la investigacion reciente sobre A. muricata es enfocada al aislamiento
de metabolitos de las hojas, semillas y el tallo con actividad citotoxica contra varias células cancerosas; la corteza,
hojas y raices se también se toman en forma de té como sedantes, hipoglucémiantes, hipotensores, relajantes del
musculo liso antiespasmodico ademas la corteza tiene propiedades antifungicas. (Chang, 2001; Chang, 2003). Por tal
motivo este proyecto esta disefiado para determinar el efecto del extracto etanodlico de A. muricata sobre los niveles
de glucemia en animales diabéticos.

Metodologia

Animales: Se emplearon ratones hembra de la cepa Balb-C sanas y diabéticas.

Induccion de diabetes: Se dejo en ayuno a los ratones por 14 horas. Posteriormente se les administraron 2
dosis de 75mg/kg de alloxan., se midieron los niveles de glucemia seleccionando a los ratones con glucemias
mayores a 220mg/dL.

Evaluacion de la actividad antidiabética del extracto etandlico: Se realizd una prueba aguda en animales
diabéticos a dosis de 300mg/kg y 900mg/kg por via oral midiendo las glucemias a tiempo 0, 2 y 4 h. Posteriormente
se realizd un ensayo cronico durante 28 dias a dosis de 300mg/kg administrando por via oral diariamente el extracto
y midiendo la glucemia cada 7 dias.

Evaluacion de la actividad hipoglucemiante del extracto etandlico: Para determinar el efecto hipoglucémico
se realizo una prueba aguda en animales sanos, midiendo glucemias a tiempo 0, 2 y 4. También se realizé una prueba
de tolerancia oral a glucosa usando un grupo control (agua), un grupo con una carga de 1.5g/kg de glucosa y otros
dos grupos con una carga de glucosa (1.5g/kg) y el extracto a dosis de 300 y 600 mg/kg midiendo glucemias a
tiempo 0, 2 y 4 h. El analisis estadistico se realizo usando ANOVA de una via seguido de una prueba Post-hoc de
Dunnett.

Resultados

Prueba aguda de A. muricata en ratones diabéticos: En los animales con DM2 tratados con una dosis de
300mg/kg del extracto hubo una disminucion significativa en la glucemia a las cuatro horas (Figura 1). En los
tratados con la dosis de 900mg/kg la disminucion de la glucemia se observo desde las dos horas, a esta dosis causo
100% de mortalidad de los animales después de las 4 horas (Figura 2).

Ensayo cronico para determinar la actividad antidiabética del extracto de A. muricata en ratones
diabéticos: Se trabajo en los ratones diabéticos a dosis de 300mg/kg. La disminucion de los niveles de glucosa en
sangre se ven desde la primera semana de tratamiento y durante las tres semanas siguientes se mantuvieron estables
los niveles de glucemia (Figura 3). Ademas se observo que no hubo mortalidad en la duracion de esta prueba.

Prueba aguda de A. muricata L. en ratones sanos: El efecto del extracto muestra una disminucion
significativa en niveles de glucemia a las dos primeras horas en animales tratados a dosis de 300 mg/kg (Figura 5). A
dosis de 600mg/kg mostroé una disminucion mayor en comparacion con la dosis de 300mg/kg (Figura 6). Y en los
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animales tratados a dosis de 900mg/kg se muestra una disminucion de niveles de glucosa de 100mg/dL y se
observaron cuadros de hipoglucemia (Figura 7).

Prueba de tolerancia a la glucosa en ratones sanos: En el control positivo se observa un pico posprandrial a
las 2 horas después de administrar la carga de glucosa (Figura 8), el cual al administrar dosis de 300mg/kg (Figura 9)
y 600mg/Kg (Figura 10) este pico se ve inhibido. Lo que nos puede indicar que el posible mecanismo del extracto
sea de inhibidor de las a-glucosidasa.

300mg/Kg
300
=
S 200- p ¥ Figura 1. Prueba aguda del efecto antidiabético del extracto de
(= X —_— A. muricata en ratones diabéticos a dosis de 300mg/kg. n=6
§ e | — ANOVA de una via; Promedio + D.E. * p<0.05.
£ 100- S
m B .I - L]
e
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L) L]
...:t" e
TIEMPO EN HORAS
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£ ANOVA de una via; Promedio + D.E. * p<0.05.
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Control
Figura 4. Prueba aguda del efecto hipoglucemiante del
poa— * extracto de A. muricata en ratones sanos. Grupo
% - —; control. n=6 ANOVA de una via; Promedio = D.E. *
E=) maaaoaoa p<0.05.
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£ —— * 600mg/kg. . n=6 ANOVA de una via; Promedio + D.E.
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Carga Glucosa
Figura 8. Prueba de tolerancia a la glucosa en ratones

400+ sanos. Control positivo. n=6 ANOVA de una via;
Promedio + D.E. * p<0.05.
g *
%, 3001 —
E |
g 200 S . .
g | e ] =
S
0- e .
s o Ay
2 ¥ » 300mg/Kg
TIEMPO EN HORAS
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Discusién

El objetivo principal de este trabajo fue determinar el efecto antidiabético del extracto etandlico de A.
muricata sobre niveles de glucemia de ratones diabéticos. La dosis que se eligié para este proyecto fue a 300mg/kg
debido a que a dosis de 900mg/kg hubo mortalidad en los ratones de un 100%, en cambio a dosis de 300mg/kg no
hubo mortalidad. Posteriormente con esta dosis se realizd el ensayo crénico que mostré una disminucion
significativa de los niveles de glucemia desde la primera semana de tratamiento manteniéndolos estables durante las
semanas restantes del experimento. Posteriormente se determiné el efecto hipoglucemiante del extracto sobre ratones
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sanos con diferentes dosis del extracto (300, 600 y 900mg/kg) los cuales mostraron un efecto hipoglucemiante a
partir de las dos horas después de la administracion del extracto en los tres experimentos, siendo en la dosis de
900mg/kg la que llevo a los ratones a cuadros de hipoglucemia severa a las 4 horas después de la administracion del
extracto. También se realizo la prueba de tolerancia oral a glucosa en animales sanos, en el grupo control positivo se
observd un pico postprandial a los 2 horas después de la carga de glucosa el cual se observo con inhibicion cuando
se administr6 a los ratones que fueron tratados con dosis de 300mg/kg y 600mg/kg del extracto, lo que nos indica
que su mecanismo de accion sea por medio de la inhibicion de las enzimas o-glucosidasas.

Conclusion

El extracto etandlico de A. muricata tiene actividad hipoglucemiante y antihiperglucemiante y su probable
mecanismo sea de inhibidor de las enzimas o-glucosidasas, por lo tanto estos resultados explican el uso de esta
planta en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento y control de la diabetes.
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Resumen

Conocer las generalidades de la saliva es importante para todo aquel que esté dando servicio en la practica
Estomatologica porque es uno de los recursos fundamentales para poder hacer los diferentes diagnosticos de las
enfermedades que se pueden encontrar en las estructuras que conforman la cavidad oral como labios, carillos,
dientes, lengua, mucosas, etc. El presente proyecto habla sobre el estudio comparativo de la capacidad buffer de la
saliva entre nifios y adultos.

Palabras clave: saliva, capacidad buffer, niflos y adultos

Introduccion

La saliva es un fluido oral secretado por glandulas salivares mayores y menores que al ser excretada por
estas glandulas aportan a la saliva diversos elementos que hacen que tenga las diversas caracteristicas funcionales
importantes para la cavidad oral. Entre sus funciones de la saliva se encuentra la digestiva, protectora, limpieza entre
otras que mas adelante explicaremos. Una funciéon importante que tiene la saliva es la de su capacidad
amortiguadora, es decir, la capacidad que le confieren los bicarbonatos y los fosfatos para elevar el pH acido de la
cavidad oral (debido a la dieta y al crecimiento de los diversos microorganismos que habitan la flora salival), y asi
ser una barrera de proteccion para evitar la expansion o desarrollo de estos microorganismos y por consiguiente la
desmineralizacion de los tejidos dentarios de la cavidad oral produciendo la que es considerada una de las mas
constantes enfermedades que afecta al ser humano, la caries dental.

Conocer las generalidades de la saliva es importante para todo aquel que esté dando servicio en la practica
Estomatologica porque es uno de los recursos fundamentales para poder hacer los diferentes diagnosticos de las
enfermedades que se pueden encontrar en las estructuras que conforman la cavidad oral como labios, carillos,
dientes, lengua, mucosas, etc. El impacto social de esta investigacion es el conocimiento de la capacidad de la saliva
su repercusion en cada uno de las personas, conocer alternativas para al mejoramiento de su salud bucal y prevenir
problemas a temprana edad y no cuando estos requieran atencion inmediata o urgente y requiera de un concepto de
atencion especializada y requieran de una gran inversion.

El sistema estomatognatico, esta conformado por labios, carillos, lengua, dientes, mucosas, faringe, laringe.
Y la saliva juega un papel muy importante en la salud oral. La saliva, es un liquido incoloro, insipido, inodoro, algo
espumoso y muy acuoso. Es un liquido organico producido por las glandulas salivales, entre ellas dos parotideas
(pardtidas), dos submaxilares (submandibulares) y dos sublinguales, asi como otras menores distribuidas de manera
aislada a lo largo de la mucosa bucal. Ademas, contienen los componentes del suero que entran en la cavidad oral a
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través de la mucosa oral dafiada o el periodonto. La secrecion de saliva responde a estimulos del sistema nervioso
autonomo. La estimulacion simpdtica origina volumenes menores de una secrecion viscosa, con lo cual proporciona
la sensacion de resequedad bucal (por ejemplo ante situaciones de estrés). La estimulacion parasimpatica origina
secrecion acuosa abundante. La saliva en reposo se define como aquella que se produce espontdneamente, en
ausencia de estimulos salivales exdgenos o farmacoldgicos y en situacion de relajacion. La saliva estimulada es la
que se obtiene después de haber sometido al sujeto a estimulos. En ausencia de saliva, no sélo los dientes se
desintegran rapidamente, sino también la mucosa oral se vuelve vulnerable a infecciones bacterianas, virales, y de
hongos.

Componentes de la saliva orgdnicos; dentro de los componentes organicos se detectan los carbohidratos,
proteinas, ricas en prolina, glucoproteinas, mucinas, histatinas, estaterinas, cistatinas, y enzimas tales como alfa
amilasas, peroxidasas, salivales y anhidrasas carbonicas. Las proteinas mas importantes de la saliva son las mucinas,
histatinas, estaterinas, cistatinas, proteinas ricas en prolina y enzimas. Algunas de las propiedades fisicas de la saliva
son probablemente dependientes del contenido de mucinas. La mucina tiene un papel puramente mecanico facilita el
deslizamiento de los alimentos y, ademas, desempefia una funcion limpiadora. Entre las enzimas la amilasa es la mas
destacada e importante. La concentracion en saliva parotidea suele ser el cuadruple respecto a la submandibular. La
cantidad es variable y su accion principal parece ser la de metabolizar el almidon de los residuos alimenticios que
permanecen en la boca después de las comidas, mas que la de contribuir al proceso de digestion. El consumo de
dietas altas en carbohidratos produce una elevacion del contenido de amilasa en la saliva. La peroxidasa salival
(lactoperoxidasa) forma parte del sistema antibacteriano que cataliza la oxidacion del tiocianato salival mediante
peroxido de hidrogeno. La lisozima es una proteina basica y se comporta como enzima. Su eficacia depende del pH.
Produce lisis de bacterias del medio bucal influyendo en el balance ecologico de la flora oral. Las lipasas (actividad
lipolitica), hidrolizan los triglicéridos de cadena larga para liberar los acidos grasos y glicéridos parciales. La
lactoferrina tiene propiedades bacteriostaticas para varios microorganismos aerobios y facultativos. Evita que el
hierro, sea utilizado por las bacterias, proporcionando inmunidad nutricional. Las inmunoglobulinas salivales
constituyen la primera linea de defensa ante la infeccion. La IgA salival difiere de la sérica en que aquella contiene
un glucopéptido adicional al que se denomina componente secretorio. Las concentraciones salivales de IgG E IgM
son unas diez veces menores que las de las de IgA. Dentro de los lipidos, estan los acidos grasos libres, colesterol,
lecitina, y fosofolipidos, las propiedades de los lipidos son de interés ya que muchas proteinas son hidrofobicas. El
papel fisiologico es todavia poco conocido. Los hidratos de carbono, la saliva posee pequeiias cantidades de
carbohidratos libres, especialmente glucosa proveniente de la dieta y de la degradacion de las glucoproteinas
salivales por enzimas bacterianas como la glucosidasa. Los hidratos de carbono de la saliva estan formados por
hexosaminas como galactosa, manosa, glucosa y acidosialico. La concentracion de glucosa es menor que en sangre.

Componentes inorganicos de la saliva; encontramos calcio, sodio, potasio, magnesio, cloruro, sulfato y
tiocianato. En menores cantidades: fluoruro, yoduro, bromuro, hierro, estaflo, nitrito y, en algunas muestras de saliva
mixta también zinc, plomo, cobre y cromo. Entre las numerosas funciones que poseen estos compuestos, destaca el
sistema tampon llevado a cabo principalmente por bicarbonatos y fosfatos. El elemento mas importante, el calcio,
existe unido a proteinas, ionizado o como ion organico, como ion esencial participa en la adherencia de los
microorganismos Grampositivos a la pelicula salival adquirida. Interacttia en el proceso de mineralizacion del
esmalte y también se encuentra presente en la placa calcificada en forma de fosfato de calcio. Ademas de la funcion
tampon, los electrolitos inorganicos desempeiian un papel capital en la cavidad oral como la remineralizacién de las
estructuras duras, mecanismos de defensa del huésped, actividad enzimatica y mantenimiento de la estabilidad del
medio.

Funciones, la saliva puede influir en el medio bucal por factores tales como su capacidad amortiguadora,
abundancia de la secrecién, concentracion de iones hidrogeno, accién de las enzimas salivales, anticuerpos.
Digestiva: la saliva participa en la formacion del bolo alimenticio y solubiliza los alimentos sélidos, protectora: la
saliva lubrica los tejidos duros y blandos de la cavidad bucal a través de las glucoproteina. Las mucinas salivales se
depositan sobre las mucosas, previenen la desecacion y evitan la penetracion de toxinas y sustancias irritantes. Y
actividad cariogénica.

Capacidad buffer; esta capacidad que se vincula con el contenido de bicarbonato acido carbonico, sirve para
mantener el pH bucal relativamente constante y asi evita la accion desmineralizante de los acidos sobre el esmalte, ya
que el pH cumple una funcion clave en el desarrollo de la microbiota bucal. El pH salival promedio es de 6.7. Un pH
bajo favorecera el desarrollo de microorganismos acidogénicos y aciduricos tales como estreptococos y lactobacilos.
La eliminacién de azucares: se produce por la disolucion del azucar en la saliva de la cavidad bucal antes de su
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deglucidn, su capacidad de eliminacion esta directamente relacionada con el flujo salival. El volumen de saliva
segregado varia entre 700 y 800 mL diarios con un promedio de .03 M por minuto.

Flujo Salival; un flujo apropiado de la saliva es fundamental para la conservacion de la salud oral. Es
evidente que las bacterias orales estan sujetas a varias funciones importantes de la saliva, las cuales afectan su
colonizacion, supervivencia y metabolismo. Los mecanismos mas importantes por los cuales la saliva puede afectar
la caries son: Limpieza mecanica de los detritos y bacterias de la placa, actividad antibacteriana contra la microflora
oral, es decir, lisis y agregacion, amortiguamiento y neutralizacion de los acidos de la placa y aumento de la
remineralizacion. La tasa de flujo salival es el pardmetro determinante en la valoracion del riesgo de caries. La
ausencia de saliva, la xerostomia o la hiposalivacion pueden ocasionar un aumento extremo en el riesgo de caries.

Hiperfuncion salival/ Sialorrea; hipersalivacion puede perjudicar la habilidad de eliminar las secreciones
orales y, en casos severos, puede producir una obstruccion parcial o total de las vias respiratorias. Esto puede dar
lugar a la aspiracion del contenido oral, neumonia por aspiracion, y la asfixia.

Hipofuncion salival/ xerostomia; los casos de xerostomia e hipofuncion salival son mas comunes en adultos
debido a numerosas condiciones sistémicas y sus tratamientos. La disminucion de la tasa de flujo es un efecto
adverso comun de una gran cantidad de medicamentos y de radioterapia. Una disminucion de la tasa de flujo salival
y/o una alteracion de la calidad de la saliva pueden modificar el equilibrio del proceso de mineralizacion y provocar
un aumento del riesgo de caries dentales.

Capacidad amortiguadora de la saliva; la capacidad amortiguadora propiciada por el bicarbonato y los
fosfatos de la saliva tiene importancia para la conservacion de los valores normales de pH en la saliva y la placa. Una
secrecion baja puede indicar un efecto, amortiguador menor. Sin embargo la tasa de secrecion salival y su capacidad
amortiguadora difieren en diversas partes de la boca. La composicion y la acidogénesis de la placa pueden afectarse
de manera diferente seglin este cerca de un conducto salival o en la profundidad de una fisura. Sin embargo, los
valores desfavorables de la capacidad de amortiguamiento y de la tasa de flujo salival deben considerarse como
factores de riesgo para la persona en particular.

Exudado gingival; El Exudado gingival o crevicular es un derivado del suero que se encuentra en el surco
gingival. En el se detectan albumina, glucoproteinas, lipoproteinas, hemina M, alfa-2-globulina sodio, potasio,
calcio, magnesio y fosfatos inorganicos. Algunos de estos elementos, como la hemina y la alfa2-globulina son
imprescindibles para el desarrollo de las bacterias de la placa subgingival, cuando la placa supragingival se establece,
se desarrolla y prolifera en funcién y con tiempo se presenta un cuadro inflamatorio que aumenta la cantidad de
exudado gingival. La composicion y la viscosidad del liquido sirven como indicadores para medir la intensidad de la
inflamacion gingival.

Metodologia

El método utilizado fue descriptivo y analitico. La poblacion de estudio esta conformada por 20 pacientes de
los cuales 8 fueron nifios de edades entre los 6 a 14 afios y adultos de edades entre los 19 a 56 afios, datos que fueron
recabados en la clinica de la universidad autonoma de San Luis Potosi durante julio del 2014. De los pacientes que
asistieron 9 fueron hombres y 11 mujeres, de los cuales se tomaron muestras de saliva no estimulada para el analisis
de pH y capacidad buffer de la saliva. Se determin6 tomar muestra de saliva no estimulada. Para las muestras el
tiempo de recoleccion fue de 5 minutos. El método fue por simple decantacion de la saliva y el material utilizado fue
un tubo milimetrado, cronometro. Para analizar el pH de la saliva no estimulada se realizé una comparacion de pH
entre 3 mezclas (3ml. de solucion de fosfatos con una gota de acido lactico, 3ml. de agua con una gota de acido
lactico y saliva mas una gota de acido lactico, 3ml. de solucion de fosfatos con amoniaco, 3ml. de agua con
amoniaco, Saliva mas una gota de amoniaco y con unas tiras de reactivos de pH el valor obtenido.

Resultados
El volumen de muestra promedio de flujo salival es; minimo (menos de 2 ml), adecuado (2ml) y suficiente

(mas de 2 ml). Los valores piloto para hacer la comparacion del pH de la saliva recolectada, se describen en las
tablas 1,2 y 3.
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Tabla 1. Comparacion de pH de la saliva recolectada

3ml. de solucion de fosfatos con 1 gota de acido lactico 7
3ml. de agua destilada mas 1 gota de acido lactico 5
3ml. de solucion de fosfatos mas 1 gota de amoniaco 7
3ml. de agua destilada mas 1 gota de amoniaco 10

Tabla 2. Valores piloto para hacer la comparacion del pH de la saliva recolectada

No. | Volume Evaluaciéon p | Capacida pH Capacida
n(ml) H d buffer | alcalino | d buffer
1 2 Adecuado 5 | Minima 7 Buena
2 2 Adecuado 6 | Regular 7 Buena
3 2.5 Suficiente 6 | Regular 7 Buena
4 4.5 Suficiente 6 | Regular 7 Buena
5 4.5 Suficiente 6 | Regular 7 Buena
6 3 Suficiente 6 | Regular 8 Regular
7 4 Suficiente 6 | Regular 8 Regular
8 1 Minimo 5 Minima 10 Minima
9 4 Suficiente 5 | Minima 7 Buena
10 3 Suficiente 6 Regular 7 Buena
11 1.5 Minimo 4 Minima 8 Regular
12 2.5. Suficiente 6 Regular 8 Regular
13 2 Adecuado 4 Minima 7 Buena
14 3.5 Suficiente 6 | Regular 7 Buena
15 3 Suficiente 5 Minima 7 Buena
16 4 Suficiente 7 Buena 7 Buena
17 5 Suficiente 6 | Regular 8 Regular
18 |4 Suficiente 5 | Minima 7 Buena
19 35 Suficiente 5 Minima 6 Alta
20 4ml. Suficiente 5 minima 7 buena

Tabla 3. Valores comparativo entre las capacidades buffer de nifios y adultos

pH acido promedio de nifios 5.75
pH alcalino promedio de nifios 7.625
pH acido promedio de adultos 5.33
pH alcalino promedio de adultos 7.166

Conclusiones

Los valores obtenidos demostraron que la capacidad amortiguadora de la saliva es mejor en nifios que en los
adultos. Con el paso del tiempo el flujo salival asi como la capacidad amortiguadora disminuye, incrementando asi el
riesgo cariogénico de la poblacion.
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Resumen

CRTAM (del inglés Class I Restricvted Associated Molecule), también designada como CD355
(Patifio, 2006), es una proteina que juega un papel importante en la mediacion de la adhesion y
migracion celular cuando esta expresada en células activadas del sistema inmune tales como T
CD8+, CD4+ y NKT (Yeh, 2008, Kennedy J, 2000), sin embargo se desconoce la cinética de
expresion de CRTAM en neutrofilos, donde su expresion también podria estar relacionada con la
produccion citocinas, adhesion y migracion celular. Se determino la cinética de expresion de
CRTAM en neutrdfilos activados, para ello se purificaron las células de sangre periférica por
medio de un gradiente de densidad (Histopaque y Percoll), con ayuda de marcadores anti-
hCRTAM se identificaron por medio de Citometria de flujo si los neutrofilos expresan esta proteina
en su superficie, previamente estimulados con PMA (Forbol 12 miristato-13 acetato) a diferentes
concentraciones del mismo y a diferentes tiempos de incubacion, los datos se analizaron en FlowJo
7.5.6. En base a los resultados encontrados se propone que para la expresion de CRTAM es
necesario una sintesis de novo en el caso de neutrofilos.

Palabras claves: CRTAM, Neutrofilos, PMA, Citometria de flujo.

Introduccion

La activacion de células T es un evento complejo que inicia una respuesta inmune. Este proceso
implica un complejo de transduccion de sefiales que conduce a la activacion de factores de
transcripcion, la produccion de citocinas, la proliferacion de células T y la diferenciacion celular
(Dustin,2000). Muchas moléculas transcritas durante la activacion de las células T se expresan
rapidamente, de forma transitoria y desempefian papeles esenciales en el desarrollo de la respuesta
inmune (Kronke et.al., 1985), otras moléculas se encuentran de manera permanente en células del
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sistema inmune, juegan papeles importantes y algunas necesariamente tienen que recibir un
estimulo para que sean nuevamente sintetizadas.

CRTAM, descrita anteriormente, es una molécula de activacion que se expresa predominantemente
en las células T CD8 + (Kennedy et al., 2000 y Patino et al., 2006), forma parte de la stiper familia
de las inmunoglobulinas, es un tipo de proteina transmembrana de tipo I que contiene dominios V
y C1 como Ig, conserva una clase de PSD-95 y dominios ZO-1 interactuando, capaz de ensamblar
grandes complejos de proteinas involucrados en una variedad de vias de sefalizacion incluyendo
adhesion celular, polaridad y proliferacion celular (Yeh, 2008), la interaccion del receptor CRTAM
con su ligando Nectin-like 2 incrementa la secrecion de IFN-y (Valle, 2009), pero no en células
NK, en ellas esta proteina contribuye a su funcion citotoxica (Boles, 2005). Se ha encontrado que
una pequefia poblacion de T CD4+ produce IFN-y e IL-17, también expresan CRTAM tras la
activacion, pero la deficiencia de esta proteina no solo se ve reflejada en la produccion de IFN-y e
IL17, también se presenta defectos en la polaridad celular, describiéndose que juega un papel su
regulacion (Yeh, 2008).

Los neutréfilos tienen un papel importante en la respuesta inmune innata, en su interior contienen
granulos que favorecen la fagocitosis y destruccion de microorganismos (Volker, 2004), al igual
que los linfocitos T y NK, los neutréfilos secretan citocinas, ademas expresan moléculas tales
como las de adhesion, que permiten el desplazamiento sobre la superficie endotelial, bajo
estimulos migran de la circulacion sanguinea a tejidos infectados y cumplen su funcion principal.
La expresion de proteinas en la superficie de los neutréfilos es dependiente de su estimulo, del
tiempo en que se logre expresar, del tipo de sintesis y de la necesidad de la célula para cumplir
cierta funcion que involucre a la proteina. La cinética de expresion de CRTAM en la superficie de
los neutrofilos se desconoce, se ha determinado en células T CD8+ y CD4+ su expresion a las 12
horas (Yeh, 2008), en este trabajo se pretende conocer la cinética de expresion de esta proteinas
bajo un estimulo capaz de activar vias que desencadene su expresion.

Materiales y métodos

Purificacion neutréfilos de sangre periférica

Muestras de sangre periférica obtenida en tubos vacutainer heparinizados a partir de voluntarios
sanos, se realizo un gradiente agregando Histopaque (Sigma) en relacion 1:1, la sangre se agrega
con precaucién para no mezclarse, se centrifugd a 2700 rpm 30 min a temperatura ambiente,
después de centrifugar, la interfase que contenia a los granulocitos se recuperd y se lavo con
solucion de lavado (Hanks 1X- SFB). El segundo gradiente, se prepara a partir de un stock de
Percoll ( 1 ml Hanks 10 X + 9ml Percoll) y solucion de Hanks 1X, para obtener diluciones a 65%
(0.7ml Hanks+1.3 ml). 70% (0.6 ml Hanks 1X +1.4 MI Percoll), 75% (0.5ml Hanks+ 1.5ml
Percoll), 80% (0.4 ml Hanks+ 1.6ml Percoll) y 85% (0.3ml Hanks 1X+ 1.7 ml Percoll). Una vez
lavadas las células se resuspendieron en 2 ml de Hanks-SFB y agregadas al gradiente de Percoll,
se centrifugd a 2700 rpm 30 min. Se obtuvo el anillo que contiene a los polimorfonucleares (PMN),
fase que se encuentra entre la fase 70 y 75% del gradiente, se lavaron como el anterior y
resuspendieron en 2ml de medio (DMEM 1X suplementado con 10% SFB; Gibco), se determin6
el numero de células y la viabilidad por exclusion del colorante azul de Tripan en contador
automatico de células (Biorad).

Cultivo y activacion de neutrofilos

Los PMN a una densidad de 5x10° se cultivaron en celdas de cultivo, a 20, 40 y 60 minutos
inicialmente se estimuld a una concentracion de 5, 10 y 25 nM de PMA (Forbol-miristato-acetato)
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fueron incubadas a 37 ° C y 5% CO.. Las células se estimularon a 5 nM por tiempos mas
prolongados 1, 3 y 6 horas, a las mismas condiciones en incubadora (Nuanre) ya descritas, en todos
los casos de tiempo se cultivaron células sin estimulo de PMA para presentarlas como controles,
pasado el tiempo fueron cosechadas las células activadas y no activadas, se lavaron con buffer de
lavado (PBS 1% SFB), para su posterior tincion.

Tincion para Citometria de Flujo

Después del lavado de las células, se realizo una tincidn superficial para la determinacion de
CRTAM en neutrofilos, su expresion se evaluo con el anticuerpo anti-hCRTAM (R&D System),
las células fueron colocadas en tubos para Citometria, inicialmente se bloquearon sitios de uniéon
inespecificos con gammaglobulinas (5 pl) incubandose de 15 a 20 minutos a 4°C en hielo. Pasado
el tiempo de bloqueo las células estimuladas y no estimuladas se distribuyeron en la misma
proporcién en tubos rotulados tincion y no tincion, se agrego 0.7 anti-h CRTAM a los tubos con la
leyenda “tincion”, incubandose 25 minutos a 4°C, posteriormente se lavo con buffer de lavado
(PBS 1% SFB), las células se fijaron con 100 ul de paraformaldehido (PFA al 4%). El analisis de
Citometria de flujo se realiz6 usando un citometro de flujo (Cyan Beckman Coulter) y software
FlowJo 7.6.4.

Resultados

Para la realizacion de este trabajo, fue necesario determinar la concentracion y el intervalo tiempo
y asi conocer si era posible observarse la expresion de CRTAM en neutrdfilos, en un primer
experimento no se observo expresion de la proteina en los neutréfilos estimulados a 5, 10 y 25 nM
de PMA por 20, 40 y 60 minutos. Un aspecto relevante encontrado para estimular los neutrofilos
a otra concentracion de PMA y a diferentes tiempos, fue que las poblaciones de neutrofilos
estimulados a 10 y 25 nM PMA (1B Y 1C) a los mismos tiempos fueron muriendo, esto
determinado por el tamafio intermedio-alto y granularidad en Citometria de flujo (Forward Scatter
(FSC), Side Scatter (SSC)). Esto mismo pudo observarse a la concentracion de 5 nM (figura 1A)
pero puede observarse que la poblacion de neutrdfilos vivos es mayor que en las concentraciones
de 10 y 25 nM esto en comparacion con las células no estimuladas. En cuanto a la expresion de la
proteina en células estimuladas con PMA a 5, 10 nM (figura 2) por 20, 40 y 60 minutos no se
observo su expresion. En un segundo ensayo las neutrofilos fueron estimulados por tiempos mas
prolongados 1, 3 y 6 horas con una concentracion de 5 nM (figura 3), esta vez a las poblaciones de
neutréfilos no les afectd gravemente la concentracion de PMA agregada, se puede observar que la
poblacion de células esta mas concentrada a 1 hora, a las 3 horas la poblacion se dirige hacia el
cuadrante negativo del plano, eso mismo sucede a las 6 horas pero en este caso es un mayor nimero
de células. Este segundo ensayo nos permitié observar la expresion de CRTAM, observandose un
pico a las 3 horas, y un declive a las 6 horas (figura 4).
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Figura 1. Neutrofilos vivos de sangre periférica fueron identificados de acuerdo al tamario
(forward scatter) y granularidad (side scatter). A partir de la purificacion de neutrofilos con
un gradiente de densidad, se estimularon neutroéfilos a diferentes concentraciones (PMA) y se
analizaron por Citometria de flujo. (A) Neutréfilos estimulados a 5 nM PMA durante 20, 40 y
60 minutos. (B) Células estimulas a 10 nM PMA a los mismos tiempos. (C) Poblacién de
neutrofilos vivos estimulados a 25 nM a los mismos tiempos. (D) Neutréfilos no estimulados.
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Figura 2. CRTAM no es expresada en neutrofilos ctivados a tiempos cortos. (A) Analisis por

citometria de flujo para la determinacion de CRTAM en neutrofilos activados con 5 nM PMA por
20, 40 y 60 minutos. (B) Neutrofilos activados con 10 nM PMA a los mismos tiempos.
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Figura 3.1dentificacion de poblaciones de Neutrofilos vivos, no estimulados y estimulados con 5
nM PMA de acuerdo al tamario (forward scatter) y granularidad (side scatter). (A) Neutréofilos
no estimulados con PMA. (B) Poblaciones de neutrofilos vivos estimulados con 5 nM PMA.
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Figura 2. CRTAM es expresada en neutrofilos despues de su estimulacion. Estudio cinetico de la
expresion de CRTAM en neutrofilos post-activacion con 5 nM PMA, por 1, 3 y 6 horas, analizados
por citometria de flujo. La poblacion de células no estimuladas se indica de color rojo, y las células
estimuladas de color azul.

Discusion y conclusiones

La estimulacion de los neutréfilos con PMA lleva a la activacidon de vias de senalizacion que
involucra al factor de transcripcion que controla la expresion de CRTAM. En un principio no se
conocia la concentracion de PMA ideal para que los neutrofilos fueran estimulados sin causarles
la muerte, con ello se observo que a concentraciones de 5 nM PMA, se puede obtener poblaciones
vivas de neutrofilos, y sobre estos determinar la expresion de CRTAM, vista claramente a las tres
horas post activacion, la poblacion es homogénea a la activacion de la proteina, siendo que en cada
célula se expresa CRTAM en su superficie. A las tres horas no se observa presencia de CRTAM,
a las seis horas tanto la poblacién neutréfilos vivos desciende y su expresion en la pequeia
poblacion viva no se expresa. El estudio cinético en cada hora de estimulo partiendo desde una
hora, podria ayudarnos a determinar la hora de inicio en la expresion de esta proteina y el inicio su
decline.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente:

e Se determind la cinética de expresion de CRTAM en neutréfilos activados.

e Bajo una concentracion de 5 nM PMA los neutréfilos pueden expresar a la proteina
CRTAM en su superficie, concentraciones mas altas los perjudica.

e Los neutrofilos expresan la proteina CRTAM, a 3 horas post estimulo, no se expresa en
tiempos iniciales antes de una hora, por lo que se sugiere una sintesis de novo para esta
proteina, y que no se encuentra preformada en los neutrofilos.

e Con ayuda de un estudio cinético en neutréfilos activados, se detectd CRTAM desde una
hora hasta seis horas encontrandose la mayor expresion a las tres horas post-activacion y
un declive antes de las 6 horas.
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Resumen

El presente trabajo tiene como proposito principal describir el efecto que tiene el estradiol como hormona
sexual sobre la expresion del gene de la enzima catalasa, la cual actua como sustrato del peroxido de hidrégeno
producido por el sistema inmune con el fin de eliminar al parasito Plasmodium spp. La metodologia utilizada abarca
desde la técnica de extraccion de RNA, seguido de la retrotranscripcion y por ultimo el método de PCR en tiempo
real. En cuanto a los resultados, se menciona la cuantificacion de RNA obtenido en el bazo y la PCR en tiempo real
del gene f-actina. En conclusion, el proyecto asignado no se concluyo, debido al numero de muestras elevado y por
falta de tiempo en la estancia de investigacion.

Palabras clave: Estradiol, catalasa, Plasmodium berghei ANKA
Introducciéon

El Plasmodium es un parasito que se transmite por la picadura de mosquitos anofelinos (4nopheles) hembras
al huésped vertebrado, produciendo el paludismo o malaria. La malaria es una de las enfermedades que generan mayor
numero de muertes en el mundo. Las estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (ONU) sugieren que mas de
250 millones de personas estan infectadas con plasmodio y que 2.1 billones de personas (casi la mitad de la poblacion
mundial) viven en areas donde la malaria es comin. Ademas de los enormes problemas de salud causados por la
malaria, las consecuencias sociales y econdmicas de esta enfermedad contintan teniendo un tremendo impacto en las
naciones del Tercer Mundo. Después de la Segunda Guerra Mundial, se penso que la malaria podria erradicarse con el
uso de medicamentos antimalaricos y de insecticidas. En muchas areas del mundo estos intentos fueron exitosos al
menos al principio; sin embargo, la propagacion de la infeccion sigue en aumento y desde los afios sesenta la malaria
ha resurgido en lugares como Asia, Latinoamérica y en los paises de Africa tropical, en donde se presentan nueve de
cada diez casos de muerte. A partir de 1981, la malaria ha ocasionado de 20 a 40 millones de decesos (Legorreta y
Sanchez, 1998).

En general, los hombres presentan patologias mas severas y mayor mortalidad que en las mujeres, debido a
que la respuesta inmune es mas intensa en éstas, a este fendmeno se le denomina dimorfismo sexual, por lo que es
probable que las hormonas sexuales estén involucradas en la resistencia a la enfermedad. La eliminacion del parasito
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se lleva a cabo en el bazo por células fagociticas que ademas de destruir eritrocitos infectados, producen perdxido de
hidrogeno que es sumamente oxidante ¢ induce la actividad de la enzima catalasa. Es por ello que en este trabajo se
utiliza un modelo experimental de malaria murina para estudiar el efecto de las hormonas sexuales sobre la expresion
del gene catalasa (Legorreta y Sanchez, 1999).

Metodologia

Extraccién y cuantificacion de Acido Ribonucleico (RNA): En la extraccion de RNA del bazo, se coloca en
un tubo cubierto por una malla de Nylon y se macera con el émbolo de una jeringa, se utiliza buffer fosfato salino
(PBS) libre de calcio y magnesio. Centrifugar a 1000 revoluciones por minuto (rpm) a 4° C durante 15 minutos y
desechar el sobrenadante, el botén se resuspende con agitacion vigorosa y se adicionan 400 pL de Trizol™,
nuevamente se agita hasta que la lisis sea completa y disminuya la viscosidad del tejido, a 500 pL de lisado anterior
se le adicionan 150 pL de una mezcla de cloroformo alcohol isoamilico y agitar durante 15 minutos en el vortex,
centrifugar a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4° C, recuperar la fase acuosa, evitar tocar la interfase, adicionar 500
uL de alcohol isopropilico, mezclar suavemente y guardar a -70° C hasta su uso, para recuperar el RNA precipitado
con alcohol isopropilico centrifugar a 14,000 rpm durante 15 min a 4° C, el sobrenadante se climina con una
micropipeta, adicionar 800 pL de etanol al 80% en agua dietil pirocarbonato (DEPC), centrifugar a 14,000 rpm durante
15 minutos a 4° C, descartar el sobrenadante con una micropipeta, destapar los tubos y cubrirlos con parafilm,
posteriormente realizar pequeilos orificios con una aguja (limpia y estéril), colocar los tubos en un lugar limpio y a
temperatura ambiente, las muestras se hidratan con 80 puL de agua DEPC al 0.1 estéril, agitar durante 5 minutos, en
caso de no disolverse se calienta a 60° C por 5 minutos, centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos a 4° C, para
determinar la concentracion de RNA se realiza una dilucion 1:200 (199 puL de agua destilada estéril + 1 pL de la
solucion de RNA) y se mide la absorbancia a 260 nanémetros (nm), calcular la concentracion de RNA en pg/uL

Retrotranscripcion: Se incuban los tubos a 65° C por 10 minutos utilizando el temociclador e inmediatamente se
coloca en hielo por 5 minutos, centrifugar a 14,000 rpm durante 5 segundos y colocar nuevamente en hielo, adicionar
10 pL de la mezcla de retrotranscripeion (4 pL de amortiguador First Strand, 0.1 pL de inhibidor de RNAsas, 2 puL de
dNTP’s 5 mM, 1.7 uL de agua estéril, 0.2 pL de enzima MMLV-RT y 2 pL de ditioeritritol [dTT] 0.1 molar), incubar
a 37° C por 1 hora utilizando el termociclador e encubar nuevamente a 95° C por 5 minutos.

Resultados

En la cuantificacion de RNA se obtiene la concentracion de RNA contenido en 1 pL de la dilucion 1:200 en
cada tejido, asi como la pureza de cada uno. En el método de PCR en tiempo real se obtuvo una grafica, en la cual
podemos apreciar la cantidad de DNA amplificado en el eje X y el nimero de ciclos en el eje Y. El Ct fue de 0.007, lo
que nos indica que las muestras que pasaron la linea amarilla amplificaron en su ciclo correspondiente (Figura 1y 2).
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Discusion

En la cuantificacion de RNA, el tejido con mayor concentracion de RNA fue el higado, con 5.82 pg/uL en
comparacion con la corteza lateral izquierda que tuvo 0.18. Mientras que el tejido con mayor pureza fue el bazo con
1.96, al ser uno de los tejidos que se encontraban dentro del intervalo 6ptimo de pureza que va de 1.8-2, comparado
con el bulbo olfatorio que tuvo 1.41 (probablemente contaminado con proteinas) y la corteza lateral izquierda con 4.31
(probablemente contaminado con fenol). Para la técnica de PCR, se utilizo el gene B-actina como control positivo, ya
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que siempre se expresa de forma constante ya que codifica a una proteina en el citoesqueleto de la célula. Se detectaron
4 muestras (752 R1, 754 R1, 756 R3 y 759 R4) en donde el gene no amplifico, posiblemente el RNA estaba degradado
por RNAsas, por lo tanto, se debe realizar de nuevo la técnica de retrotranscripcion. En conclusion, debido a la cantidad
de grupos de ratones y nimero de muestras que se obtuvieron, unicamente se amplificé el gene constitutivo y faltd
amplificar el gene de catalasa. No obstante, se tuvo la oportunidad de realizar la técnica de PCR en tiempo real para el
gene de P-actina ademas que se dafi6 el termociclador de tiempo real, no alcanzé el tiempo para la amplificacion del
gene catalasa que era el gene de interés.
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Resumen.

Los virus del papiloma humano de alto riesgo son agentes causantes de la mayoria de los casos de carcinoma
cervical, muchas de las habilidades de transformacion del epitelio de estos virus son atribuidos a la actividad de los
oncogenes E6 y E7. La actividad mejor conocida de E6 es su capacidad para acelerar la degradacion de p53. La
mayoria de las investigaciones se ha enfocado en estudiar solo el efecto de las formas largas de estos oncogenes y no
se ha puesto atencion en las formas cortas, es por eso que en el laboratorio se cuenta con un modelo de estudio que
consta de clonas celulares C334 (HPV-) transfectadas establemente con las formas cortas. Debido a que la expresion
de GFP es una medida de la presencia del monocistron transfectado, es importante normatizar la cantidad del inserto
para no tener sesgos en las evidencias de las proteinas que se evaluaran con posterioridad. Por lo tanto nuestro
objetivo fue evaluar la expresion de GFP en clonas de C33A transfectadas con E6*II(C334 E6*II) quien ha sido
reportada como prevalente en lesiones de alto riesgo. Se utilizaron las técnicas de western blot y citometria de flujo
con las cuales encontramos que existe diferencia de expresion de la proteina GFP. Por lo que hemos llegado a la
conclusion de que es de suma importancia seleccionar las clonas antes de realizar un estudio ya que de lo contrario
podria ocasionar resultados poco confiables.

Palabras clave: Carcinoma cervical, Virus del papiloma humano, oncogenes E6 y E7, GFP, monocistron.
Introduccion

El virus del papiloma humano (VPH) es el agente causal en la mayoria de los casos de displasia cervical y el
carcinoma cervical invasivo (GM-Clifford et al., 2003). El cancer cervicouterino (CACU) es un problema importante
de salud publica ya que es la segunda enfermedad mas frecuente en la poblacion femenina de los paises
subdesarrollados. Hasta ahora se han identificado aproximadamente 200 tipos diferentes de VPH, 58 de ellos han sido
encontrados en la mayoria de los cancer invasivos (Walboomers et al., 1999; Bosch et al., 2002). La infeccion con
ciertos tipos de VPH como HPV16, 18, 31, 33 y 45 confieren un alto riesgo para el desarrollo de cancer de cuello de
utero, especialmente si la infeccion es persistente (IARC. Human papiloma viruses, 2011). Entre estos tipos de VPH,
el 16 es mas frecuente. A nivel mundial, mas del 50% de cancer de cuello uterino (més de 60% en América del Norte
y Europa) estan asociados con esta tipo de VPH (RJ-Silva 2011).
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En el ciclo viral de VPH se expresan genes y pueden ser divididos en “tempranos” (E) y “tardios” (L), su
expresion dependera de la etapa del ciclo. Los genes tempranos E6 y E7 son requeridos para el desarrollo de las lesiones
precursoras de cancer y para el mantenimiento del fenotipo maligno de las células cancerosas. La oncoproteina E7 se
une a los miembros de la familia del Retinoblastoma y los marca para su degradacion. Como resultado se libera el
factor de transcripcion E2F que conduce a la expresion de genes de la fase S del ciclo celular. La oncoproteina E6
asociada a EOGAP marca para su degradacion a la proteina supresora de tumores p53, e inhibe sefiales de apoptosis a
través de la interaccion con TNF-R1, FADD, Caspasa 8 y la degradacion de las proteinas pro apoptoticas BAX y BAK.
(Boulet- Gaélet et al., 2007). El descubrimiento de la estrecha relacion entre la infeccion persistente de VPH de alto
riesgo y el desarrollo de cancer cervical inici6 una rapida expansion en este campo, el cual resulta en la descripcion de
la funcion de los oncogenes E6 y E7 en la carcinogénesis cervical. La investigacion se ha enfocado en las formas largas
de estas proteinas dejando de lado las formas cortas. Es por eso que en el laboratorio se cuenta con un modelo de
estudio de clonas de células C33A (HPV-) transfectadas establemente en pGFP, con las formas cortas E6*I, E6*I1 y
E67E67. Debido a que la expresion de GFP es una medida de la presencia del monocistron transfectado, es importante
normatizar la cantidad del inserto para no tener sesgos en las evidencias de las proteinas que se evaluaran con
posterioridad. Por lo tanto nuestro objetivo fue evaluar la expresion de GFP en clonas de C33A transfectadas con
E6*I1, quien ha sido reportada como prevalente en lesiones de alto riesgo (Lewandosca, 2014).

Metodologia

Extraccion de proteinas, electroforesis SDS-PAGE y Western blot; para la extraccion de proteinas totales las
células fueron cultivadas hasta un 80-90% de confluencia en placas de Petri de 100mm. Se lavaron dos veces con PBS
1x (Na2HPO4 8Mm, KH2PO4 2Mm, NaCl 137 mM pH 7.5) frio y luego se sometieron a agitacion orbital 10 minutos
a temperatura ambiente con 700ul de buffer de lisis (ProteoJetTM) suplementado con inhibidor de proteasas
(Complete, Roche). Luego se cosecharon con una espatula y los extractos se obtuvieron mediante 20 minutos de
centrifugacion a 13000 rpm y a 4°C. La concentracion proteica de todos los extractos fue obtenida usando el ensayo
de Bradford (Thermo Scientific). Una cantidad de proteinas equivalente a 30ug de cada transfectante se mezclaron con
buffer Laemmli y se desnaturalizaron a 96 °C en bloque térmico por 10 minutos. Luego las proteinas se separaron por
electroforesis en una camara Bio Rad (Mini PROTEANT Tetra System) por SDS-PAGE al 15%( Acrilamida-
Bisacrilamida 30%- 0.8%, 0.375 M Tris-CIH pH 8.8, 0.1% SDS, 0.05% persulfato de amonio y TEMED) con buffer
de corrida Tris-Glicina-SDS (25mM/190mM/SDS 0.05%). A continuacion se realizo la transferencia himeda a una
membrana de PDVF de 0.45nm (Perkin Elmer) en camara Bio-Rad. La membrana se bloque6 con una solucion al 5%
de leche descremada en TBS (Tris 10Mm pH 7.5, NaCl 100mM) suplementado con 1% de Tween20 por una hora en
agitacion y a temperatura ambiente. Posteriormente se incubd toda la noche a 4°C y en agitacion con el anticuerpo
primario; se lavé 5 minutos, 3 veces con TBS-Tween y se incubd a temperatura ambiente y en agitacion con el
anticuerpo secundario por una hora y media. Luego de 3 lavados con TBS 1x se reveldo la membrana por
quimioluminiscencia (Super Signal West Pico/Femto Chemiluminiscent Susbstrate de Thermo Scientific; ChemiDoc
MP Imaging System). Algunas membranas fueron desnudadas y evaluadas con otro anticuerpo. Los anticuerpos usados
fueron: anti GFP (1/1000, Cell Signaling), anti-Mouse (1/5000, Invitrogen) y anti-Goat (1/5000, Thermo Scientific),
y anti-actina como control de carga (1/500, proporcionado por el Dr. M. Hernandez, Dpto Biologia Celular
CINVESTAV).

Citometria de flujo, las células fueron crecidas a 37°C con 5% de CO, en MEM suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), 100U/ml de penicilina, 100ug/ml de estreptomicina y 500ug/ml de G418 (geneticina). El
control sin transfectar se manejo bajo las mismas condiciones excepto que al MEM no se le agregd G418. Las cajas
fueron lavadas dos veces con PBS 1 X, se agrego tripsina y se dejo 5 minutos a 37 °C, posteriormente se adicionaron
4 ml de PBS 1 X a la caja para suspender, se colocaron en un tubo falcon de 15 ml y se centrifugo a 1200 rpm por 5
minutos a 4°C, se desecho el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 1 ml de PBS 1 X. se centrifugo a 1200 rpm
durante 5 minutos y se pas6 a un tubo de 5 cm? para citometria, a continuacion las células fueron analizadas por
citometria de flujo (BD FACSCalibur™) usando los canales FL-1 (FITC) versus FL-2 (PE).

Resultados

Las clonas de E6*II muestran diferencias en el nivel de expresion de GFP: se analizaron 12 extractos
proteicos de clonas C33A E6*II mediante Western blot para determinar la expresion de GFP. Se observaron diferencias
en el nivel de expresion de GFP en ambos grupos, Clonas [ y Clonas II (figura 1).
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Figura 1: Western Blot de los niveles de expresion de GFP en clonas C33A E6*II. Se evidencian diferencias tanto
en Clonas I como en Clonas II.

Para los procedimientos posteriores de escogio al grupo Clonas II. Se realizé densitometria
de las bandas del WB (figura 2) para evidenciar las diferencias entre ellas. A continuacion se
escogieron cuatro clonas para evidenciar la expresion elevada (H2 y G9) y baja (H7 y F5) de GFP.
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Figura 2: Densitometria del WB de Clonas II. Se evidencia la diferencia en el nivel de expresion de GFP

en Clonas II

Fueron descongelados los viales de las clonas seleccionadas, se expandieron mediante
cultivo celular, se evaluaron por citometria de flujo y se corroboraron los datos obtenidos en el
WB. Las clonas H2 y G9 presentaron mayor fluorescencia que las clonas H7 y F5 (figura 3).
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Figura 4: Citometria de flujo. A. Dot Plot donde se observa mayor desplazamiento de la poblacion (GFP +) para H2
y G9 y menos para H7 y F5.Se usa a C33A como control negativo. B. Histograma de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de las clonas H2, H7, F5 y G9. C. Tabla con los valores relativos de IMF para cada una de las
clonas.

Discusion y conclusion

Se han establecido varios estudios para ver la incidencia de los oncogenes E6 y E7 en
distintas vias de sefalizacion. Poco se ha investigado del efecto de las formas cortas de E6 (E6*1 y
E6*II) (Filippova, 2007). E6*II ha sido reportada como indicador de severidad de CACU
(Lewandoska, 2014). Es por eso que nos dimos a la tarea de trabajar con clonas de células C33A
(HPV-) transfectadas establemente con E6*11 en las cuales evaluamos la expresion de GFP, debido
a que la misma, es una medida de la cantidad del inserto transfectado. En nuestros ensayos
obtuvimos diferencias en el nivel de expresion de las clonas seleccionadas, siendo H2 y G9 las que
mas expresan GFP y H7 y F5 las que menos la expresan.

Debido a que las clonas no siempre expresan el mismo nivel del monocistron podrian
ocasionar que los resultados no sean reproducibles. Con este estudio hemos observado que las
clonas C33A E6*II tienen diferencias en el nivel de expresion de GFP, por lo es importante
seleccionar, para los ensayos posteriores, aquellas clonas que expresen niveles similares del
monocistron. En este estudio logramos identificar diferentes expresiones de GFP de 12 clonas, en
base a esto proponemos que se realicen algunos experimentos de la expresion de algunas proteinas
que interactuen con E6*II para verificar que las clonas con diferente expresion realmente alteran
los resultados de los estudios realizados.
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Resumen

Diagnosticar cualquier patologia con los diferentes instrumentos propuestos se convierte en un reto para
cualquier profesional de la salud. Los instrumentos existentes para ello muchas veces carecen de fiabilidad y validez.
El diagnostico de los TTM ha evolucionado desde hace muchos arios, desde 1992 se establecen los Criterios
Diagnosticos para la Investigacion de los Trastornos Temporomandibulares (CDI/TTM) propuestos por Dworkin.
Posteriormente en 2005, Shiffman propone la revision de los anteriores y son publicados los Criterios Diagnosticos
para los Trastornos Temporomandibulares (CD/TTM), los cuales han demostrado mejoria en la validez y
confiabilidad para establecer el diagnostico de los TTM. Los Criterios Diagnosticos para la Investigacion de los TTM
(CDI/TMM), originalmente propuestos en 1992 (Eje I “condiciones clinicas” y Eje Il “discapacidad relacionada con
el dolor y el estado psicologico”), se basaron para su validacion en un estudio epidemiologico de 705 participantes
clasificados. De éstos, 614 fueron casos de TTM. Para su confirmacion se utilizaron tres elementos; la historia clinica
completa, la evaluacion psicologica y los estudios radiograficos. Los CDI/TTM se denotaron fiables y validos ya que
presentaron una sensibilidad de > 0.70 y una especificidad de > 0.95. Posteriormente, a través de una serie de talleres
y simposios se modificaron los algoritmos mediante comparaciones exhaustivas con literatura del diagnostico de los
TTM. Durante mas de 20 aiios, dichos criterios han sido sometidos a diversos estudios y a partir del 2005 con la
propuesta de Shiffman y un grupo de mas de veinte especialistas, se establece la 2 version de los mismos, denominada
CD/TTM. EIl cambio se denoto en el aumento de su sensibilidad (> 0.86) y especificidad (> 0.98). La recomendacion
del uso de los CD/TTM en la investigacion y en el entorno clinico se sustenta en la eficacia basada en la evidencia de
multiples estudios. La evolucion del instrumento durante 22 aiios, ha permitido mejorar su validez y confiabilidad
para establecer el diagnostico de TTM.

Palabras clave: Trastornos Temporomandibulares (TTM), Criterios de Diagnostico para los Trastornos
Temporomandibulares (CD/TTM), Asociacion Internacional para la Investigacion Dental (AIID) y Articulacion
Temporomandibular (ATM).

Introduccion

Los Trastornos Temporomandibulares (TTM) se han descrito con diferentes nombres: desordenes

craneomandibulares, sindrome de Costen (descritos por el otorrinolaringélogo James Costen); también han sido
denominados como sindrome doloroso por disfuncion temporomandibular, lesion cronica del menisco, disfuncion
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miofacial, artralgia temporomandibular entre otros, sin llegar a estandarizar la definicion, diagndstico y tratamiento.
Los diversos términos han generado confusion, por lo que la Asociacion Dental Americana adoptd el término de TTM
considerando que este término incluye a la ATM, asi como a todos los trastornos asociados con la funcion del aparato
masticatorio. Los Trastornos Temporomandibulares son un problema de salud publica que afecta aproximadamente
del 5% al 12% de la poblacion. Estos abarcan un conjunto de problemas clinicos que comprometen diferentes
estructuras anatémicas como: Musculos de la masticacion, la Articulacion Temporomandibular (ATM) y otras
estructuras asociadas. Los TTM se clasifican en musculares, articulares o compuestos. Presentan una etiologia de tipo
multifactorial, donde se enfatiza el factor biopsicosocial, asi como sus factores predisponentes, precipitantes y/o
perpetuantes. Con el diagnodstico adecuado de los TTM se puede establecer de forma inmediata y oportuna el plan de
tratamiento correcto para restaurar o limitar el dafio de la
articulacion y de los elementos del aparato gnatico. Los TTM
pueden presentarse con una amplia gama de variantes clinicas,
lo que los hace que sea de interés por varios profesionales de la
salud. Existen varias formas de diagnosticar los TTM, ejemplo:
analisis oclusal: la oclusion puede ser la causa de que aparezca
una alteracion en la ATM, si existe una situacion de inestabilidad
maxilomandibular no compensada que provoca una sobrecarga
articular, ya sea porque dicha estabilidad genere bruxismo o
porque obligue a trabajar a la ATM en una situaciéon de carga
desfavorable, Exploracion fisica: debe seguirse adecuadamente
una palpacion, donde se explora directamente la articulacion con
movimientos de apertura, de lateralidad, asi como palpacion de
musculos masticadores de forma bilateral, en reposo y durante el
movimiento. Diagnostico por imagen; puede estar dirigido al
estudio del tejido 6seo o de tejidos blandos, esté es mas utilizado para descartar la posibilidad de fracturas, trastornos
de crecimiento, no obstante, la imagenologia no informa de la presencia o ausencia de un TTM. Existen los Criterios
de Diagnostico para los Trastornos Temporomandibulares que han demostrado validez y confiablidad para el
diagnostico de los TTM. El diagnostico de dicha patologia no ha sido una tarea facil y durante muchos afos se han
hecho esfuerzos multidisciplinarios por contar con un instrumento confiable y valido. Diagnosticar cualquier patologia
con los diferentes instrumentos propuestos se convierte en un reto para cualquier profesional de la salud. Los
instrumentos existentes para ello muchas veces carecen de fiabilidad y validez. El diagndstico de los TTM ha
evolucionado desde hace muchos afios, sin embargo a partir de 1992 se establece la validez y confiabilidad de su
diagnostico a través de los Criterios Diagnosticos para la Investigacion de los Trastornos Temporomandibulares
(CDI/TTM) propuestos por Dworkin. Posteriormente en 2005, Shiffman propone la revision de los anteriores y son
publicados los Criterios Diagnoésticos para los Trastornos Temporomandibulares (CD/TTM), los cuales han
demostrado mejoria en la validez y confiabilidad para establecer el diagnostico de los TTM. Para establecer el
diagnostico de cualquier patologia, es necesario contar con instrumentos validos y confiables que aseguren su uso. En
el cuadro siguiente se muestra la clasificacion de los TTM segin la Academia Americana de Dolor Orofacial. El
objetivo fue describir la evolucion en los CDI/TTM propuestos en 1992 por Dworkin y hasta los CD/TTM propuestos
por Shiffman en 2005.

Metodologia

Diserio del estudio: observacional comparativo, transversal y unicéntrico: En cuanto a las variables e
instrumentos se utilizaron los Criterios de Diagnostico para la Investigacion de los Trastornos Temporomandibulares
(CDI/TTM) hechos por Dworkin y los nuevos CD/TTM (Criterios de Diagnodsticos para los Trastornos
Temporomandibulares) propuestos y aceptados por Shiffman. El cual se observd y compard en puntos especificos.
Eje I de los CDI/TTM (factores fisicos): Se basa en las caracteristicas fisicas de los pacientes diagnosticados, los
diagnosticos del eje no son excluyentes. Eje II de los CDI/TTM (Factores psicosociales), que incluyen: 1) Grado de
dolor croénico, 2) Disfuncion mandibular y 3) Somatizacion y depresion. Eje I (Condiciones clinicas) de los CD/TTM.
Eje II (discapacidad relacionada con el dolor y el estado psicologico) de los CD/TTM. Entre estos el protocolo fue
expandido para agregar nuevos instrumentos de evaluacion como el comportamiento del dolor, estado psicologico, y
desenvolvimiento psicosocial, ver tabla 1.
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I. Trastornos de los misculos masticadores
* Contraccion protectora
* Dolor muscular local
* Dolor miofacial
*Espasmo
*Miositis
II. Trastornos de la ATM
1. Degeneracion del condilo-disco.
*Desplazamiento discal
* Dislocacion discal con reduccion
*Dislocacion discal sin reduccion
2. Incompatibilidad estructural de las superficies articulares.
a. Desviacion de la forma.
* disco
* Condilo
* Fosa
b. Adherencias
* Disco a condilo
* Disco a fosa
Subluxacion (hipermovilidad)
Dislocacion espontanea.
3. Trastornos inflamatorios de la ATM
Sinovitis.
Capsulitis
Retrodisquitis
Artritides
* Osteoartritis
* Osteoartrosis
* Poliartritis
e. Trastornos inflamatorios asociados con estructuras vecinas.
* Tendinitis temporal
* Inflamacion de ligamento estilomandibular.
I11. Hipomovilidad mandibular crénica
1. Anquilosis
*Fibrosa
* Osea
2. Contractura muscular
* Miotactica
* Miofibrotica
Bloqueo coronoideo.
IV. Trastornos del crecimiento
1. Trastornos dseos congénitos y del desarrollo
*Agenesias
*Hipoplasias
* Hiperplasias
* Neoplasias
2. Trastornos musculares congénitos y del desarrollo
*Hipotrofias
* Hipertrofias
* Neoplasias

a0

e o
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Resultados

Los principales cambios de los CDI/TTM (1992), a los nuevos CD/TTM.

Aio CAMBIOS
1992 Publicacion de los CDI/TTM.
En base a los expertos se clasifican los TTM mas comunes, derivados de los datos clinicos y

epidemiolégicos.
Sistema de doble Eje: Condiciones clinicas (Eje I) y discapacidad relacionada con el dolor y el estado
psicologico (Eje II).

2001-  Validacién del proyecto.

2008 Estudio multicéntrico con estandar de referencia para los examinadores.

Evaluacion completa para la fiabilidad y validez de los CDI/TTM.
Se establece la necesidad de revisar los CDI/TTM.

2008 Simposio en AIID* (Conferencia en Toronto, EE. UU).

Revision de los algoritmos de diagnéstico de los CDI/TTM presentado en la comunidad de
investigacion internacional.
Publicacion de la critica y recomendaciones para mejorar el uso en la investigacion.

2009 Taller de consenso internacional para los CDI/TTM en AIID* (conferencia en Miami, EE.UU).
Aportacion por la Comunidad Internacional de Investigacion Clinica Dental y Médica, asi como de
la defensa para la perspectiva del paciente.

Publicacion de la critica y recomendaciones para facilitar el uso en clinica y los entornos de
investigacion.

2010 Publicacion de los principales hallazgos para la validacion del proyecto.
Los algoritmos de los CDI/TTM revisados proporcionaron criterios clinicos fiables y validos para
los TTM en relacion con el dolor.
Necesidad de demostrar con imagenes la mayoria de los desplazamientos del disco de la ATM y de
las enfermedades degenerativas de las articulaciones.
Apoyo a los instrumentos existentes del Eje II.
Recomendacion para el Desarrollo de los CD/TTM con aporte internacional.

2010 Simposio por la AIID* (Conferencia en Barcelona, Espaiia).
Los CD/TTM se presentaron en la comunidad internacional de investigacion clinica.
Se hizo la critica y los comentarios sobre el Eje I de los algoritmos de diagnostico de los TTM mas
comunes y del Eje II la evaluacion del protocolo.

2011 Taller de consenso internacional para los CDI/TTM en AIID* (Conferencia en San Diego,
EE.UU).
Perfeccionamiento de los algoritmos de diagnostico del Eje I para los TTM mas comunes y menos
comunes.

2011-  Pruebas de campo para las especificaciones de los examinadores del Eje I y los instrumentos

2012 de autoinforme del Eje I 'y II.

Sitios de prueba: Bufalo (EE.UU), Minneapolis (EE.UU), Malmo (Suecia), Aarthus (Dinamarca),
Heidelberg (Alemania), y Estocolmo (Suecia).

2012 Finalizaciéon de los CD/TTM en conferencia con la AIID* (Cataratas del Iguazi).

Ademas del aporte de los miembros de las organizaciones nacionales e internacionales para el dolor
de los TTM.
Revision de los CD/TTM por los participantes de la conferencia de la AIID* 2009.

2013 Estimaciones finales de fiabilidad y validacion para el Eje I “Criterios de Diagndstico”.
Derivados del conjunto de datos para validacion del proyecto e impacto del proyecto en ATM.
Finalizacion de los CD/TTM.

*Asociacion Internacional para la Investigacion Dental.

Desde la creacion de los CDI/TTM en 1992 al 2001; se enfocaron en estructurarlo, es decir, se clasificaron
los TTM mas comunes, estos derivados de los datos clinicos y epidemioldgicos, dieron origen a un sistema de doble
Eje (Condiciones clinicas [Eje I] y discapacidad relacionada con el dolor y el estado psicologico [Eje I1]). Después de
la validacion de los CDI/TTM en el 2001, hasta el ano 2008 se hicieron los cambios mas notables, entre éstos, la
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modificacion estructural propuesta por Shiffman en el 2005. Para el 2008 se empezo6 con la estandarizacion, que
consistia en aplicar los CDI/TTM como evaluacion completa para tener fiabilidad y validez, en este mismo afio se
establece la necesidad de revisar los CDI/TTM. Esta revision se realizo en un simposio con la Asociacion Internacional
para la investigacion Dental (AIID) con sede en Toronto, EE.UU. Después del Taller de consenso con la Comunidad
Internacional de investigacion Clinica Dental y Médica, en el 2009 (Miami, EE.UU), se publican las criticas y
recomendaciones de los CDI/TTM para facilitar su uso en clinica y entornos de investigacion. En el 2010 los
CDI/TTM, se ven con la necesidad de demostrar con imagenologia la mayoria de los desplazamientos del disco de la
ATM y de enfermedades degenerativas de las articulaciones. En este mismo afio, se empiezan a desarrollar los
CD/TTM, en un simposio con la AIID y de gran aporte internacional realizado en Barcelona, Espaiia. En este afio se
enfocaron en la critica y comentarios sobre el Eje I de algoritmos de diagnéstico de los TTM mas comunes y del Eje
II sobre la evaluacion del protocolo. En una conferencia en San Diego, EE.UU., se realiz6 un taller de consenso en el
2011 para los CDI/TTM, con fines de perfeccionar los algoritmos de diagnostico del Eje I en referencia a los TTM
mas comunes y menos comunes. A partir del 2011 al 2012, se realizaron pruebas de campo para las especificaciones
de los examinadores del Eje I y los instrumentos de autoinforme del Eje II (Sitios de prueba: Bufalo (EE.UU),
Minneapolis (EE.UU), Malmo (Suecia), Aarthus (Dinamarca), Heidelberg (Alemania), y Estocolmo (Suecia)). En el
afio 2012 se finaliza con la revision de los CD/TTM propuesta por Shiffman, en una conferencia con la AIID y con
aportacion de organizaciones nacionales e internacionales para el dolor de los TTM. En el 2013 se realizan las
estimaciones finales de fiabilidad y validacion para el Eje I “Criterios de Diagnoéstico”; todo esto derivado del conjunto
de datos para la validacion del proyecto e impacto en la ATM. En este mismo ailo se finalizan los CD/TTM y es de
esta forma como se aplican o conocen actualmente.

Figura. 1. Eje I. Correspondiente al cuestionario de sintomas.

CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA TRASTORNOS TEMPOROMANDIBULARES
CUESTIONARIO DE SINTOMAS

NOMBRE DEL PACIENTE FECHA

DOLOR

1. ¢Ha tenido dolor en su mandibula, temporales, en el oido o enfrente de los oidos en cualquiera de los dos lados? [ Nol Si

Si su respuesta fue NO entonces salte a la pregunta 5

2. ¢Hace cudntos afios o meses atras comenzaé su dolor en su mandibula, temporales, en el oido o enfrente de los oidos?

Afios meses

3. ¢Cul de las siguientes opciones describe mejor cualquier dolor en su mandibula, temporales, en el oido o enfrente de los oidos
en cualquiera de los dos lados en los dltimos 30 dias?
Seleccione UNA respuesta [ Sindolor [ Dolor que aparece ydesaparece [ Eldolor esta siempre presente
Si su respuesta fue NO a la pregunta 3 entonces salte a la pregunta 5

4. éLas siguientes actividades han cambiado el dolor en su mandibula, temporales, en el oide o enfrente de los oidos en cualquiera
de los dos lades en los dltimos 30 dias (es decir lo ha mejorado o empeorado)?

A. Masticar comida de consistencia dural No 1 Si

B. Abrir suboca o mover su mandibula hacia adelante o hacia losladosl No [ Si

C. Habitos mandibulares como mantener los dientes juntos, apretar/rechinar los dientes o masticar chicleINo 1 Si

D. Otras actividades mandibulares tales como hablar, besar o bostezarl Neo 1 Si

CEFALEA

5. ¢Ha tenido cualquier cefalea (dolor de cabeza) que incluya las dreas temporales de |a cabeza en los Ultimos 30 dias?
I Nol Si

S5i su respuesta fue NO a la pregunta 5 entonces salte a la pregunta 8
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6. ¢{Hace cudntos afios o meses atrds comenzd por primera vez su cefalea (dolor de cabeza) en el drea temporal? Afios ~ meses

7. ¢Las siguientes actividades han cambiado su cefalea en el area temporal en cualquiera de los dos lados, en los dltimos 30 dias (es
decir Iz han mejorado o empecrado)?

A. Masticar comida de consistencia dural No [ Si

B. Abrir su boca o mover su mandibula hacia adelante o hacialos ladosl No [ Si

C. Habitos mandibulares tales como mantener los dientes juntos, apretar/rechinar los dientes o masticar chiclel No [Si
D. Otras actividades mandibulares tales como hablar, besar o bostezar] MNo [ Si

SONIDOS ARTICULARES MANDIBULARES

8. ¢Ha tenido cualquier sonido articular mandibular cuando mueve o utiliza su mandibula en los dltimos 30 dias? 0 Nol Si
I Mosabel R DL

BLOQUEO CERRADO DE LA MANDIBULA

9. ¢{Ha tenido alguna vez su mandibula blogueada o atrapada, adin por un solo momento, es decir que no pudiera abrir
TOTALMENTE LABOCA?M No [ Sil Nosabel R OL

Si respondidé NO a la pregunta 9, entonces salte a la pregunta 13

10. ¢Fue el blequeo o atrapamiento de su mandibula lo suficientemente severo para limitar su apertura mandibular e interferir con
su habilidad para comer?l Mo [ Sill Nosabel R 0L

11. ¢Ha tenido su mandibula bloqueada o atrapada, ain por un solo momento, es decir gue no pudiera abrir TOTALMENTE LA BOCA
en los dltimos 30 dias?] Mo [ Sill Nosabel R 0L

Si respondid NO a la pregunta 11, entonces salte a la pregunta 13

12. ¢Esta su mandibula bloqueada o atrapada actualmente, de manera que no puede ABRIR TOTALMENTE LABOCA?INolsi [
Nosabel R 0L

BLOQUEO ABIERTO DE LA MANDIBULA

13. ¢Cuando abrid su boca ampliamente en los Gltimos 30 dias, su mandibula se bloqued o atrapd adn por un momento, de manera
que no pudo cerrarla desde esa posicién de maxima apertura?l No 1 Sil Nosabel R DL

Si su respuesta fue NO a la pregunta 13, entonces ya has terminado

14. ¢Cuando su mandibula se bloqued o atrapd en una apertura amplia en los dltimos 30 dias, tuvo que hacer algo para poder
cerrarla incluyendo: descansarla, moverla, empujarla, o manipularla?l No [ Sil Nosabel R 0L

Demograficos

¢Cudl es su estatus de pareja actual? ] Casadol Viviendo como casadel Divorciadol Separado [ Viudo I Nunca se ha casado

¢Cudl es su origen étnico? Hispano o latino] No hispano o latinol Desconocido [

¢Cudl es su raza? Marque todas las necesarias Indoamericanoll Nativo de Alaskal Asiaticol Negroo Afroamericanol
Nativo Hawaiane u otra isla del pacificol Blancol

iCudl es el méximo grado de estudios que ha completado? [ Secundaria o menos [ Preparatoria [ Licenciatura  Posgrado

¢Cudl es el ingreso anual de la familia?
Por favor incluya todas las fuentes de ingreso de todos los miembros de |a familia, tales como: salarios, ganancias, inversiones
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Figura 2. Correspondiente al Eje II. Evaluacion clinica con comandos especificos

Evaluacién Clinica de los CD/TTM Fecha de evaluadion (dd-mm-aaaa)
Paciente Evaluador ‘ ‘ H ‘ |_‘ ‘ ‘ ‘ ‘

la. Localizacion del dolor: En los dltimos 30 dias (Seleccionar todas las que apliguen)

DOLOR DERECHO DOLOR IZQUIERDO
Oni oT I Oot isculos O Estruct
WWVQ"O Empara OWMW RS Oninguno OTemporal O0tros misculos O Estructuras
Maset ATM ticatori
asetero no masticatorias O Masetero O atin no masticatorias
1b. Localizacion dela cefalea: En los altimos 30 dias (Seleccione todos los gue apliguen)
ONinguno o] Temporal O otros ONinguno O Temporal OQ\ELQVSV
2. Relaciones incisales Diente de referencia 011 O21 Ootro:
Sobre-mordida Sobre-mordida Desviacion Der g Na
Horizontal O Negativa mm  Vertical O Negativa mm jpeameda O O O mim
3. Patronde apertura (Complementario) Seleccione uno, Desviacion no corregida
O Recto O Desviacion corregida O Derecha o} lzquierda

4. Movimientos de apertura
A_Aperturasin dolor

LADO DERECHO LADO IZQUIERDO
mm Dol Dolor Cefalea Dol Dolor Cefalea
oler familiar familiar oler familiar Familiar
B. Apertura maxima no asistida  Temporal @@ @@ @@ Temporal @@ @@ @@
Mssetero 0o 086 Maseterg /88 OO
mm A ®® BS S ®S ®S
orosmixc M @O OO ovsmix M @9 O
= oo GO e GG
C.Apertura maxing asistids Temporal RS ®s) Q) Temporal [ 23] s ®S
Masetero ®e B ' Masetero 0 68
mmATM BO ®O AT @S B
g  SismmM B0 &6 oremi MBS OO
D. Interrumpida PRI (w @@ No-riast @@ @@
5. Movimientos laterales v protrusivos,
LADO DERECHO LADO IZQUIERDO
Dalor : DO'O_ 4 ‘C‘“e‘“f‘?lfg?' Dalar DO'O ; “-L:E”"f“a‘_'“l.”e”a'
farniliar familiar familiar familiar
A.Laterslidad Derecha Ternporal e (') & Temporal (S S

Masetaro HE ME) Masetero
fmm ATM @@ @@ ATM

Orosmuse. M (RyS) ™S Ofrosmusc.: M WS

Mo-rnast @@ @@ No-rmast @@

L)

88 B8

®E

M)

®S
B.Lateralidad lzquierda Termporal ) yiss) S Temporal e e e

e

ME)

@S

M)

W)

BE

Masetern BS B8 Masetero ®S

mm ATM (RS RS ATM WS

Quosmie M ®S @O Qiros, muse. M W)

Mo-rrast ®E ME Mo-rmast (WS

C.Protrusién Temporal @@ @@ @@ Temporal ] @@ @@

Masetero B© 8O Maegm 8O @6

o AT ®O @O AT ®O ®O

DOtros masc. M @@ @@ Otros masc: M @@ @C__ﬁ

O Negativo fo-mast G5 G Mo-mast S S
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6. Ruidos articulares durante los movimientos de apertura y cierre

ATM DERECHA
Ewaluador ] Chasguido Dolor
e P L e Paciente ~ i
Apertura  Clerre condolor  Familiar

o 0383 "= 09
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ATMIZQUIERDA
Evaluador St ats Chasquidg - Dolor
Apertura  Cierre cfdolor.  familiar

chesquide OO OO GO OO @O
Cepitacion . DG ©F 2 ®O

7. Ruidos dela ATM durante los movimientos de Lateralidad y Protrusion

ATM DERECHA
Chasguido  Dolor
Evaluador Paciente c/dolor farriliar

Chiasquidolclick) S @ﬁh s 5
(8] oo

ATM IZQUIERDA
Chasquido  Dolor
Evaluador  Paciente r familiar

cf
Chasquidoiclick) @@ @ﬁh @@ m

Cresitacién Cresitacion 00 00
8. Iﬂoqueo{lu{n;wn} articular
ATM DERECHA ATMIZQUIERDA
Reduccidn Reduccion

Ly wacion Paciente Evaluador

Durante apértura s OS] e
En maxima sperfurs m w

Luxacion Paciente Evaluador

Durante apertura e e O
Enmixime sperturs @)D [ 5]

8. Dolor muscular y de ATM con la palpacion

Dolor Cefalea Bolor

LADO IZQUIERDO
Dolor Cefalea Dolor

{1 Eg} Dolor.  familiar faeniliar referido Dolor farmiliar familiar referido
Ternporal (posterior) @@ m @@ @,@ Temporal {posterior) @@ @@ @@ m
Temporal (medio) m @@ @)@) @@ Temporal (medio) @‘@ m m @@
Temporzl (anterior) @@ m ®® @@ Temporal {anterior) @@ @@ @@ m
Masetero {orizen) @}@ @@ @@ Masetero {originen) @@ @)@D @@
Masetero (cuerpe) O W ME  Messteroicuerpo) W) (D) D)
Masetero {insercion ) 05 @3  Masetero(insercion) DO OO 0E
ATM Dalor Dolor Dolor Dolor
Dolor familiar referida Dolor familiar referide
Pololateral (0.5 k) @@ @@ @@ Pololateral (0.5 kg) @@ @@
Alrededer el polo lateral {1kg) D& O] HXE Alrededor oel polo lateral (1kg) x5 V)] 0E
10. Musculos complementarios Dalor Dolar Dolar
{05 Kg) Dolar Delor familiar  referidgo Dotor familiar referii
Region mandibular pasterior x5 X5 L©) Region mandibular pesterior i) D5 3
Rezidn submandibular, e e & Fegicn submangibular Be) (e (0O
Area del pteriegiges lateral (o) x5 L) drea del prerisoideo lateral 5 (e (')
Tenddn el tamporal (36 (6] e Tenddn dal temporal 035 x5 Ve

13. Comentarios

Discusion

De acuerdo a la bibliografia para el diagndstico de los TTM, no habia ningun instrumento especifico que te
asegurara del padecimiento del paciente, sin embargo, el conjunto de problemas biopsicosociales y la relacion con los

efectos sistémicos en el paciente. El nuevo CD/TTM en

sus apartados “Eje I” y “Eje II”, son basados en evidencia de

diferentes protocolos que pueden implementarse inmediatamente en la clinica o en la investigacion. Este instrumento
se ha mostrado valido y confiable. Erroneamente se creia que la imagenologia podia usarse para el diagnostico de los
TTM, hoy en dia solo sirven como auxiliar y descartar algiin trauma de otro tipo como las fracturas mandibulares. El
uso del CD/TTM tiene como uso estricto los comandos para poder dar instrucciones al paciente de como hacer los
movimientos, o de como percibir los sonidos, esto en el caso del Eje II. El rellenar todos los reactivos de la entrevista
y evaluacion deben ser complementados a menos que el paciente se rehise o sea incapaz de cooperar. Las tnicas

barreras fisicas que hasta el momento se han presentado

con aquellos pacientes que a la evaluacion asistan con barba,

collarin cervical, el cabello trenzado, o cualquier otra barre potencial, la cual pudiera interferir con la evaluacion.
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Conclusion

La evolucion del instrumento CD/TTM durante 22 afios, ha permitido mejorar su validez y confiabilidad para
establecer el diagndstico de TTM. La reduccion del CD/TTM ha permitido el diagndstico preciso enfocado a los TTM,
ya que lo adecua a una variedad facil de presentacion. Es de gran importancia que en el area profesional se ponga en
préctica con una previa capacitacion y estandarizacion para un diagnoéstico valido y confiable.
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Resumen

El presente estudio arrojo que uno de los principales problemas es que las mujeres en su mayoria viven el
climaterio de forma negativa y no plena por distintas causas, una de las principales es la falta de informacion, la
informacion distorsionada o inadecuada no permiten un aprendizaje de estas sobre la etapa que estan viviendo, por
lo que se puede observar que las experiencias durante este periodo son mas negativas que positivas. La recoleccion
de los datos se realizo a través de una entrevista semiestructurada, a mujeres de 45 a 59 arios de edad, la misma fue
grabada para una mejor recopilacion de los datos. Dicha entrevista se realizo a 7 personas tomando una como
prueba piloto. Durante el estudio se encontré que gran parte de las mujeres carecia de informacion sobre el
climaterio, poseia malas experiencias durante esto e ignoraba los beneficios del autocuidado y las acciones que
tenia que realizar para obtener una mejor calidad de vida.

Palabras clave: Experiencias, climaterio, conocimiento, autocuidado

Introduccion

Actualmente en México segun la CONAPO en 2013 hay 118, 395, 054 habitantes en el territorio nacional,
de los cuales 60.6 millones son mujeres y que representa al 51. 2 % de la poblacion total. Entonces hablando de una
proyeccion a futuro, la poblacion femenina va ser mucho mayor que en la actualidad y el personal de salud y
principalmente de enfermeria tendria que dedicarse mas, en este caso a la educacion de la mujer, antes y cuando
llegue al climaterio, innovando nuevas estrategias que cubran las necesidades de cada mujer. Hay que entender que
el climaterio es una etapa, que comprende las tres fases que cada mujer tiene que pasar algin momento de su vida,
como es la pre menopausia, peri menopausia, y posmenopausia, y que se caracterizan por una serie de signos y
sintomas debido a la carencia de hormonas, principalmente de estrogenos, hay que verlo como un proceso de
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envejecimiento durante el cual, la mujer pasa de su etapa reproductiva a la que ya no lo es. Con el fin que sea un
concepto claro y preciso, para que cada mujer pueda entenderlo como tal. Recientemente se han realizado estudios
previos enfocados al climaterio, y datos obtenidos lo relacionan principalmente al miedo al mismo, sin importar
lugar de origen, estado, pais, ni continente. Dicho esto temen llegar a la etapa y ser etiquetas como climatéricas o
menopausicas, términos que se utilizan peyorativamente. Podemos encontrar construcciones sociales e historicas de
la experiencia del climaterio que tienen importantes implicaciones para las mujeres y que persisten estereotipos que
insintian que el climaterio es un hecho asociado a la perdida de la juventud y la sexualidad. Se debe reconocer que el
climaterio, no debe entenderse como un acontecimiento de amplitud fisiologica y de enfermedad, si no como una
etapa de nuevas experiencias positivas en la vida de la mujer. Por eso es importante saber las experiencias de la
mujer en el climaterio, porque ayudara a comprender si necesitan algun tipo de ayuda en especial, si estan satisfechas
con su vida y si viven de una forma plena, o por el contrario son atosigadas por las modas impuestas por la sociedad,
donde el éxito y la belleza estan representados por la juventud.

Aspectos que las sociedades atribuyen y que no muchas veces se debe a ello, porque también influyen
factores que vienen con la edad, y los estilos de vida de la personas. Otros aspectos destacan la actitud de la pareja,
familia y entorno en general, el papel del cambio socio familiar, que incluye cambio de roles por sindrome de nido
vacio o nido lleno, la puerta giratoria, la jubilacion, el declive de la libido y la aparicion de enfermedades. Es
importante tocar diferentes aspectos en la vida de la mujer, conociendo qué es lo que sienten y cudles son las
necesidades de cada una de ellas, cumpliendo con nuestro objetivo principal, que es conocer las experiencias de la
mujer en el climaterio, percatandonos de los diferentes puntos de vista y valorando cada uno de los enfoques que
plantemos. Obteniendo cuatro categorias en el analisis de datos, la primera acerca de la informacion que tienen las
mujeres del climaterio y menopausia, y sus fuentes de informacion, la segunda las experiencias que abarcan diversos
aspectos como psicolégicos, fisicos, sociales y sexuales, incluyendo también las actividad fisica que realizan, otra
categoria son los sistemas de apoyo, con los que cuenta la mujer, a la cual interviene la pareja y el apoyo que le
proporciona, y por ultimo cuales acciones de autocuidado tienen las mujeres en esta etapa. Todo esto con el fin de
crear nuevas estrategias de intervencion que favorezcan el autocuidado, y la educacion de la mujer que concienticen
y conozcan las virtudes que tienen al entrar a esta etapa, y también para terminar con mitologias y estereotipos que
etiquetan a la mujer a lo largo de su vida.

Esta investigacion tiene un enfoque cualitativo, basada en la fenomenologia, de tipo descriptivo transversal,
donde el universo de estudio son mujeres de 45 a 59 afios de edad, del municipio de Toluca de Lerdo, Estado de
Meéxico, teniendo como muestra a 6 mujeres, sujeta a saturacion de datos, con un muestreo no probabilistico,
aplicandoles entrevistas semiestructuradas de tres preguntas que consistian de diez a veinte minutos, y que
respectivamente fueron grabadas. Se considera importante que se tome en cuenta, que existen diferentes vivencias
durante este periodo y, que se considere que enfermeria llegue a jugar un papel importante en el proceso de atencion
de esta etapa de la mujer, donde se pueda ofrecer por parte de estos profesionales una atencion holistica e integral
durante el climaterio, y que no solo vaya orientado a la deteccion de enfermedades durante esta edad, sino también
donde se pueda ofrecer educacion para mejorar la salud y lograr una mejor calidad de vida.

En los tltimos afios, hablar de climaterio en las mujeres ha sido de gran importancia a nivel mundial, y se han
incrementado los avances relacionados a la investigacion principalmente al uso de terapia hormonal, pocos se
relacionan con la orientacion temprana para el cuidado y atencion integral -cambios o procesos fisiologicos,
endocrinos, psicosexuales, laborales, sociales y familiares-, en las diferentes fases del climaterio (premenopausia,
perimenopausia y posmenopausia). El climaterio y la menopausia son procesos naturales y normales en la vida de las
mujeres; por tal motivo, deben erradicarse los estereotipos socioculturales que conforman mitos opresores y
discriminatorios, respecto de esta etapa vital. Hasta hace algunos afios las mujeres veian la menopausia como un
fenémeno natural y bioldgico que para muchas significaba “El principio del Fin”, incluso actualmente los
profesionales de la Salud, los medios de comunicaciéon y hasta la industria farmacéutica coinciden en que este
periodo puede significar un menoscabo dela Salud de la Mujer y en ocasiones una merma en su calidad de vida, sin
embargo insisten en que debe ser considerada como una etapa mas en la vida y no una enfermedad. El climaterio
puede representar para la mujer dos aspectos diferentes en lo que se pueden obtener resultados positivos y negativos,
los positivos para quien tiene pareja, una forma de no preocuparse mas por un simple embarazo, y disfrutar
plenamente de su sexualidad. Hablando también de un periodo que de acuerdo con Erickson una revaloracion de lo
vivido y de lo que queda por vivir de la edad madura en la mujer climatérica. Por otro lado esta el aumento de riesgo
para la salud, como son la osteoporosis y enfermedades cardiovasculares; desde el punto de vista psicosocial esta la
ambivalencia al “nido vacio”, la jubilacién y la “puerta giratoria”, donde los hijos se van, pero después regresan,
generando estrés y problemas fisicos y, psicosociales.
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En este sentido, hay diferentes percepciones que tiene cada mujer durante el climaterio; también su pareja toma
un papel fundamental en esta etapa, y el estilo de vida. A esto con el objetivo de conocer la opinion de las mujeres
acerca del climaterio, lo cual se plateo la siguiente pregunta de investigacion, ;Cual es la experiencia de la mujer
durante su climaterio?

Metodologia

De acuerdo a la naturaleza de los datos, la presente investigacion tiene un enfoque cualitativo, basada en
fenomenologia, de tipo descriptivo y transversal. Fenomenologica por que busca conocer el significado que los
individuos dan a su experiencia y, lo importante que es aprender el proceso de interpretacion por el qué la gente
define su mundo y actiia en consecuencia. Descriptivo por que consiste en conocer las situaciones y transversal
porque la medicion que se realiza es en un tiempo determinado. El universo de la investigacion estudiado, son
mujeres que estan en la etapa del climaterio entre la edad de 45 a 59 aflos, en el municipio de Toluca de Lerdo,
Estado de México. La muestra esta sujeta a la saturacion de datos. Como prueba piloto se realizd una entrevista
semiestructurada, en forma de ejercicio para tomar como guia las preguntas y utilizarla en las entrevistas. Aplicando
entrevistas semiestructuradas de tres preguntas que consistian de diez a veinte minutos, y que respectivamente fueron
grabadas. El muestreo es no probabilistico.

Procedimiento, La fase tedrica: En esta fase se recolectd toda la informacion sobre el climaterio a través de
bases de datos como: Redalyc, Scielo, Google Académico, y revistas cientificas como: Aquichan, Revista de
Enfermeria del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), International of nursing; asi como también se sustentd
la informacion de diferentes autores como: Diane Papalia, Alvarez Gémez, Barbara, Dra. Dalis, Entre otros; al igual
se sustentd en dependencias como la OMS, Secretaria de salud (SS) y Women's Health. La fase empirica: Se realizd
una entrevista semiestructurada la cual fue grabada para mayor riqueza de datos, a mujeres en las edades de 45 a 59
afos, de la ciudad de Toluca y la fase analitica: De acuerdo a los datos obtenidos, se analizaron los resultados, para
asi llegar a los objetivos deseados.

Resultados

Los resultados de la presente investigacion, son allegados a los esperados, se entrevistaron a seis mujeres
dentro de las edades de 45 a 59 afios, y obtuvieron cuatro categorias donde se habla primeramente de los
conocimientos que se tienen acerca de climaterio, relacionandose a la informacion correcta que tiene las mujeres del
climaterio y menopausia y cual ha sido su fuente de informacion, para eso los resultados que se obtuvieron fueron
que la mayoria de la mujeres entrevistadas no sabia, y que ademds, de ya haber acudido a platicas, con sus
ginecologos, y también con el personal de enfermeria no tiene claro ambos conceptos y que otras fuentes de
informacion son sus amistades, esposos o familiares. Por otra parte las experiencias durante el climaterio, tanto en
aspectos fisicos, psicoldgicos, sociales y sexuales, a esto en la forma de sentir de la persona en este caso de nuestras
entrevistadas, se pudo apreciar desde los pequeiios detalles que las hacen sentirse bien y mal, mal en los aspectos que
dicen sentirse incomprendidas, y por los signos y sintomas como los bochornos, dolores de cabeza, como también
manifiestan una menstruacion irregular que se les llegan a presentar cada tres, cinco, nueve meses, y que suele
durarle mas dias de lo normal, como de 8 a 15 dias. Dentro de los aspectos positivos no manifestaban ningun otro
sintoma, que han llevado una menopausia tranquila y las ventajas que tienen porque ya no menstrian y no hay
embarazos.

En los aspectos psicologicos la mayoria presenta cambios de humor, de tristeza, ademas dicen sentirse viejas y
que ya no rinden en sus actividades, En el aspecto sexual, de las seis entrevistas cinco tiene pareja y sus respuestas
mas comunes manifiestan no soportarse, y que llevan una vida sexual normal. Otro aspecto son los sistemas de
apoyo, en ellos las necesidades que tiene la mujer climatérica, ademas si recibe apoyos de su pareja o familia, de las
cuales se obtuvieron datos muy negativos, porque los maridos no las apoyan y al contrario solo se la pasan peleando,
por otra parte muchas de las mujeres manifiestan no necesitar ayuda alguna, que todo esta normal o porque ellas no
tienen tiempo.
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Discusiéon

Pelcastre, Garrido y Ledn (Pelcastre, Garrido, & De Leon, 2001) en su articulo mencionan que mediante el
analisis de las entrevistas observaron en las mujeres de entre 40 y 50 afios una preocupacion y un alivio con relacion
la menopausia y climaterio; la primera esta relacionada con sintomas como intensas hemorragias, bochornos y
dolores de cabeza referidos por otras mujeres de mayor edad cuya experiencia no ha sido muy favorable. El alivio se
presenta ante la desaparicion del constante temor a quedar embarazadas; aunada a ello aparece también una
atribucion de orientacion negativa relacionada con el envejecimiento, cuya caracterizacion se basa en ideas como
pérdida de energia, achaques e imposibilidad de cumplir con su papel social reproductivo. Aunque nuestro estudio
abarcaba a mujeres de 45 a 59 aflos de edad, concordamos con estos autores al decir que las mujeres veian en esta
etapa tanto beneficios como preocupaciones. Segun Pelcastre y col. (Pelcastre, Garrido, & De Leo6n, 2001) La
vivencia de la menopausia y el climaterio no depende inicamente de las caracteristicas del propio evento, si no que
se ve alimentada por otras representaciones como la experiencia mas amplia del ser mujer, en donde el ejercicio de la
capacidad reproductiva adquiere un peso importante; la forma de observarse fisicamente, manifestada mediante
mitos; lo que significan la sexualidad, la menstruacion, la fertilidad, la vejez; construcciones todas ellas formadas
socialmente y en tanto que éste es su caracter, han permeado la identidad de las mujeres. Concordamos con ella, ya
que por lo que hemos observado la vivencia de esta etapa, esta sujeta a muchos factores como el nivel socio-cultura,
herencia, nivel socioecondémico y el alcance que tienen a los servicios de salud. Estamos de acuerdo con Prior y Pina
(Prior Pellicer & Pina Roche, 2011) que seria interesante realizar investigaciones futuras que continuaran
averiguando estas percepciones de manera que se dieran a conocer sus sentimientos, sensaciones, asi como
estereotipos existentes, identificando puntos donde enfermeria podria actuar y evaluando el efecto de la educacion
para la salud ofrecida, o participando en un plan de atencion a la mujer que se considere mas integral y que atienda
de forma mas holistica las necesidades de salud de la mujer climatérica. Ya que atin falta mucho por saber sobre este
tema y pocas investigaciones hablan de los sentimientos y las experiencias que tienen las mujeres durante el
climaterio y en muy pocas se involucra enfermeria.

Conclusiones

Se considera importante el que se tome en cuenta que existen diferentes vivencias durante este periodo y
que se considere que enfermeria llega a jugar un papel importante en el proceso de atencion de esta etapa de la
mujer, donde se pueda ofrecer por parte de estos profesionales una atencion holistica eh integral durante el
climaterio, y que no solo vaya orientado a la deteccion de enfermedades durante esta edad, sino también donde se
pueda ofrecer educacion para mejorar la salud y lograr una mejor calidad de vida.
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Resumen

Para determinar las causas del porque el personal de salud del INP no utiliza solucion alcohol gel para
higiene de manos, se llevo a cabo un estudio observacional donde se aplicaron encuestas mismas que permitieron
determinar por qué no se utilizan alcohol gel para la higiene de manos. Los resultados fueron que las causas son
imputadas al personal ya que solo 18.5% considero importante la higiene de manos con alcohol gel, lo preferia y
consideraba efectivo.

Palabras clave: Alcohol Gel (PBA), Higiene de Manos (HM), soluciones slcoholadas.

Introduccion

La higiene de manos (HM) es la medida primaria para reducir infecciones asociadas a la atencion de la salud
anteriormente 1lamadas intrahospitalarias o nosocomiales, es reconocida mundialmente como una de las medidas
mas importantes para prevenir y controlar la diseminacion de las enfermedades infecciosas en las unidades de
atencion médica y es un elemento esencial de las precauciones estandar. Evita la difusion de la resistencia
antimicrobiana; en especial el uso del alcohol gel reduce en gran cantidad la presencia de elementos nocivos en las
manos tales como; bacterias y hongos que pueden ser causantes de multiples enfermedades prevenibles.

La trasmision de patdogenos asociada con la atencion de la salud se produce mediante contacto directo e
indirecto, gotitas, aire o un vehiculo comtn. El contagio mediante manos contaminadas de los trabajadores de la
salud es la forma mas comun en la mayoria de las situaciones. Buscando nuevas estrategias para mejorar el
cumplimiento de higiene de manos se decide presentar mediante un concepto resumido esta simple medida de
higiene de manos concentrando su realizaciéon en solo cinco indicaciones. Esto tiene la intencién de facilitar la
comprension de los momentos en los que existe un riesgo de transmision de gérmenes por medio de las manos de
modo que el personal de salud los memorice y los integre a las actividades de atencion del paciente. «Los cinco
momentos para la higiene de las manos» se propone como un modelo para la apropiada realizacion, ensefianza y
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evaluacion de la higiene de las manos. Los 5 momentos para la higiene de manos son; 1) antes del contacto directo
con el paciente, 2) antes de realizar una tarea limpia o aséptica, 3) después de exposicion a fluidos corporales, 4)
después del contacto con el paciente y 5) después del contacto con el entorno del paciente.

La importancia de este sencillo procedimiento, no ha sido suficientemente reconocida por personal de salud
y su incumplimiento se ha puesto de manifiesto en numerosos estudios. Con esta investigacion se permitira realizar
un estudio que exponga las razones de porque el personal de salud no utilizan soluciéon PBA para higiene de manos.
Consideramos que la investigacion es un primer paso e influird positivamente a la realizacion de futuros estudios
sobre esta problematica, en otras instituciones que velen por la seguridad de sus pacientes y su personal.

Metodologia

El primer paso para realizar la investigacion fue determinar el problema, el cual compete a la linea de la
salud, por lo que se decide realizar un estudio observacional, prolectivo, transversal, descriptivo en el Instituto
Nacional de Pediatria dentro del periodo de julio-agosto 2014, incluye personal de salud de la institucion que se
encuentre realizando actividades de atencion de la salud en el periodo de estudio.

A los participantes se les invit6 a llenar una encuesta, la cual incluyeron datos epidemioldgicos y algunos
reactivos se enfocaran a investigar las causas por las que no se realiza higiene de manos con alcohol gel, el
conocimiento de realizacion de higiene de manos durante los 5 momentos y la preferencia de método para realizar
higiene de manos con agua y jabon o con solucion alcoholada. La encuesta se aplico en los servicios de
hospitalizacion al personal que acepte voluntariamente contestarla, se determina se dirige solo al personal médico y
de enfermeria. El cuestionario esta realizado con preguntas cerradas, y entendibles corroborado mediante un estudio
piloto donde se aplico un cuestionario previo y se realizaron modificaciones pertinentes del mismo. Las respuestas de
las encuestas se integraron a una base de datos de Excel la cual se analizara mediante frecuencias simples y medidas
de tendencia central. Los resultados obtenidos se presentan mediante cuadros y graficas determinando la solucion a
los objetivos planteados resolviendo la pregunta de investigacion.

Resultados

Se realizaron 365 encuestas, el 82% del personal encuestado contestd en forma completa sin embargo de los
que contestaron en forma incompleta contestaron mas del 65% de la encuesta. Un 12% de los encuestados no
respondio las preguntas para determinar el grado de conocimiento de los 5 momentos sin embargo esto se considerd
como que desconocian los conceptos. El 75.6% de la poblacion de estudio pertenece al sexo femenino,
predominando tanto en el grupo de enfermeria como médico (92.6% vs 51.7% respectivamente). La diferencia de
sexo entre los grupos es estadisticamente significativa p>0.0001. El promedio de edad fue de 34 afios de edad, (rango
20-63 anos), DE 9.1. El personal de enfermeria es mas joven que el medico (promedio de 28afios vs 39 afos). El
grupo de edad de personal de salud que prevaleci6 fue la de los 20-29 afios de edad (44.1%), seguida por el grupo de
30-39 afios (28.8%). El grupo de edad menos frecuente fue el de 60-70 afios (1.1%). De las encuestas realizadas un
48% fue contestado por personal de enfermeria, un 33% por personal médico y 19% por otro personal de salud. Del
personal médico el 68% son especialistas, un 27% tiene maestria. Las enfermeras en servicio social estan ain en
formacion, dentro del personal de salud tomado como otros el 65% menciono tener licenciatura.

La mayoria del personal médico entrevistado ha laborado en la instituciéon de uno a 5 aflos (67%) a
diferencia del personal de enfermeria que ha laborado por 20 a 25 afios 17.6%. El grupo médico que ha laborado por
mas de 6 afios es de 26.6% y menos de 5 afnos 6.3%. El personal de enfermeria que ha laborado por 1 a 5 afios es de
11.9%, el que ha laborado por mas de 25 afios es 17.1%y el que ha laborado por menos de 5 afios es de 2.3%. Del
100% de los encuestados, un 98.4% considero importante realizar la higiene de manos con alcohol gel y un 82.5%
refirio preferia el alcohol gel para realizar higiene de manos. Sin embargo al preguntar sobre la efectividad de la
solucion alcoholada para realizar la higiene de manos solo el 6.8% lo considera mas efectivo. (Grafica 1)
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Grafica 1. Uso de solucion alcoholada (PBA) en Higiene de Manos

Referente a que la causa de no usar solucion alcoholada se debe al personal de salud es posible ya que
nuestra variable de medicion incluia que el personal considerara al alcohol gel como efectivo, lo prefiriera y
considerara importante su uso para realizar HM y solo 18.5% de los encuestados consideraron todas estas
posibilidades. La calidad de los productos para higiene de manos en el 59.5% de los encuestados refieren que el agua
y jabon causa mayor resequedad de la piel, solo el 39.7% opina que PBA ocasiona mayor resequedad ver tabla 1

Tabla 1. El alcohol gel produce resequedad de la piel

Encuestado | Frecuencia
Resequedad s (%)
PBA 145 39.7
IAgua y jabdn 217 59.5
IAmbas 1 0.3
No contestd |2 0.5
Total 365 100.0

El conocimiento por parte del personal de salud sobre el uso de PBA referente a su efectividad, las ventajas
del producto y cuando debe estar indicado, fue total en un 2.7%, parcial en un 42.7%, pobre en un 48.8% y nulo en el
5.8% de los encuestados.

De acuerdo a la percepcion del personal de salud sobre el PBA considera que ocasiona mas resequedad que
el jabon en un 40%, también menciona que la temperatura de la solucion influye en llevar a cabo la HM en un
30.4%, siendo importante mencionar que solo 47.7% refirieron debe usarse PBA cuando las manos estén libres de
cualquier fluido o material organico (esporas), un 4.7% considero erroneamente que puede usarse PBA cuando las
manos estén visiblemente sucias y 44.4% consideraron errébneamente que se podia usar indistintamente en ambas
situaciones. El personal de salud refiere que las ventajas de usar PBA en la realizacion de higiene de manos es su
empleo implica un menor tiempo al realizar HM segtn 57.5%de los entrevistados, el 21.6% refiere la disponibilidad
de PBA en el sitio de atencion del paciente, un 9.6% de los entrevistados consideran que el PBA es mas efectivo
contra microorganismos, es importante mencionar que un 0.3% considera que la ventaja es de la disponibilidad y la
rapidez.

Los encuestados refirieron que el Comité de infecciones promueve de manera correcta la medida de higiene
de manos en un 86.8%, un 12.9% opina que no lo hace adecuadamente. De la promocion sobre higiene de manos
refirieron que las estrategias son buenas en un 71.5%, regulares en 23.6% y mala en 4.7%. De los 5 momentos de
Higiene de manos; Solo un 27.9% del personal encuestado conoce correctamente la realizacién de higiene de
manos durante los 5 momentos y 17.3% desconocen totalmente como se debe llevar a cabo la HM en los 5
momentos. En el personal médico el conocimiento completo de realizacion de higiene de manos durante los 5
momentos fue de 20.8% y de las enfermeras fue de 38.6% y los que desconocen completamente los 5 momentos
fueron personal médico 19.2% vs personal de enfermeria 9.1% respectivamente.
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Discusiéon

La gran mayoria de encuestados (98%), considera importante la realizacion de aseo de manos con alcohol
gel. El estudio de Coelho y cols., reporta una predileccion por el uso de alcohol gel de 32%, Sanchez- Paya refiere un
49%, en comparacion a nuestro estudio que reporta predileccion por alcohol gel en un 82.5%, y para lavado de
manos con agua y jabon un 17.5%. Otros estudios reportan cifras de 49% de preferencia para alcohol gel. En la
investigacion la hipotesis alterna planteada se descarta ya que aunque la mayoria del personal considero importante
el uso de solucion alcoholada y refirié preferir el usar esta para realizar higiene de manos sin embargo consideraban
que no era efectiva ya que solo 6.8% considero que la solucion alcoholada era efectiva para realizar higiene de
manos. Por ello se considerd en esta investigacion que una de las causas de no usar solucion alcoholada se debia
probablemente a la percepcion que tiene el personal de salud sobre la eficacia de la solucion alcoholada.

La propuesta de que el grado de conocimiento del personal de salud de la institucion sobre cuando realizar
higiene de manos durante los 5 momentos recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud fue ligeramente
menor a lo esperado 28% vs 39% por lo cual aunque se menciona que el Comité de Infecciones promueve de manera
correcta la medida de higiene de manos esto no se ve reflejado en el resultado anterior. En el estudio de Zamudio y
cols, se mencionan que de una pequeiia muestra de 21 trabajadores de la salud el 71% conocia y realizaba la higiene
de manos en los 5 momentos, situacién contraria en nuestra institucién sin embargo en el estudio mencionado la
poblacidn para esta conclusion fue muy escasa.

Basados en el estudio de Hernandez y cols, mencionaba que 25% preferia realizar higiene de manos con
solucion alcoholad a diferencia de este estudio donde se encontrd que el personal de salud prefiere el uso de solucion
alcoholada en 83%, cabe mencionar que el estudio previo se referia también a poblacion de la misma institucion por
lo cual en este punto se pensaria ha habido un cambio positivo de parte del personal de salud para aceptar el uso de
solucion alcoholada al realizar higiene de manos. En el estudio de Sanchez-Paya se menciona una preferencia de uso
de solucion alcoholada por los trabajadores de salud de 49%, siendo menor a lo encontrado en nuestro estudio (83%).

Las causas que consideramos con este estudio podrian influir en que no se utilice la solucién alcoholada en
la higiene de manos serian que el personal no lo considera efectivo, se tiene desconocimiento de cuando debe usarse,
algunos estudios reportan como causa de incumplimiento de la adecuada higiene de manos con un 9,6% la
resequedad que producen estos productos en el estudio fue mayor ya que 40% refirid que el alcohol gel causaba
resequedad. Otro hallazgo de esta investigacion fue que el personal considera la temperatura del PBA 30.4% como
un factor que puede influir la realizacion de la higiene de manos. Otro punto importante que consideramos debe ser
tomado como factor para no realizar higiene de manos con PBA es que el personal mostro desconocimiento cuando
debe de usarse hasta en un 50%.
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Resumen

Es claro que las enfermedades bucales, tomando en mayor importancia la caries dental,
son un problema que afecta a la gran mayoria de las personas, por lo cual es necesario el
conocimiento del agente bioldgico causal de la misma. Para esta investigacion se elaboraron
diferentes medios bioldgicos y moleculares, los cuales los dejariamos reposar y, posteriormente,
se tomarian muestras de saliva de diferentes personas; las cuales nos sirvieron a lo largo de la
investigacion. De la saliva recolectada, se tomaron muestras y se procedio a hacer siembra en los
distintos medios bioldgicos y moleculares, para asi poder aislar diferentes tipos de bacterias
(estreptococos, estafilococos y bacilos). Ulteriormente se observaron bajo el microscopio las
bacterias aisladas y se procedid a una segunda siembra, en medios ricos en carbohidratos,
azucares y proteinas, para asi, observar su reaccion en los diferentes medios.

Al monitorear las reacciones de cada bacteria en diferentes elementos, se observo y
demostro que el “Streptococcus mutans” es el principal causante de la caries, y que existen otras
bacterias oportunistas que al igual que el S. mutans, como lo son, el Staphylococcus aureus o el
Lactobacillus acidophilus, los cuales son elementos propiciadores de la caries. Y en si, la caries
por ser una enfermedad multifactorial, la vuelve muy dificil de erradicar.
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Palabras clave: Streptococcus mutans, caries, identificacion, microorganismos.

Introduccion

Las enfermedades bucales, tales como caries dental y periodontitis, son las mas comunes
entre las enfermedades cronicas, ademas de ser un importante problema de salud publica por su
alta prevalencia, impacto en los individuos, en la sociedad, y el costo de sus tratamientos

La caries dental se define como una enfermedad cronica, microbioldgicamente inducida y
multifactorial que afecta a la mayoria de la poblacion mundial. Es producida por microbiota
cariogénica (acidogénica) presentes en la placa bacteriana dental, las cuales por sus factores de
virulencia, se adhieren a la superficie del diente produciendo acidos, los que provocan la pérdida
de minerales de su estructura, siendo Streptococcus mutans (S.mutans), considerado uno de los
principales agentes Etiologicos.

La cavidad oral es un area muy compleja, en la cual existe un ecosistema muy complejo,
mismo que esta compuesto por una gran variedad de especies de microorganismos, los cuales se
encuentran de forma natural en la flora bucal. Estos microorganismos colonizan la boca atin antes
de que los dientes erupcionen, aunque los recién nacidos son esencialmente libres de
microorganismos. Ya que estos erupcionan, dichos microrganismos pueden adherirse mas
facilmente a la a las superficies expuestas de los dientes del infante, gracias a las irregulares
formas caracteristicas de los dientes, los cuales son responsables de infinidad de enfermedades.
Y entre las mas significativas se encuentra la caries dental.

Actualmente muchas personas padecen caries dental, lo que la pone entre las
enfermedades mas abundantes a nivel mundial, si no es que la mas abundante y dificil de eliminar
hasta el momento.

Existen en la actualidad muchas teorias en las cuales se postulan diferentes formas para
poder erradicar a la caries dental, aunado a esto los diferentes productos que dicen prevenir dicha
enfermedad. Sabemos que en ocasiones, la prevencion no evita por completo la formacion de esta
enfermedad. Para lo cual es necesario, primeramente, localizar cudles elementos bacteriologicos
propician e inician esta enfermedad, mediante revisiones tedricas y posteriormente realizando
diferentes pruebas dentro del laboratorio con algunos pacientes, para lo cual se tomaron
diferentes muestra de saliva, mismas que nos servirian para llevar a cabo nuestra investigacion.

Materiales y métodos

Primeramente se hizo seleccion y preparacion de diferentes tipos de agares con ayuda de
nuestro investigador, el cual nos sugiri6 utilizar estos tipos de agares para identificar
microorganismos especificos, tales como: Mitis salivarius, Manitol y sal, Tripticasa soya (TSA) y
MacConkey, los cuales fueron disueltos en agua destilada dentro de un matraz, siguiendo los
pasos descritos en el instructivo de las diluciones, utilizando una balanza granataria para medir
los gramos de los agares y una pipeta graduada para medir los mililitros de agua destilada y
nuestra preparacion fuese lo mas exacta posible; a continuacion nos dispusimos a colocar uno
pequefio artefactos en el interior de los matraces llamado barra de agitacion o “mosca” y unos
tapones hechos de algodon envuelto en una gasa y con un sobrero de papel estraza, para asi poder
realizar una dilucion con ayuda de un agitador magnético, el cual agitaba y calentaba al mismo
tiempo nuestra dilucion .
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Después de haber realizado
correctamente las diluciones y extraer la barra
agitadora, llevamos los matraces a la autoclave
a 121°C por un periodo de tiempo de 20 min
donde dimos la correcta asepsia a nuestras
diluciones; después del tiempo de esterilizacion
vaciamos en cantidades iguales los agares en
cajas de Petri estériles junto a mecheros de
bunsen, creando un area de esterilidad; después
de vaciar los agares en las cajas de Petri dejamos
estas boca abajo a temperatura ambiente hasta
que gelatinizaran y poderlas llevar a hacer una
prueba de esterilidad en la incubadora a 37 °C
por 24 y reafirmar que no fuesen contaminadas,
y posteriormente realizar las siembras
correspondientes con la técnica de estria cruzada
tomando como referencia las muestras de saliva
de los pacientes, en un area estéril gracias al
mechero de Bunsen y tomando las medidas de
proteccion adecuadas.

Posteriormente se colocaron las muestras
en la incubadora para que los agentes

Tlamati Numero Especial 2 (2014)

Fotografia 1.0: caja de Petri mostrando

siembra por técnica de estria cruzada en la
cual se aprecia el crecimiento de colonias de

~ B

microbianos crecieran y asi poder hacer una cuantificacion selectiva de las colonias que crecieren

en nuestras cajas de Petri.

Una vez que las dejamos reposar en la incubadora por 24 horas (Fotografia 1.0), se
procedio a observar bajo el microscopio la caja de Petri para apreciar mejor la forma de las

colonias (Fotografia 1.1).
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Nos apoyamos ademas con la Tincion de
Gram, para corroborar el tipo de microorganismo
con el que estamos trabajando y asi saber si se
encuentra entre el grupo de los Gram negativos o
Gram positivos, para la cual colocamos una
porcion de la muestra con una gota de agua
destilada la cual fijamos al calor para después
llevarlo a una gradilla y colocar los reactivos
correspondientes que en orden y tiempo fueron
como se describe a continuacion: El primer
reactivo a colocar fue el crista violeta por 1min
cubriendo toda la muestra y después enjuagar con
agua destilada; el segundo reactivo fue lugol por 1
minuto y después enjuagar con agua destilada; el
tercer reactivo fue alcohol acetona por 5 segundos,
enseguida enjuagamos con agua destilada, y por
ultimo fue la safranina por 1 min, para
posteriormente enjuagar, dejar secar y observar la
muestra bajo el microscopio(Fotografia 1.2).

Para nuestra segunda ronda de pruebas, nos
dedicamos a corroborar nuestros resultados
mediante diferentes diluciones, con la diferencia de
que en esta ocasion utilizariamos pruebas
bioquimicas para bacterias Gram -, las cuales nos : )
sirven como medo de apoyo para la identificacion y miCroscop1o.
seleccion de los microorganismos las cuales
describiremos a continuacion:

Se prepararon las diluciones
respectivas de los agares MIO (Movilidad
Indol Ornitina), LIA (Lisina Iron Agar), TSI
(Triple Sugar Iron) y Fenilalanina en agua
destilada dentro de un matraz siguiendo los
pasos descritos en el instructivo de las
diluciones utilizando una balanza granataria
para medir los gramos de los agares y una
pipeta graduada para medir los mililitros de
agua destilada y nuestra preparacion fuese lo
mas exacta posible(Tabla 1); al igual que en la
primera etapa cuando se hicieron las primeras
preparaciones de agares, colocamos una barra
a gitadora en los matraces, a continuacion nos
dispusimos a colocar unos tapones

Fotografia 1.1: Colonia de S.
mutans sembrado en agar mitis
salivarius observado bajo el

hechos de algodon envuelto en una Fotografia 1.2: muestra después de realizar
gasa y con un sobrero de papel estraza | tincion de Gram, se aprecian colonias de S.
para asi poder realizar una dilucion mutans las cuales identificamos como Gram
con ayuda del agitador magnético. positivas.
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Tabla 1: Cantidad de agar en gramos por mililitros de agua destilada, utilizados
para elaborar medios de cultivo.

Agar MIO LIA TSI Fenilal
anina
Gramo 3.10 3.30 5.94 2.3
)
Agua 100 100 100 100
destilada
ml.

Después de haber realizado correctamente las diluciones, vaciamos los agares en un igual
numero de tubos de ensayo cada uno, colocandoles un tapon de caucho y llevandoles al autoclave
donde a 121°C por 20 min fueron esterilizados para después retirarlos, después se las dejo reposar
en una posicion inclinada para que las muestras adquirieran una forma llamada “pico de flauta”,
forma que necesitan tener las muestras para la realizacion de nuestra siembra. Las dejamos
reposar hasta gelatinizar y posteriormente se procede a hacer prueba de esterilidad por en la
incubadora. Al revisar las muestras y corroborar que no hubo contaminacion se procede a hacer
una segunda siembra microbiana con un haza recta con la técnica correcta en un area estéril con
ayuda del mechero de Bunsen, tomando como muestra las colonias recolectadas de la primera
siembra y asi corroborar que no nos equivocamos al seleccionar los diferentes tipos de colonias.

Dichas pruebas se dejaron reposar de igual manera por 24 horas en la incubadora,
posteriormente se analizan los tubos de ensayo para observar si existe crecimiento en las
muestras.

Al no haberse registrado crecimientos en las pruebas con agares LIA, MIO, TSI y
Fenilalanina, apreciamos que hubo concordancias con los resultados esperados.

Una de las pruebas mas rapidas pero no por eso menos importante, fue la prueba de
catalasa, en la cual a una pequefia muestra de las colonias de S. mutans se le colocan unas gotas
de H202 (agua oxigenada) para observar si se producian burbujas

Resultados

Una vez realizada una revision teorica sobre el tema, se localizaron cuales son los
elementos mas altamente cariogénicos dentro de la flora bucal se observo el comportamiento de
varios elementos bacterianos y se demostr6 que el “Streptococcus mutans” es el principal
causante de la caries dental, y que existen otras bacterias oportunistas que al igual que el S.
mutans, como lo son, el Staphylococcus aureus o el Lactobacillus acidophilus.

La lectura de las colonias que crecieron en el agar mitis salivarius y los resultados que
arrojaron las pruebas bioquimicas con agares LIA, MIO, TSI y Fenilalanina, en las cuales se
observo que no hubo ningln tipo de crecimiento, ya que estuvimos trabajando con elementos
Gram +, por lo cual al sembrarlo en un medio para identificar microorganismos Gram —, se
corroboro que efectivamente estuvimos trabajando con S. mutans y junto con los resultados de la
tincidon de Gram, la prueba de catalasa, las pruebas bioquimicas, la catedra de nuestro
investigador a cargo y la lectura de algunos articulos podemos describir a S. mutans como una
bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa que se encuentra normalmente en la cavidad bucal
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humana, formando parte de la placa bacteriana o biofilm dental. Se asocia al inicio y desarrollo
de la caries dental. Es acidofilo porque vive en medios con pH bajo, acidogénico por metabolizar
los azucares a acidos y acidurico por sintetizar acidos a pesar de encontrarse en un medio de tales
condiciones. Metaboliza la sacarosa para producir polisacaridos extracelulares.

Discusién y conclusiones

En las ultimas décadas se ha demostrado que mas del 90% de la poblacion mexicana, se
encuentra afectada por caries dental. Y ya que esta es una patologia multifactorial, influyen en
ella diversas situaciones, tales como; una alimentacion con altos niveles en carbohidratos y
sacarosa, la presencia de iones de calcio para la adherencia de la biopelicula a la superficie
dental, el pH en boca, estados carenciales de la persona, anomalias dentarias, distintas
enfermedades sistémicas y sindromes (Sx Sjogren), raza, edad, etc. El poder describir al S.
mutans y asi abrir un parteaguas en la busqueda de diferentes maneras de inhibir su participacion
en la formacion de la caries, fue desde un principio nuestro objetivo principal; sabemos que este
microorganismo depende de diversos factores para poder producir una caries. Y atreves de ello
existen diversas maneras de contrarrestar estos factores, aunque muchos de estos nuevos
procedimientos se encuentren atn en fase de estudio, como lo puede ser el uso de enjuagues
bucales antibacterianos, que aunque su uso puede ser efectivo aun afecta por mucho la flora
bucal, lo cual causa otros efectos secundarios, lo mismo decimos de vacunas y enjuagues que
funcionen como bufer en el pH oral. Por todo esto y mas, tomamos esto como un inicio de un
futuro de investigaciones para desarrollar medidas para la preservacion de tejido sano en los
organos dentarios sin perjudicar los tejidos adyacentes a este, ya que estos elementos son también
parte importante en la funcion de la boca.

Otro conocimiento que obtuvimos de S. mutans es, que por si solo no es incapaz de
producir la caries, es necesario el apoyo de muchos factores (por eso es que nos referimos a la
caries como una enfermedad multifactorial).
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Resumen

Las células de Miiller son un tipo de células de glia radial de la retina. En el presente estudio se determino
la interaccion de GLAST con Ezrina en cultivo de células de Miiller (MIO-M1I) estimuladas con el agonist
glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA) a diferentes tiempos (0, 5, 15, 30, 60, 120 min). Para esto fue
necesario privar las células con Solucion de Ensayo por I hora, estimularlas con NMDA a diferentes tiempos y
cosecharlas, para después ser centrifugadas y llevar a cabo la lisis de membrana. Seguido se cuantificaron las
proteinas y se realizo un aimnoprecipitacion con anticuerpos anti-GLAST para posteriormente llevar a cabo
Inmunodeteccion en fase solida con anticuerpos anti-ezrina. Los resultados dieron a conocer que la interaccion entre
GLAST y Ezrina empieza a los 5 min y se mantiene hasta las 120 min, pero con una interaccion maxima a los 60
min.

Palabras clave: GLAST, Ezrina, Células de Miiller

Introduccion

Las células de Miiller (glia radial), es la glia predominante de la retina de los vertebrados. Forman
estructuras de soporte arquitectonicos que se extienden radialmente a través del espesor de la retina, ademas
funcionan en relacion simbidtica con las neuronas (Reichenbach y Robinson., 1995). Entre sus funciones destaca el
proteger a las neuronas de excitotoxicidad a causa de concentraciones exacerbadas del neurotransmisor glutamato,
utilizando mecanismos de captura para reciclar este neurotransmisor.Ezrina es una proteina de membrana de la
familia MRE (Moesin, Radixin y Ezrin) y juega un papel importante en la via de sefalizacion para el reciclaje de
glutamato (Wu et al., 2014). El transportador de Glutamato/Aspartato GLAST se expresa predominantemente en las
células gliales y captura mas del 80% de glutamato del espacio extracelular (Karki et al., 2014). Existe un
cotransporte de 3 Na* y 1 H'. Este acople permite un transporte de glutamato en las células en contra de un gradiente
de concentracion (Wang et al., 2013). Para el transporte de glutamato también interviene la proteina 4cida fibrilar
glial (GFAP). Se sabe que los niveles de GFAP aumentan la actividad de GLAST cuando existe un exceso de
glutamato (Liedtke et al., 1996). Estudios anteriores realizados por Sullivan et al., (2007) demuestran que GFAP
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juega un rol en el trafico de GLAST hacia la membrana plasmatica y los retienen en esta para que exista un buen
transporte de glutamato.

Metodologia
Para la realizacion de este experimento se trabajé con multipozos de 6 (mp6) con células de Miiller de la

linea celular MIO-M1. Estas células fueron suprimidas 1 hora con solucion de ensayo, con la finalidad de equilibrar
las células, retirando el SFB (suero fetal bovino) que es un activador de vias de sefalizacion.

Estimulo con NMDA: Posteriormente estas células fueron estimuladas con NMDA por un tiempo determinado.
Tabla 1: Caracteristicas y tiempo de estimulacion realizadas a células de Miiller.

Estimulo
Multipozos Tiempo Estimulo (NMDA + Gly)

1 N/E 00:00
2 5 min 00:05
3 15min 00:15
4 30 min 00:30
5 60 min 01:00
6 120 min 02:00

Después de que pasaran los tiempos requeridos se retird el estimulo y se lavé con 800 pL solucion de
ensayo.

Cosechado de las células: A continuacion se adicioné 1 mL PBS con inhibidores + PMSF por cada mp6,
retirando primero los 800 pL de la solucion de ensayo. Acto seguido, las células fueron raspadas con un cosechador,
para después colocarlas en un tubo de 1.5 mL. Después de retirar todas las células, los tubos fueron centrifugados a
13,000 rpm por 7 minutos a 4 °C. Al término de la centrifugacion se desecho el sobrenadante, teniendo cuidado de
no llevarse la pastilla (proteinas de interés).

Lisis membranal: Después se llevo a cabo la lisis de membranas, para tal efecto, se colocaron 70 uL de
solucion de lisis en la pastilla y se mantuvo en agitacion constante por 90 minutos en un cuarto frio. Al mismo
tiempo en el que se realizé el lisado de las células, se realizé un acople entre GLAST y perlas de agarosa colocando 3
pL de cada uno en 100 pL de solucion de inmunoprecipitacion, dejando esta solucion en movimiento constante por 4
horas a 4°C.

Cuantificacion de proteinas: Después de los 90 min de la lisis, se procedio a cuantificar las proteinas por el
método de Bradford empleando una dilucién 1:60, colocando 2 pL de las muestras y 118uL de agua. Colocando la
placa en donde se colocaron las muestras en un espectrofotometro para leer las absorbancias de cada una de estas, y
poder realizar los calculos para asi realizar la electroforesis

06 -
0.5 -
04 -
03 -
02 -
01 -
0 . . T . . T \
0 2 4 b 8 10 12 14

Figura 1. Curva de concentracion de proteinas

y=0.0415x+0.0519
R?=09821

Se procedio a realizar los calculos para 1 mg de proteina por cada condicion.
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Tabla 2. Absorbancias y promedio de cada una arrojados por el espectrofotometro

Proteina Absorbancia X
1 0.058 0.055 0.0565
2 0.151 0.138 0.1445
3 0.194 0.203 0.1985
6 0.298 0.341 0.3195
12 0.555 0.518 0.5365

Acople GLAST con las proteinas: Control de inmunoprecipitacion: Solucion de acople + proteina sin
anticuerpo, Muestras con estimulos: 1 mg de proteina se acoplo en conjunto con las perlas de agarosa mas GLAST
por 12 h. Pasado el periodo de incubacion las muestras fueron centrifugadas por 10 min a 13,000 rpm a 4°C. El
sobrenadante fue decantado. A la pastilla restante, se le agregdé 80 pL de solucion RIPA, la muestra fue centrifugada
de nuevo por 5 min a 13,000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue decantado por segunda vez. Finalmente las muestras se
prepararon para ser desnaturalizadas.

Desnaturalizacion: A las muestras se les colocaron 30 pL de solucion de muestra 3X y después fueron
calentadas en el termoblot por 12 min. La reaccion se detuvo al colocar las muestras en hielo.

Se polimerizaron geles de 8% de 1.5 mm con 10 pozos, se cargaron 20 uL de todas las muestras. El gel fue
puesto en la camara con los siguientes parametros: 80mV por 120 min.

Transferencia: Después de la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa. La fuente de poder tuvo los siguientes parametros: 180mA por 120 min.

Tincion con rojo de ponceau: Después de la transferencia de proteinas, la membrana se tiid con rojo de
Ponceau y se marco con su correspondiente marcador de peso molecular, para posteriormente lavar la membrana y
tomar la foto (corroborar que la carga de proteina sea pareja). La foto fue tomada en el MicroChemi.

Seguido de esto se realizo el bloqueo de la membrana. Las muestras después de ser bloqueadas fueron
lavadas 3 veces por 6 min con TBS-Tween 0.1%. La membrana fue incubada con 1 mL de Ac. Primario overnight a
4°C. Pasado el el periodo de incubacion se dieron 3 lavados con TBS-Tween 0.01% por 6 min. Se coloco 1 mL del
anticuerpo secundario (anti-anticuerpo) correspondiente al anticuerpo primario y se dejé incubar por 120 min a
temperatura ambiente. Después del tiempo de incubacion se procedid a dar 3 lavados por 6 min con TBS-Tween
0.1%.

El revelado de membrana se realizdo con el MicroChemi colocando anteriormente a las membranas el
reactivo de luminiscencia Amersham como sustrato de la peroxidasa de rdbano. Esta enzima cataliza la oxidacion de
luminol en presencia de perdxido de hidrogeno emitiendo luz. Se colocaron 100uL del reactivo de luminol y 100uL
del reactivo de peroxidasa, el cual cubri6 toda la superficie de la membrana.

Resultados

La interaccion entre GLAST y Ezrina es mostrado es la siguiente imagen, en la cual se muestra la
interaccion sin anticuerpo (Ezrina), no estimulado (N/E), la interaccion a los 5, 15, 30, 60 y 120 minutos. Lo anterior
denota que la interaccion entre GLAST y Ezrina empieza a los 5 min y se mantiene hasta los 120 min, pero su pico
maximo de expresion es a los 60 min. En la figura | se muestra la expresion de la proteina a diferentes tiempos.

Figura 1. Interaccion entre GLAST y Ezrina dependiendo del tiempo
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Discusién y conclusion

Los resultados obtenidos dan a conocer la existencia de una via de sefializacion que es activada por los
receptores ionotropicos de glutamato subtipo NMDA que resulta en la interaccion de la proteina de andamieje Ezrina
con el transportador GLAST en células de Miiller. La captura de glutamato es necesaria para mantener las
concentraciones adecuadas de este neurotransmisor en la hendidira sinaptica de tal suerte que por una parte, se eviten
fenomenos de neurotoxicidad pero por otra se asegure la continuidad de la transmision glutmatérgica, vital para
funciones superiores como la vision, el aprendizaje, etc. En este proyecto nos enfocamos en evaluar la interaccion
del transportador GLAST con Ezrina, que suponemos es necesaria para poder regular la cantidad de transportadores
de glutamato en la membrana plasmatica.
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Introduccion

Desde hace mucho tiempo la lactancia materna ha permitido la supervivencia de la especie en durisimas
circunstancias, aunque desde las civilizaciones mas antiguas las clases altas utilizaron nodrizas para criar a sus hijos,
hoy en dia toda una serie de creencias populares y erréneas teorias, ademas de una serie de factores
socioecondmicos, religiosos, modas y estilos de vida contribuyeron al rechazo de la lactancia materna. En el siglo
XIX se inicia el mayor experimento nutricional a gran escala sin control previo. La alimentacion del lactante con
sucedaneos de leche materna elaborados industrialmente a partir de leche de vaca, perdiéndose asi la cultura de la
lactancia natural transmitidas de madres a hijos. En los paises menos desarrollados produjo cientos de miles de
muertes. Pero en el siglo XX todos los tratados médicos afirman la superioridad de la leche de mujer sobre cualquier
otro animal. En los tltimos afos el interés en la lactancia ha crecido. Parte del motivo es la controversia tan
publicitada de reemplazar la leche materna por biberones y la promocion activa de los sustitutos de la leche materna
por parte de compaiiias multinacionales. El arte femenino de amamantar en los Gltimos afos ha sido redescubierto en
Europa y en menor proporcion en América del Norte. Desgraciadamente, el uso de los biberones contintia en muchos
paises industrializados del sur. Las consecuencias mas serias de este cambio del pecho al biberon se observan entre
las familias pobres de Africa, Asia y América Latina. Asi mismo se han publicado extensos estudios que comparan la
composicion y beneficios relativos de la leche humana y de sus sustitutos, la mayor parte de la investigacion reciente
apoya las innumerables ventajas de la lactancia sobre otros métodos de alimentacion infantil. Por ello este estudio
busca cumplir el objetivo el cual propone implementar actividades que favorezcan la lactancia materna a partir del
primer encuentro con un vinculo armonioso de la madre y el hijo hasta los primeros seis meses de vida del recién
nacido al 100%.

Metodologia

A su vez, el presente se desarrolla bajo la metodologia basada en las rutas de calidad, lo cual es un
procedimiento estandar de solucion de problemas detectados en el contexto institucional que permite emitir
propuestas de trabajo colaborativo, propiciando la formalidad y gestion de recursos que se requieren para la
operatividad del mismo.

Jerarquizacion de problemas: Evaltia cada uno de los problemas planteados en base a los factores de
Magnitud, Trascendencia, Vulnerabilidad y Factibilidad (1: No aceptable, 2: Regular, 3: Aceptable), de acuerdo al
puntaje, se seleccionara el problema con el total mas alto y que ademas sea factible de resolver.
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Tabla 1. Problemas relacionados a la magnitud, trascendencia, vulnerabilidad y factibilidad

Problemas seleccionados Magnitud Trascendencia Vulnerabilidad Factibilidad Total

Trato despersonalizado entre el personal de
enfermeria que labora en el servicio de toco-cirugia

. - s, 4 5 2 1 12
hacia su par en el servicio de recuperacion de
ginecologia.
No se notifica en las condiciones en que nacio el
bebé durante su entrega al personal de enfermeria 4 4 3 2 13

del siguiente servicio.

No se notifica al personal de enfermeria condiciones
de salud propias de la madre, durante sus procesos 4 5 3 2 14
continuo de cuidado

No se notica al personal de enfermeria riesgos de
infecciones de transmision sexual detectados en la 4 5 3 2 14
madre al realizar procesos obstétricos

Registros epidemiologicos de riesgos de infeccion
de transmision sexual poco confiables, para

. . . 5 5 2 4 16

mantener a la mujer y su pareja en permanencia de
tratamiento posterior al evento obstétrico.
Poca participacion de la madre para brindar seno a

. . . 5 5 4 3 17
su hijo. (buscar la lactancia materna exitosa)
Condiciones fisicas inadecuadas (pezon no apto). 3 5 4 4 16
Poca participacion de la mujer embarazada para
cumplir el control prenatal y recibir educacion para 5 5 3 2 15

la salud.

Magnitud: ;Qué tan grande es el problema?,. Trascendencia: {Qué nivel de impacto tendria el resolver el problema?.
Vulnerabilidad: ;Se puede solucionar el problema? y Factibilidad: ;Podemos realmente resolver este problema con nuestros
recursos (materiales, humanos, equipo)?

Matriz de priorizacion; en esta matriz ponemos las causas agrupadas (en caso de haber encontrado causas
afines) y cada uno de los integrantes del equipo de mejora otorgard una calificacion a cada causa siendo 1 la causa
que nosotros pensamos afecta en menor grado al problema, y la calificacion mayor a otorgar dependera del nimero
total de causas probables identificadas (ejemplo: si son 9 causas en total, la escala sera del 1 al 9). La calificacion
mayor indicarad que esa causa en particular tiene un mayor grado de afectacion o impacto en el problema. A esta
técnica de evaluacion la denominamos grupo nominal.

Tabla 2. Causas agrupadas en matriz

Integrantes del equipo | TOTAL
1 2 3 4 5 6

No. Causa

Trato despersonalizado entre el personal de enfermeria que
labora en el servicio de toco-cirugia hacia su par en el | 3 2 3 1 2 3 14

I servicio de recuperacion de ginecologia.
) No se notifica en las condiciones en que naci6 el bebé
" | durante su entrega al personal de enfermeria del siguiente | 2 1 2 3 1 2 11
servicio.
Registros epidemiologicos de riesgos de infeccion de
3. | transmisién sexual poco confiables, para mantener a la | 3 | ) 3 1 1

mujer y su pareja en permanencia de tratamiento posterior
al evento obstétrico.

Poca participacion de la madre para brindar seno a su hijo.
4. | (buscar la lactancia materna exitosa)

Poca participacion de la mujer embarazada para cumplir el
5. | control prenatal y recibir educacion para la salud.
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Figura 1. Diagrama de pareto
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Plan de accién o de mejora (SW / 1H)
Selecciona las mejores alternativas de solucion (las que hayan obtenido el puntaje mayor y que sean factibles de
llevar a cabo). Disefia el plan de ejecucion (Plan de accion SW y 1H) de las acciones establecidas:

Resultados

La lactancia materna ha sido durante mucho tiempo la manera en que se brindan los nutrientes necesarios al
recién nacido de la manera mas natural, es importante disminuir el uso de biberones ya que aumentan riesgos de
enfermedades en los pequeiios. Asi mismo debido a que en este grupo 14-19 se encontraron porcentajes altos de
mujeres multiparas y mas de 100 cesareas, aun siendo este grupo el que acude el mayor numero de veces a consultas
prenatales no se observa la sensibilidad ni la disposicion de la mujer que cursa la fases de puerperio inmediato para
llevar a cabo la lactancia materna, con lo cual la cesarea es un factor que no permite una lactancia confortable, asi
como los problemas de pezon. Mediante educacion para la salud se pretende llegar a una lactancia exitosa en los
diferentes grupos de edad. Sera validado al aflo de la implementacion del proyecto de mejora “Lactancia materna
exitosa” el cual se estara implementando en cuanto sea aprobado.

Tabla 3 Registro de enfermeria del numero de consultas al control prenatal en el servicio de recuperacion -
ginecoldgica realizado en el primer cuatrimestre, 2014. Hospital General de Los Mochis, Dr. Jesis Kumate
Rodriguez.
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Tabla 3 Registro de enfermeria del numero de partos y cesareas en los diferentes tipo de mujeres (primigestas y
multiparas) en el servicio de recuperacion - ginecoldgica realizado en el primer cuatrimestre, 2014. Hospital General
de Los Mochis, Dr. Jesus Kumate Rodriguez.

GESTACION
PRIMIGESTA MULTIPARA
Parto Cesarea Parto Cesdrea Total
10-14 9 3 0 1 13
15-19 166 78 i 53 374
20-24 65 60 136 126 387
25-29 12 21 117 93 243
30-34 2 [ 76 50 134
35-39 0 0 39 25 b4
40-44 0 2 4 [ 12
Mas de 0 0 1 2 3
45
TOTAL 254 170 450 356 1230

10-14 1 1 1 2 1 3 1 3 13
15-19 25 22 27 3 34 33 28 95 119 3714
20-24 1 18 27 31 36 50 45 52 117 387
2529 8 14 8 18 17 12 33 44 89 243
30-34 4 [ 8 9 16 14 18 19 40 134
35-39 1 1 4 5 6 8 9 10 20 64
40-44 0 1 1 0 0 3 0 1 6 12
Mas de [] [] 0 1 0 1 0 1 [] 3
45

Total 50 59 76 95 109 122 136 179 394 1230

Discusiones y conclusiones

Para que la lactancia materna se inicie y establezca debidamente, es preciso que durante el embarazo y el
puerperio las madres cuenten con el apoyo activo, no solo de sus familiares y la comunidad, sino también con la
totalidad del sistema de salud, y que los que se ponen en contacto con las futuras y nuevas madres, estén interesados
por promover la lactancia natural y sean capaces de facilitar la informacion oportuna y poseer un buen conocimiento
de como se mantiene la lactancia, asi mismo dar a conocer los grandes beneficios que tiene la leche materna para el
binomio y tomar en cuenta los factores bio-psico-sociales que puedan interferir en no alimentar al recién nacido.
Concluyendo que la investigacion cientifica es una actividad que va orientada a la obtencion de nuevos
conocimientos y su aplicacion para la solucion de problemas, por ello para el cumplimiento de una lactancia materna
exitosa de acuerdo a la realidad por las vivencias, experiencias y cualidades de cada mujer, ha marcado como
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profesionales de enfermeria a tener una mejor perspectiva en la colaboracion de atender ese aspecto y asi el equipo
de salud garantice su éxito.

Agradecimientos

Agradezco de manera especial a la M.E Narce Dalia Reyes Pérez, de la Escuela Superior de Enfermeria
Mochis por permitirme desarrollar este proyecto en colaboracion de la M.C Laura Elena Reyes Barribas y M.C.L.E.
Luz Ester Verdugo Blanco. Debo agradecer la paciencia, disponibilidad, generosidad para compartir su experiencia y
amplio conocimiento sobre la fabricacion del material de este proyecto. Su colaboracion fue de gran ayuda durante
mi estancia en la cual tuve todo el soporte profesional y logistico para alcanzar los objetivos perseguidos. Muchas
gracias por permitirme vivir una experiencia tan importante para mi formacién como investigador.

Referencias

Deposito de documento de la FAO, nutricion humana en el mundo en desarrollo, capitulo 7 Lactancia materna.
Obtenido de: http://www.fao.org/docrep/006/w0073s/w0073s0b.htm

La ruta de la calidad, Dr. Primitivo Reyes A. obtenido de:http://es.slideshare.net/jcfdezmx2/la-ruta-de-la-calidad-
presentation

Ma. Jestis Geijo, Pediatra de Atencion Primaria C.S Las margaritas Madrid, Noviembre, 2007, Lactancia materna.
Obtenido de:http://www.uv.es/previnfad/sesiones/GpapA10_LM?2

Universia, Espafna: noticias de actualidad, Aspectos historicos de la lactancia materna. Obtenido de:
http://noticias.universia.es/vida-universitaria/noticia/2005/08/17/667103/aspectos-historicos-lactancia-materna.html

427



Tlamati Numero Especial 2 (2014)

Memorias
Meduloblastoma

Gisela Martha Silva (Becario Programa Delfin)

thiago evanl208@live.com.mx

Unidad Académica de Enfermeria No.2. Universidad Autonoma de Guerrero

Dr. Enrique Javier Lopez Aguilar (Asesor)

Centro Médico Nacional Siglo XXI

Resumen

Trabajo realizado con la asignacion de un nifio de edad pediatrica con enfermedad de meduloblastoma,
solo fue el seguimiento de su tratamiento para observar como era su evolucion, conociendo lo que es su enfermedad,
el tratamiento que llevaba, cudles eran sus reacciones y procedimientos realizados. Este paciente iba a su
tratamiento de su 10° quimioterapia de 12° indicadas con esquema ICE (Ifosfamida, Cisplatino y VP16 (Etoposido).
Dando una respuesta favorable a su evolucion. Por ahora el nifio ya curso también su 11° sesion con buena
respuesta al tratamiento, solo en espera a su ultima quimioterapia para después solo ir a citas de rutina esto son 5
arios de vigilancia, cada ario se prolonga mas la cita empezando con mes a mes y asi sucesivamente, después que
hayan pasado los 5 aiios de vigilancia sin ningun dato de alarma o proliferacion del tumor quiere decir que el
paciente esta curado de cancer. El meduloblastoma es un tumor intracraneal de células pequerias embrionarias que
se originan a nivel del cerebelo, estos tumores son grado IV de malignidad.

Palabras clave: meduloblastoma, tumor intracraneal, cerebelo.

Introduccion

El meduloblastoma es un tumor intracraneal de células pequeias en el tejido del cerebro que se forma a
nivel del cerebelo, estos tumores son grado IV de malignidad producen en la mayoria de las ocasiones hidrocefalia,
predominan en edad pediatrica preferentemente en nifos, el cerebelo es el 6rgano encargado de los movimientos,
equilibrio, temperatura, postura etc. para el tratamiento del meduloblastoma se requiere cirugia para extirpar el
tumor, y como medidas coadyuvantes quimioterapia y radioterapia. Cuadro clinico: Cuando presentan hidrocefalia
se suelen manifestar por signos de hipertension endocraneal (Cefalea, nauseas, vomitos).Se debe a una obstruccion
en los ventriculos. Los vomitos suelen ser matutinos. Si se presentan por sintomatologia cerebelosa suelen debutar
con ataxia de tronco y apendicular, por lo que a pueden tropezar o caminar de manera torpe o no coordinada.
También puede estar afectada el habla,los sintomas dependeran del tamafio y de la localizacion del tumor, los nifios
aparecen a menudo cansados, débiles e irritables. Diagnostico, se hace por radiografia de craneo puede evidenciar
signos de HIC (hipertension intra craneal), diastasis de suturas. En la TAC (tomografia axial computarizada)
aparecen como zonas uniformes de alta densidad, que captan homogéneamente el contraste, situados en la linea
media. La RM (resonancia magnética) es superior a la TAC en la identificacion y limitacion del tumor, con imagenes
hiperintensas en T2 que captan gadolinio. La neuroimagen permite evaluar la diseminacion subaracnoidea presente
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en la primera exploracion en el 30% de los casos, y el grado de hidrocefalia asi como controlar la evolucion del
tumor y detectar recidivas. LCR (liquido cefalorraquideo) detectar células malignas. El estudio de marcadores
tumorales en el LCR, especialmente el grupo de las poliaminas, ha demostrado ser util para la deteccion de recidivas
en este tumor. La TAC con mielografia y la RM permiten variar la extension medular de la enfermedad.
Tratamiento, este es complejo debido a la alta malignidad del tumor, su facilidad de difusion a través del espacio
subaracnoidea y al alto indice de recidivas .tratamiento quirargico su objetivo principal es confirmar la naturaleza del
tumor (biopsia) y disminuir la masa tumoral. Un reseccion la mas amplia posible, limitada por las posibles lesiones a
nivel del tronco encefalico, va enseguida de un mejor pronostico. La colocacion de una derivacion ventricular previa
a la intervencion directa del tumor, en los que el grado de hidrocefalia es importante. La RT (radioterapia) es
universalmente aceptada como el tratamiento de eleccion en el meduloblastoma. La QT (quimioterapia se utiliza ya
como tratamiento inicial y especialmente en las recidivas. La variedad de los protocolos utilizados dificulta la
valoracion de los resultados.

Los primeros estudios sobre este tumor condujeron a la teoria que el meduloblastoma se origina de células
primitivas o pluripotenciales halladas en la zona germinativa del velum medular posterior. Estas células migran hacia
arriba y hacia los lados formando la capa granular externa de los hemisferios cerebelosos. El meduloblastoma puede
desarrollarse en cualquier punto de la ruta de migracion, medialmente o lateralmente. De este modo, se encuentra
que el meduloblastoma emerge del techo del IV ventriculo en contacto directo con el liquido cefalorraquideo, el cual
se constituye como su principal via de diseminacion. Este es un tumor embrionario de crecimiento rapido que se
desarrolla en la parte posterior del vermis cerebeloso y suelo neuroepitelial del IV ventriculo de los nifios, raramente
en el cerebelo de los adultos. La diseminacion del tumor puede ocurrir en las superficies meningeas y cisterna magna
y alrededor de la médula espinal. El tumor es sdlido, bien delimitado del tejido cerebral circundante. Es muy celular,
las células son pequefias, con nucleos hipercromaticos, poco citoplasma, muchas mitosis y tendencia a formas
pseudorosetas. Las pruebas de imagen son importantes no so6lo porque la valoracion diagndstica inicial indica el tipo
de cirugia a realizar, que presenta un valor prondstico, sino para el planteamiento terapéutico posterior, teniendo en
cuenta que determinan, entre otras, la diseminacion y el resto tumoral posquirtrgico, factores de riesgo en este
tumor. Una mejor comprension de las caracteristicas biologicas y moleculares del meduloblastoma promete un
cambio dramatico hacia la precision en la estadificacion y el tratamiento tumoral en un futuro préoximo, favoreciendo
atn mas la actual mejora de la supervivencia. Bioldgicamente es un tumor con un rapido indice de crecimiento cuyas
células se diseminan facilmente a través del LCR pudiéndose encontrar ndédulos y placas tumorales en el sistema
ventricular y la cara dorsal de la medula espinal; en ocasiones metastatiza de forma difusa en el espacio subaracnoide
la convexidad. La metastasis supratentoriales en los hemisferios cerebrales son menos frecuente, las metdstasis
sistémicas son posibles y los huesos, los pulmones y los ganglios linfaticos son los mas afectados.

El sindrome de HIC es la manifestacion clinica mas frecuente y se debe a un bloqueo de la circulacion del
LCR a nivel del acueducto y el IV ventriculo. Dada la frecuente situacion del tumor en la linea media de los signos y
sintomas derivados de la afectacion vermiana son dominantes. Los mas constantes son cefaleas, vomitos, papiledema
y ataxia troncal. Los vomitos secundarios a la HIC y/o a la irritacion directa del piso del IV ventriculo pueden ser
recurrentes. La ataxia se manifiesta al inicio como una inestabilidad en la marcha que aumenta progresivamente
hasta llegar a imposibilitarla. Otros signos cerebelosos son los trastornos del habla con palabra lenta y mondtona,
nistagmus, hipotonia, dismetria, temblor. La lateralizacion cefélica es un signo frecuente y sugiere un crecimiento
tumoral a través de la cisterna magna y una herniacion de las amigdalas cerebelosas a través del foramen occipital; el
niflo se resiste a los intentos de movilizacion pasiva. La afectacion de pares craneanos no es frecuente al inicio de la
enfermedad; el papiledema y un VI par secundarios a la HIC son los mas constantes; a medida que progresa la
enfermedad aparecen signos de afectacion del tronco encefalico y la medula. El prondstico viene condicionado
asimismo por la morbilidad producida por el tratamiento. Los efectos secundarios de un tratamiento agresivo son:
dificultades escolares, trastornos de conducta, estatura baja, hipotiroidismo, déficit de hormona del crecimiento,
posibilidades de un segundo tumor, radionecrosis.

Clasificacion, todo meduloblastoma corresponde a un grado IV de la OMS (organizacion mundial de la
salud) (muy malignos). Subtipos histopatologicos: Clasico (90%): células pequefias indiferenciadas empaquetadas de
forma densa con nucleo hipercromatico y células en rosetas de Homer-Wright. Conocido también como "tumor
azul". Apariencia monotona. Desmoplasico (6%): similar al clasico pero con isletas palidas. Mas frecuente en
adultos. El prondstico se cree que es el mismo o incluso mejor al ser menos agresivo. Células grandes (4%): nucléolo
grande, redondo y/o pleomorfico. Mayor actividad mitotica. Los pocos casos reportados fueron personas de sexo
masculino. El mas agresivo de todos.
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Caso clinico; Nino Luis Fernando Colomo Diaz, peso 22 kg., 7 afios 11 meses, 1.18 cm, lugar de
nacimiento y residencia: Tapachula, Chiapas, motivo de ingreso: 10° sesion de quimioterapia, diagnostico:
Meduloblastoma, Procedimientos: 31/08/13. Ventriculostomia, 02/09/13. Qx (cirugia). Para reseccion tumoral 90%,
09/09/13. Traqueostomia, 20/09/13. Interiorizacion del sistema de derivacion y 25/05/14. Cierre de traqueostomia.

Antecedentes; AHF (antecedentes heredofamiliares): madre de 28 afios, casada, catolica, secundaria, ama de casa,
toxicomanias negadas, sana. Padre de 34 afios, casado, catdlico, preparatoria, labora como campesino, tabaquismo
negado, alcoholismo social, sano. Tiene 2 hermanos aparentemente sanos. APN (antecedentes perinatales): producto
de la lera gesta de madre antes 22 afios, embarazo complicado con hiperémesis gravidica hasta los 9 meses de
gestacion, se obtuvo a término de 38 SDG (cesarea), lloro y respiro al nacer, apgar no recuerda, peso: 3.100 kg, talla:
50cm, alta junto con la madre, alimento con seno materno (6 meses). APP (antecedentes personales patoldgicos):
antecedentes alérgicos, quirtirgico, traumaticos y transfusiones interrogadas y negadas, niega hospitalizacion previa
asi como ingesta cronica de medicamentos, transfusiones positivos en padecimiento actual en 2 ocasiones sin
complicaciones, Qx. (+) para reseccion. APNP (antecedentes personales no patologicos): vive en casa propia, todos
los servicios de urbanizacion, convivencia con animales negadas, inmunizaciéon completa, desarrollo psicomotor
adecuado, habitos higiénicos y alimenticios buenos, rendimiento escolar bueno acudia a 2° de primaria.

Meduloblastoma de fosa posterior, inicia su padecimiento el 20/08/13 de manera subita con cefalea frontal
irradiada a zona occipital, de predominio vespertino, marcha ataxica con lateropulsion hacia la izquierda, ataque al
estado general, por lo que se realiza TAC de craneo en su HGZ encontrando tumor en fosa posterior ¢ hidrocefalia,
motivo por el cual es enviado a esta unidad para continuar tratamiento. A su llegada, el 30/08/13 se realiza RM de
craneo donde se confirma tumor de fosa posterior, asi como hidrocefalia e imagenes sugestivas de enclavamiento por
lo que se ingresa cirugia para realizacion urgente de ventriculostomia el 31/08/13. Ingresa a UTIP, donde se
mantiene bajo ventilacion mecédnica y apoyo aminergico, presentando el dia 02/09/13 nuevo ingreso a quirdéfano para
reseccion tumoral reportada del 90%, observando tumor grisiceo y vascularizado con PQ 2013-1057
Meduloblastoma, y el 09/09/13 por intubacion prolongada se realiza traqueostomia. Cursa en el postquirtirgico con
infeccion de herida quirurgica y fistula de LCR, asi como traqueitis con cultivos positivos para S. maltophila, por lo
que se deja manejo antibidtico remitiendo ventriculitis e interiorizando sistema de derivacion el dia 20/09/13, con
buena evolucién, actualmente en condiciones clinicas y hematoinfecciosas para inicio de tratamiento especifico,
motivo por el que se indicdé manejo antimicrobiano remitiendo ventriculitis e interiorizando el sistema de derivacion
el dia 02/09/13 con buena evolucion, por lo cual inicio quimioterapia en octubre del 2013 cursa con neutropenia
grave para lo cual se inicid protocolo de fiebre y neutropenia, 24/10/13 2 ciclo de quimioterapia, 20/11/13 3 ciclo de
QT, 21/11/13 3 ciclo de QT, 19/12/13 4 ciclo de QT, 23/01/14 5 ciclo de QT, 20/02/14 6 ciclo de QT, radioterapia
con DT 200 v, por DVHV 03/04/14 7 ciclo de QT, 06/05/14 8 ciclo de QT, 05/06/14 9 ciclo de QT. En esta
oportunidad ingresa a su 10 de quimioterapia de forma programada, ver figura 1 y 2.

Padecimiento actual; paciente que acude asintomatico, programado de la consulta externa para admision de
su 10° Quimioterapia, con adecuada tolerancia enteral, hemodinamicamente estable, sin datos de respuesta
inflamatoria sistémica, sin contraindicacion clinica ni hematolégica para su inicio. Quimioterapia (ICE),
Carboplatina, 400mg IV diluidos en 200 ml solucioén salina pasar en 1 H, dosis tnica, Ifosfamida.1.6 gr IV diluidos
en 200 ml solucion salina pasar en 1 cada 24 h, por 3 dosis. VP16, 80 mg IV diluidos en 50 ml solucion salina pasar
en 1 cada 24 h, por 3 dosis.

Examenes de laboratorio: Hemoglobina. 11.1, Hematocritos. 37.4, Leucocitos. 2770, NA. 1130, Plaquetas.
391.000, Creatinina. 0.38, Neutrofilos. 1130, Linfocitos. 1000, Sodio (NA). 141.9, Potasio. 3.65, Cloro. 105,
Fosforo. 5.2, Magnesio. 2.59.

Exploracion fisica: Paciente consciente, orientado, Glasgow de 15/15, con alopecia adecuada valoracion de
tegumentos. Craneo con cicatriz quirurgica limpia, trayecto valvular sin alteraciones. Con pupilas isocoricas con
adecuada respuesta a la luz, narinas permeables, mucosa oral bien hidratadas, faringe hiperemica con descarga
retronasal. Cuello con herida cubierta, sin datos de sangrado. Torax con movimiento de amplexion y amplexacion
simétricos bilaterales. Area pulmonar con buena entrada y salida de aire. Ruidos cardiacos ritmicos de buen tono,
ritmo e intensidad. Abdomen blando, depresible, peristalsis presente, con cicatriz quirtirgica sin alteraciones.
Genitales sin alteraciones, extremidades integras con pulsos periféricos presentes.

Salida del hospital: Paciente egresa el dia 07/07/14 asintomatico consciente orientado, con buena evolucion,
el cual termino con su QT sin ningun riesgo de toxicidad o alguna alteracion. Neurologicamente integro, con
adecuada hidratacion y extremidades integras.
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Figura 1. Imagen de TAC de craneo, se muestra Figura 2. TAC de craneo mostrando el tumor
bien delimitado el tumor en la fosa posterior heterogent?o Fiehmltado en fosa posterior con
., edema perilesional
Conclusion

Paciente pediatrico con Dx de Meduloblastoma, con buena evolucion al tratamiento, neuroléogicamente
estable, quimioterapias favorables a su tumor, solo restan las demas quimioterapias para completar su ciclos llevando
11 de los 12 indicados, bastaria corroborar que las quimioterapias han logrado el objetivo de destruir las células
malignas y asi seguir con el protocolo y estar al tanto que el tumor no vuelva a reaparecer. Vigilar la evolucion del
paciente llevaria al cabo de 5 afios citandolo al mes del primer afio de haber concluido el tratamiento con QT, y asi
aumentando un mes por cada afio de vigilancia. Terminando los 5 afios de vigilancia ya seria mas favorable el
pronostico de vida del paciente, aunque no esta intacto a alguna recaida, por el momento la sobrevida del paciente es
buena ya que lograron la reseccion de la mayor parte del tumor con un 90% y con las medidas adyuvantes de la RT y
QT han logrado que no haya residuos del tumor, por el momento el paciente no presenta alguna secuela de las QT
con toxicidad o alguna otra alteracion en su SNC. Las imagenes son de vital ayuda para el tratamiento para el tumor
ya que de estas se guia para saber exactamente su localizacion, el prondstico del tratamiento y el grado de reseccion
tumoral, y el avance a la estadificaciéon tumoral para corroborar si hay resto de residuo tumoral y tener un
diagnostico de sobrevida mas favorable al paciente.
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Resumen

Todos los tipos de cancer, incluyendo los que se dan en la infancia, tienen un proceso patologico comun: las
células cancerosas crecen de forma descontrolada, adquieren tamaiios y morfologias anomalos, ignoran sus limites
habituales en el interior del cuerpo, destruyen células vecinas y, al final, se acaban extendiendo a otros organos y
tejidos. Los tumores cerebrales se encuentran en el segundo lugar de los canceres mas comunes en los nifios, siguiendo
solamente a la leucemia. Los efectos especificos de un tumor cerebral dependen de la posicion exacta en el cerebro.
Una invasion directa en los tejidos normales o una compresion del tejido son las causas usuales de los sintomas. El
conocimiento del cuadro clinico y de los hallazgos radiolégicos, es importante ya que en la mayoria de los casos,
éstos no se diagnostican de una manera oportuna y llegan a los centros de manejo especializados en una etapa
avanzada. El manejo de un nifio con un tumor cerebral debe darse sobre la base de un tratamiento multidisciplinario
en el cual se debe contar con las tres armas estratégicas con las que al momento actual se cuentan: cirugia,
quimioterapia y radioterapia, manejadas todas ellas con los mayores conocimientos y actualizacion con la que sea
posible. En quimioterapia se han logrado avances importantes al entender el comportamiento biologico de estos
tumores lo cual permite dar tratamientos con blancos dirigidos a las diferentes fases del ciclo celular; en radioterapia
el manejo tridimensional de estos tumores, ha ayudado a mejorar las expectativas. Sin duda un avance importante ha
sido el empleo de la quimioterapia metronomica para el tratamiento de los nifios con tumores de tallo cerebral,
combinando varias drogas, a dosis bajas pero continuas, con diferente sitio y mecanismo de accion mejorando la vida
de estos pacientes cerca de 50% a dos afos.

Palabras clave: infancia, tumores cerebrales, conocimiento del cuadro clinico.

Introduccion

Los mecanismos que regulan la muerte celular son esenciales para el normal desarrollo y mantenimiento de
la homeostasia en los tejidos (Ellis RE, Yuan J, Horvitz HR, 1991). Las células crecen controladamente gracias a la
expresion de genes que inducen sefiales de muerte en estadios definidos de diferenciacion y en respuesta a estimulos
fisiologicos determinados (Martin SJ, 1993). Debido a que la apoptosis puede considerarse como un proceso de
eliminacioén de células defectuosas, la desregulacion de los genes que codifican las proteinas relacionadas con la
apoptosis puede ser la causa de desarrollo de diversos tumores (Boise LH, Gonzales-Garcia M, Postema CE, 1993).
Los tumores cerebrales, representan el tipo de tumor sélido, mas frecuente en la edad pediatrica, siendo los segundos
en frecuencia general después del grupo conformado por leucemias y linfomas (Magrath I, Gad-el-Mawla N, Peng HL,
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Spelman S, Camargo B, Petrilli S, Diez, 1993). Los signos y sintomas de la disfuncion neurolégica en un nifio con un
tumor cerebral varian y dependen tanto de la edad y desarrollo del nifio como de la localizacion y origen de la
tumoracion. Es importante siempre mencionar los signos y sintomas, aunque de manera somera, que estos pacientes
presentan, dado que llegan en etapas muy avanzadas de la enfermedad a la unidad de salud, incluso, no son referidos
de manera adecuada en muchos de los casos por los médicos cirujanos, que en las mas de las veces, son los que tienen
el primer contacto con estos pacientes. Debe saberse que no existen signos o sintomas patognomonicos para el
diagnoéstico de un tumor cerebral en pediatria, sino que estos de manera inicial van en relacion al incremento de la
presion intracraneal, la cual puede deberse o bien a una masa que crece y que ocupa espacio o a la obstruccion en la
circulacion de liquido cefalorraquideo. Estos sintomas atribuidos a un lento desarrollo de la presion intracraneal pueden
ser irritabilidad, letargia, vomito, anorexia, cefalea y muy frecuentemente cambios en la conducta. Muchos de estos
tumores se acompafian de alteraciones en la personalidad y es bien conocido que signos y sintomas focalizados no
necesariamente van de la mano a una enfermedad focalizada. De manera similar, una cefalea focalizada acompafiada
de ataxia y cambios en la conducta, pueden todos reflejar un proceso intracraneano generalizado, el vomito puede
presentarse en cualquier tipo de tumoracion, debido al incremento generalizado de la presion intracraneana o bien por
irritacion directa del nicleo vagal o del centro del vomito localizado en el piso del cuarto ventriculo. El vomito puede
ser ciclico y contrario al conocimiento popular, éste generalmente no es en proyectil y puede ocurrir diariamente,
predominantemente por las mafanas y seguidos por un periodo de resolucioén y aunque estos ocurren en la etapa inicial
de la tumoracion, posteriormente pareciera que disminuyen por un acomodamiento de las suturas craneales o por una
adaptacion al incremento de la hipertension endocraneana. Cuando se combinan dos sintomas como cefalea o vomito,
entonces ya es mas sugestivo de una tumoracion, sobre todo si se presentan por la mafiana después de levantarse.
Conociendo ya los principales signos y sintomas que se presentan en estos pacientes, se tiene ya la herramienta basica
para poder diagnosticarlos. Cuando la sospecha clinica lo justifica, el estudio de gabinete de eleccion para establecer
el diagnostico es la imagen de resonancia magnética de craneo que es mas especifica y sensible que la tomografia
computarizada de craneo en la cual pueden no hacerse evidentes algunas tumoraciones sobre todo los gliomas de bajo
grado del tallo donde es dificil la identificacion de la tumoracion por simple estudio tomografico. Ochoa Carrillo FJ
(2011).

Diagnostico, por lo general, los factores que desencadenan el cancer en los nifios no suelen coincidir con los
que lo desencadenan en los adultos, como el habito de fumar o la exposicion a toxinas medioambientales. En contadas
ocasiones, los nifios que padecen determinadas afecciones de origen genético, como el sindrome de Down, tienen un
riesgo incrementado de desarrollar cancer. Asimismo, los nifios que se han sometido a quimioterapia o radioterapia a
raiz de un cancer previo también tienen un riesgo incrementado de presentar otro cancer en el futuro. Los tumores del
SNC son los tumores solidos mas frecuentes en la edad pediatrica, en México la incidencia es de 17 por millon cada
afio y suceden 560 nuevos casos por afio. (Velazquez L, Lopez AE, Fajardo A, 1996). Conociendo ya los principales
signos y sintomas que se presentan en estos pacientes, se tiene ya la herramienta basica para poder diagnosticarlos.
Cuando la sospecha clinica lo justifica, el estudio de gabinete de eleccion para establecer el diagnéstico es la imagen
de resonancia magnética de craneo que es mas especifica y sensible que la tomografia computarizada de craneo en la
cual pueden no hacerse evidentes algunas tumoraciones sobre todo los gliomas de bajo grado del tallo donde es dificil
la identificacion de la tumoracion por simple estudio tomografico.

Tratamiento, todavia en la década pasada, definiamos el riesgo en los pacientes pediatricos con un tumor
cerebral, y con ello el tratamiento que debian recibir, de acuerdo a tres pardmetros: Parametros clinicos. De acuerdo a
la extension de la enfermedad y si existia diseminacion de ésta al neuroeje. Parametros histologicos. De acuerdo al
grado de malignidad, si existia anaplasia o no o necrosis, 6 otros factores de malignidad. Pardmetros radiologicos. Que
con el advenimiento de imagen de resonancia magnética de craneo y neuroeje, nos podian y pueden definir con detalle
el sitio de la tumoracién y estructuras que involucra. A si pues, el tratamiento sin duda, debe ser multidisciplinario.
Participan areas como la neurocirugia, la radioterapia y la quimioterapia, sin dejar a un lado el beneficio que otorga el
manejo de la rehabilitacion y el apoyo emocional asi como la participacion del pediatra y endocrinélogo, sobre todo
¢éste ultimo en los casos en los cuales se desarrolla un cuadro de diabetes insipida, o alteraciones neuroendocrinas
secundarias al procedimiento quirrgico y de radioterapia. 1.-Neurocirugia: es dificil cumplir el principal criterio
oncoldgico quirtrgico —la reseccion de la tumoracion con margenes libres de células neoplésicas- y es que el tejido
adyacente en el cual se origina es tejido funcional, por lo que es importante realizar un buen procedimiento quirargico
sin dejar secuelas neurologicas permanentes. De tal manera que los objetivos que se pretenden mediante la cirugia son
tres: a) Establecer el diagnostico histopatologico; b) Reducir el efecto de masa de la tumoracion que ocasiona
obstruccion con mejoria en la circulacion de liquido cefalorraquideo y c¢) Potencialmente buscar la cura del paciente
mediante la reseccion completa o, cuando esta no es posible, remover la mayor cantidad de tumor logrando una cito-
reduccion quirtrgica. El advenimiento del microscopio quirurgico ha permitido mejorar la habilidad del neurocirujano
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para desarrollar una microdiseccion extensa del tumor sin comprometer estructuras cerebrales funcionales reduciendo
la morbilidad y mortalidad de estos pacientes. 2.- Radioterapia: Esta modalidad terapéutica es frecuentemente utilizada
en el manejo de los niflos con tumor cerebral. Biologicamente la radiacion ionizante interactia intimamente con el
DNA celular el cual es afectado directa e indirectamente después de la ionizacion intracelular, lo cual producira
radicales libres causando dafio al DNA. El dafio celular se puede observar durante los siguientes intentos de duplicacion
de la célula tumoral impidiendo la supervivencia de la clona celular eliminando el potencial de ésta de seguir creciendo
y mandar metastasis. 3.- Quimioterapia: Existen varios esquemas hoy en dia para el manejo de los tumores cerebrales.
Para los astrocitomas de alto grado actualmente se estan empleando esquemas conteniendo nitrosureas, con la
incorporacion de ifosfamida, el carboplatino y el etoposido. Para los meduloblastomas se ha demostrado la utilidad del
carboplatino y el etoposido, asi como una mejoria en la sobrevida al incorporar una tercera droga que es la ifosfamida
en el clasico esquema de ICE. Temozolamida que es un agente alquilante oral de segunda generacion con amplio
espectro de actividad antitumoral.

Presentacion de caso clinico, se presenta Brandon Salas Nieves, paciente de 3 afios con 7 meses de edad,
quien es diagnosticado con Tumor difuso de puente con extension a mesencéfalo. Ingresa el dia 17 de diciembre del
2013 por padecimiento consistente en 15 dias con marcha ataxica e incoordinacién motriz, con lateropulsion izquierda,
la cual aumenta en intensidad de acuerdo a lo referido por la madre en los tltimos dias, presentando hemiparesia
izquierda, con dificultad para enfocar objetos y cefalea persistente. Se realizd la historia clinica con la ayuda de una
encuesta a la madre del paciente y con apoyo del expediente clinico, donde intervienen los servicios de pediatria,
oncologia, e infectologia. Se le hizo la toma de una Tomografia Computarizada y radiografia de torax. Se reporta
paciente delicado si ser candidato a cirugia. Pese a manejo de quimioterapia (7/12) con ICE mas temozolamida y
radioterapia (por 30 dias a un mes de haber iniciado la quimioterapia) el tumor permanece sin ningiin cambio ni
disminucion aparente. Se encuentra con estabilidad hemodinamica y sin datos de respuesta inflamatoria, con
hemocultivos negativos. Prondstico reservado a evolucion, actualmente estd vivo, con ocho meses de seguimiento sin
progresion.

Figura 1. Radiografia de torax, sin aparente alteracion en ambos pulmones

Discusion

Las nuevas direcciones en el tratamiento de los tumores cerebrales
apuntan hacia un manejo multidisciplinario incorporando varias estrategias
terapeuticas e individualizando los casos segun sea la estirpe histologica de la
tumoracion, la localizacion, la extension, la edad del paciente y el
comportamiento biologico de la misma. Es evidente que el plantear una estrategia
terapéutica para un nifio con un tumor cerebral, va mucho mas alld de la
simplicidad de una valoracion sustentada en elementos radiologicos e histologicos exclusivamente, sino que requiere
de un estudio integral e individualizado en cada caso, tanto desde el punto de vista clinico, como radiologico,
histologico y molecular, con el fin de entender a fondo su comportamiento bioldgico y a partir de ese momento, dirigir
de una manera mas adecuada, un tratamiento especifico y personalizado a cada nifio. En la etiologia de los tumores
infantiles, al contrario que en el adulto, existe una menor interaccion entre factores genéticos y ambientales. En cuanto
a los factores genéticos predisponentes para desarrollar un tumor cerebral, el 4% de los tumores cerebrales se asocian
a sindromes hereditarios o enfermedades genéticas multifactoriales. (Asociacion Espafiola de Pediatria, 2008). Los
factores de mal pronoéstico ya conocidos son: edad menor de tres afios, ya que estos pacientes no se les puede ofrecer
radioterapia, asi como localizacion e histologia (Lopez Aguilar ef al, 1994). Los indicadores histologicos de anaplasia,
y por lo tanto de malignidad, son: proliferacion vascular y presencia de necrosis (Bailey P, Cushing H, 1996).

Conclusion

Ante lo ya expuesto, es trascendental conocer que cada paciente con un tumor cerebral, tiene un
comportamiento diferente, por lo que es imperativo el intentar individualizar tratamientos y de esta forma poder brindar
una estrategia terapéutica especifica a cada paciente, de acuerdo al comportamiento bioldgico del tumor que presenta;
se quiere mejorar la sobrevida y calidad de vida de los nifios al ajustar estrategias terapéuticas de una manera mas
adecuada, razonando el empleo de nuevas drogas, como los antiogénicos. El conocimiento de los factores prondsticos,
permite adecuar el tratamiento a los pacientes con cancer. A pesar de que se conocen algunos factores pronosticos,
contintia habiendo un grupo de pacientes con evolucion desfavorable, por lo que es importante determinar los factores
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que llevan a un peor prondstico y de esta manera diferenciarlos y tratarlos de una manera mas intensiva. En la mayoria
de los casos, los canceres infantiles se desarrollan a raiz de mutaciones (o cambios) no heredadas en los genes de unas
células que todavia estan en proceso de crecimiento. Puesto que estos errores ocurren al azar o de forma impredecible,
no hay ninguna forma eficaz de prevenirlos. Es posible que un pediatra detecte algunos de los primeros sintomas del
cancer en la revision médica periodica de un paciente. De todos modos, algunos de estos sintomas (como fiebre,
ganglios linfaticos inflamados, infecciones frecuentes, anemia o moretones) también son propios de infecciones a otras
afecciones que son mucho mas frecuentes que el cancer. Por este motivo, es légico que tanto los pediatras como los
padres sospechen otras enfermedades propias de la infancia cuando aparecen los primeros sintomas de cancer. El
tratamiento del cancer en los nifios puede incluir la quimioterapia, la radioterapia y la cirugia, en cada caso dependera
del tipo de cancer, asi como de su agresividad, lo extendido que esté y la edad del niflo. El diagndstico y tratamiento
del cancer infantil es un proceso largo que se asocia a efectos secundarios, tanto a corto como a largo plazo. Pero,
gracias a los avances médicos, cada vez hay mas nifios con cancer que completan el tratamiento con éxito y que pueden
abandonar el medio hospitalario y crecer como cualquier otro nifio. Actualmente, algunos grupos han logrado encontrar
células madre en tumores cerebrales y se han logrado cultivar tanto de tejido cerebral sano como tumoral, con
diferencias en la expresion de antigenos (Shingh SK, Clarke ID, 2004). Fue posible identificar subploblaciones
celulares concretas dentro del tumor cuando a nivel clonal se transplantaban en el cerebro de ratones
inmunodeficientes. La aportacion de los tumores cerebrales ha sido decisiva a la hora de aceptar la existencia de células
madre tumorales. Shingh et a/ (2004). El crecimiento de las células madre tumorales se identifica mediante la
formacion de neuroesferas y en algunos estudios se ha demostrado que la formacion de estas en tumores malignos
tiene un gran peso pronodstico, de tal manera que aquellos que tiene mayor formacion de neuroesferas indican rapida
progresion tumoral y muerte a corto plazo, independientemente de la edad y género.
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Resumen

Las notas de enfermeria que realiza el personal en los diferentes servicios. Son un resumen de la veracidad
de datos y de la dimension legal, al igual que la historia clinica es un documento con capacidad demostrativa por
excelencia, objeto de andlisis e investigacion dentro de la responsabilidad profesional, es aconsejable que el
personal de enfermeria ejecuten no solamente las notas de aquellos pacientes que consideren criticos sino, también
los otros registros de enfermeria como el control de liquidos, de medicamentos, de signos vitales, etc., teniendo en
cuenta el cuidado de enfermeria, que es la constancia escrita del acto de cuidado (Romano 2010). Con la finalidad
de mejorar la calidad de vida del paciente se aplico un: Estudio cualitativo, observacional, prospectivo y
longitudinal. Metodologia: Se trabajo en el area de UCI mediante un diario de campo en el cual se hizo una
Jjerarquizacion de problemas en dicha drea, el diagrama de causa — efecto (Ishikawa) se obtuvo una matriz
priorizacion dando a este problema una puntuacion con ello se aislo el problema, con el diagrama de Pareto se
asigno un orden de prioridades, unicamente se trabajo con una sola, Enlace de turno. Conclusiones: En la
actualidad una de las grandes problematicas del hospital es el enlace de turno, en los diferentes servicios, en este
caso centramos nuestra atencion a la UCI por ser un drea de cuidado critico requiere de una mayor organizacion y
comunicacion de manera especifica entre los profesionales de enfermeria que estan a cargo de los pacientes, debido
a que se encuentran normalmente o totalmente dependiente de las acciones y decisiones que se tomen durante el
turno, es por eso que la comunicacion y vigilancia continua debe ser mediante una documentacion eficiente.
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Introduccion

El presente trabajo evidencia la falta de continuidad del cuidado proporcionado por el profesional de
enfermeria mediante los registros incompletos de las notas de enfermeria que realiza en los diferentes servicios. Los
expedientes clinicos son documentos que se elaboran a todo paciente al ingresar a una institucién de salud, debe
contener datos generales y especificos de la enfermedad, entre ellos el diagnostico del paciente, historia clinica,
observaciones, etc. por lo tanto es un documento médico-legal clinico, con base en ¢él, todo paciente tiene la
oportunidad de utilizarlo como un respaldo en caso de que se presente una negligencia médica. Uno de los
documentos mas importantes que contiene el expediente clinico son los registros de enfermeria (Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez, 2012). Las notas de enfermeria son un resumen la veracidad de los datos y desde la
dimension legal, objeto de analisis e investigacion dentro de los procesos de responsabilidad profesional, es
aconsejable que los enfermeros diligencien no solamente las notas de enfermeria de aquellos pacientes que
consideren criticos sino, también los otros registros como el registro del control de liquidos, de medicamentos, y de
signos vitales, teniendo en cuenta el cuidado de enfermeria, que es la constancia escrita del acto de cuidado no
solamente refleja el ejercicio profesional sino es la prueba de los lineamientos humanos, éticos, técnicos y cientificos
desarrollados (Chavarro, 2011)

En las “notas de enfermeria” se escriben las observaciones hechas por la enfermera y la manera como
proporciona los cuidados al paciente. Sirven para registrar cinco clases de informes: medidas terapéuticas aplicadas
por diversos miembros del equipo profesional, medidas terapéuticas ordenadas por el médico y aplicadas por el
personal de enfermeria (Jiménez, 2010). El Observatorio Regional establecié en 2010 un Plan de Riesgos Sanitarios
donde se fijo un objetivo general que desarrolla a través de 6 objetivos especificos de actuacion, siendo el quinto
«Desarrollar herramientas para la identificacion y valoracion de los riesgos relacionados con la asistencia sanitariay.
Estas herramientas, de acuerdo con lo establecido por las diferentes estrategias tanto nacionales como
internacionales, son dos: el analisis causa raiz (ARC) y el analisis modal de fallos y efectos AMFE (Observatorio
Regional, 2010). Posteriormente, en 2011, el mismo organismo ha publicado el documento «Estrategia de seguridad
del paciente 2011-2012» en donde establece, «promover y compartir el AMFE de los procesos clinicos y de servicios
clinicos criticos en seguridad del paciente» (Observatorio Regional, 2011).

Los servicios de UCI se caracterizan por usar siempre los equipos de ultima tecnologia, lo que ha
ocasionado que se confie estrictamente los datos clinicos que arrojan estos equipos y se deja como menos
importante la busqueda de datos desde la humanidad del paciente y la comunicacion terapéutica con €l y su familia.
Adicionalmente la situacion econdmica y la crisis hospitalaria nacional, han ocasionado que la carga laboral sea
mayor y el nimero de pacientes por cada Enfermero exceda (Rivera, 2012). Con la finalidad de mejorar la calidad de
vida del paciente se aplicd un: Estudio cualitativo, observacional y prospectivo, con un enfoque antropoldgico de
sombra.

Metodologia

Se realizd un estudio de abordaje descriptivo, con metodologia cualitativa, de corte longitudinal y
prospectivo. Para la recoleccion de la informacion se utilizo el “diario de campo” basandose en la etnografia que es
un método de investigacion que consiste en observar para asi poder contrastar lo que la gente percibe y hace, es una
de las herramientas de investigacion. En la investigacion se tomé una muestra no probabilistica de 7 enfermeras con
perfil deseado, que laboraran en el area de Cuidados Intensivos, donde relucieron los problemas de del area, se hizo
una jerarquizacion de los problemas, el diagrama de causa — efecto (Ishikawa) se obtuvo una matriz priorizacion
dando a este problema una puntuacion con ello se aislo el problema, con el diagrama de Pareto se asigno un orden de
prioridades, inicamente se trabajo con una sola, Enlace de turno.

Resultados
Registros de enfermeria: Durante la estancia en el Hospital General “Dr. Jesis Kumate Rodriguez” se

observod que el servicio carecia de una buena organizacion y comunicacion entre el personal de enfermeria que labora
en el area de UCI, con el seguimiento antropoldgico se observo la falta de comunicacion entre el personal enfermero

437



Tlamati Numero Especial 2 (2014)

tanto verbal y de manera formal por escrito, maxime que es un area que cuenta con pacientes en estado critico,
entregaban pacientes no detallando de manera general como lo dejaban, tinicamente decian: —te entrego al paciente,
tiene una sol. Mixta de 1000 para 24 horas, tiene control de liquidos, aplicacion de medicamentos y cuidados de
enfermeria.

Esta es una situacion de alarma, donde pueden presentarse eventos adversos, que se conviertan en sucesos
punitivos, con consecuencias legales, que puedan privar de la libertad al personal de enfermeria. En la figura 1 se
puede observar el tinico formato que se tiene para el enlace de turno (formato de eventos adversos a medicamentos),
no es de gran utilidad debido a que no se detalla por completo el estado de salud del paciente, solo es utilizado
cuando ocurri6 una reaccion de medicamento en un paciente. Y esto no nos permite dar un mayor seguimiento al
estado de salud. En los casos en donde no ocurrié evento alguno no es utilizado el formato y se puede apreciar que
no va firmado ni dirigido a nadie, en cuanto al trabajo del departamento de calidad no supervisa por completo el area
y con ello pasan por desapercibidos estos eventos, solo se archivan.
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Figura 1. Formato de eventos adversos a medicamentos en el area de UCI

Ambiente de trabajo: En cuanto al ambiente que se manifiesta por parte del personal de enfermeria de los
diferentes turnos es inadecuado, y se pudo observar que uno de los turnos con mayores conflictos era el turno
Matutino, el personal que trabaja en este turno manifestaba muchas quejas de los demas compaieros de los turnos
(vespertino y nocturno). Se pudo escuchar como las enfermeras se quejaban del personal Nocturno: los de la noche
se creen perfectos, dicen que no dejan pendientes pero todo el trabajo lo hacemos nosotros.

De acuerdo a lo observado todo el personal que labora en dicha area evade las quejas para evitarse de
problemas y segun ellos “llevar la fiesta en paz”, para que haya una mayor responsabilidad de labores no hay algo
que justifique ni mucho menos que sea de valor legal para recalcar las funciones de cada turno, tal vez en el turno
Matutino se ve indiferencia con los demds turnos porque es en donde se realizan mayores labores, pero como
personal de enfermeria se tienen que cumplir, se tiene que brindar una calidad y un cuidado holistico hacia el
paciente tanto consciente como inconsciente. Lamentablemente es una problematica grave, se tiene que establecer un
documento para que no haya quejas y asi cada turno pueda hacer lo que le corresponde sin tener una comunicacion
inadecuada. En dicha area se tiene que hacer la diferencia de los demas servicios porque es ahi en donde presentan
los pacientes mas graves y sin una comunicacion eficaz entre el personal no se le puede otorgar una buena calidad de
salud y asi una rapida mejoria. Todo esto con la finalidad de que no se presenten “problemas” tanto en la medicacion
como en los cuidados brindados por enfermeria, no tiene que haber fallo de error, algunos de los pacientes ahi
internados dependen totalmente del personal, y es ahi donde no hay error.

La enfermeria tiene que caracterizarse por ser una disciplina y por brindar un cuidado holistico hacia
quienes lo necesitan y dependen de esto, hoy en dia se caracteriza por la prepotencia de algunos trabajadores del
sector salud, y poco a poco se pierde la disciplina, se tienen que buscar nuevas estrategias para que no se pierda y asi
poder conservar lo que se le atribuye a enfermeria.
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Discusion

Segun el Sistema Integral de Calidad los usuarios tienen derecho a los servicios de salud y a contar con una
atencion de calidad, con calidez y seguridad, es denominado por SICALIDAD como el proceso de Acreditacion y
Garantia de Calidad, que en concordancia con la Certificacion de establecimientos de salud forma parte del
aseguramiento de la calidad, bajo criterios técnicos destinados a elevar la calidad de las unidades médicas, en lo que
concierne a calidad, capacidad y seguridad. Vargas menciona que las notas tienen que ser fuente constante de
informacién para las enfermeras. Para ellas, los escritos bien disefiados y redactados con precision seran de valor
inestimable para un abogado defensor y proporcionaran pruebas ante los tribunales, ante una demanda. Existe duda
de la calidad de los registros; en ellos, la causa mas omitida es la relacionada con la mejoria del paciente. La
NORMA Oficial Mexicana NOM-004-SSA3-2012, Del expediente clinico. Tiene como propdsito establecer con
precision los criterios cientificos, éticos, tecnoldgicos y administrativos obligatorios en la elaboracion, integracion,
uso, manejo, archivo, conservacion, propiedad, titularidad y confidencialidad del expediente clinico, el cual se
constituye en una herramienta de uso obligatorio para el personal del area de la salud, de los sectores publico, social
y privado que integran el Sistema Nacional de Salud.

Norefla menciona que se han encontrado estudios en donde la comunicacion en el hospital es deficiente,
siendo el personal de enfermeria la receptora de la confianza, dudas y preguntas sobre la informacion que el paciente
recibe sobre su proceso, si bien el estado emocional del paciente es distinto al momento de su internamiento y
cuando la enfermera intercambia experiencias con los pacientes, se propicia un ambiente de confianza y estabiliza su
estado emocional, en un ambiente tranquilo Jiménez comenta que en general las notas de enfermeria sirven para
registrar cinco clases de informes: medidas terapéuticas aplicadas por diversos miembros del equipo profesional,
medidas terapéuticas ordenadas por el médico y aplicadas por el personal de enfermeria, medidas planeadas y
ejecutadas por la enfermera que no fueron ordenadas por el médico, conducta del paciente y otras observaciones en
relacion con su estado de salud y respuestas especificas del paciente al tratamiento y los cuidados. Segun Cortez
explica que las notas de enfermeria son un documento legal, y formal elaborado por la enfermera. El registro de
enfermeria contiene informacion veraz del PAE, que evidencia con precision toda la asistencia profesional.

Rodriguez define que la gestion clinica hospitalaria requiere aplicar conocimientos del ambito clinico y
gerencial para desarrollar sus 2 pilares fundamentales: la gestion médica de “curar” y la gestion de Enfermeria de
“cuidar”, dichos ejes o pilares de la atencion sanitaria son ademas enriquecidos con la participacion de otras
disciplinas que ofrecen respuestas a los problemas de salud de la poblacion, dandole el caracter multidisciplinario al
proceso de atencion de salud de acuerdo a las necesidades del individuo, familia y/o comunidad. Pérez plantea que la
enfermera en el ambito hospitalario, se encamina al cuidado directo de los pacientes a cargo y conjuntamente la
realizacion del correspondiente registro de notas de enfermeria que evidencia la aplicacion del proceso, garantizando
la continuidad del cuidado; adicionalmente el profesional realiza actividades de tipo administrativo que hacen parte
de este mismo proceso. Los registros de las notas de enfermeria son de gran importancia tanto para el
enriquecimiento de la disciplina, como en el mantenimiento de las actividades propias del area, es al paciente a quien
se le satisfacen sus necesidades por medio de las intervenciones de cuidado integral y finalmente para la institucion
prestadora de servicios para brindar una atencion de calidad, ofertada por los profesionales del equipo de salud en el
que se encuentra laborando el profesional de enfermeria. En general las notas de enfermeria sirven para registrar las
medidas terapéuticas indicadas por el médico y realizadas por la enfermera y las medidas planeadas y ejecutadas por
personal de enfermeria, las notas de enfermeria debe elaborarse por el personal en turno, segun la frecuencia
establecida en base a las normas de la Institucion y las indicaciones médicas de diagndstico y tratamiento.

Rivera sefiala que los servicios de UCI se caracterizan por usar siempre los equipos de ultima tecnologia, lo
que ha ocasionado que se confie estrictamente los datos clinicos que arrojan estos equipos y se deja como menos
importante la busqueda de datos desde la humanidad del paciente y la comunicacion terapéutica con €l y su familia.
Adicionalmente la situacion econdmica y la crisis hospitalaria nacional, han ocasionado que la carga laboral sea
mayor y el nimero de pacientes por cada Enfermero exceda.

Conclusiones

La mayor parte del personal de enfermeria que labora en el area de UCI, carece de una buena comunicacioén
dejando asi deficiente en este aspecto al area, con ello tenemos que, por tal motivo es un factor predisponente para un
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mal enlace de turno, por eso se busca implementar estrategias para asi mejorar en este aspecto y el paciente tenga una
recuperacion pronta, asi mismo sabemos que como personal de enfermeria el paciente inconsciente nos puede
escuchar y tiene la sensacion de dolor. Por tal motivo se implement6 una bitacora y un registro de enlace de turno
para con ello dar mayor seguimiento y tener documentado la evolucion del paciente consciente e inconsciente.
Actualmente vivimos en una sociedad en donde contamos que la comunicacion eficaz dia con dia se pierde y hace a
que todos nos acostumbremos a no tener una comunicacion adecuada, con ello desde nuestra formacion como
personal de enfermeria se nos implementaron estrategias para hacer la diferencia de toda la sociedad y nos
conduzcamos adecuadamente. En nosotros licenciados en Enfermeria que estamos en plena formacion cabe hacer la
diferencia para que en este pais seamos reconocidos como lo que somos y no como la demas sociedad nos etiqueta.
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Resumen

El cancer de prostata (CaP) es de las causas mds importantes de muerte en individuos de edad
postproductiva en el estado de Nayarit. La angiogénesis es crucial para el desarrollo y metdstasis
del CaP y el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es el mediador clave en este
proceso. En estudios epidemiologicos e in vitro se ha asociado su sobreexpresion con el
crecimiento y progresion del CaP. El polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) -1154 G>A se ha
asociado, en diferentes poblaciones, con alto riesgo de desarrollar CaP; en poblacion mexicana
se carecen de estudios. El presente proyecto determinara las frecuencias genotipicas y alélicas del
SNP -1154 G>A (rs1570360) del gen de VEGF con el fin de identificar un marcador de desarrollo
de CaP en la poblacion mestizo-mexicana del occidente del pais.Previo consentimiento informado
se seleccionaron del Hospital General de Zona 1 Tepic a 604 pacientes con diagnostico
histopatologico de CaP y 70 controles, durante el periodo 2013-2014. De acuerdo a los Codigos
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v Normas Internacionales vigentes para las Buenas Practicas en la Investigacion Clinica se les
extrajo una muestra de sangre periférica. Se realizo la extraccion de gDNA mediante el kit
DNAEasy (Invitrogen) y se efectud la genotipificacion del SNP de interés mediante PCR en tiempo
real utilizando el sistema TagMan 5° (Applied Biosystems).Hasta el presente, de las 674 muestras
de sangre periférica recolectadas, se ha extraido el gDNA a 214. Mediante PCR en tiempo real se
ha identificado que el 62.92% son homocigotos para el alelo G y 7.86% para el alelo A, mientras
que el 29.21% son heterocigotos (G/A) para dicho polimorfismo. EI SNP -1154 G>A puede ser
un marcador clave en la deteccion temprana de CaP.

Palabras clave: Cancer de prostata, SNP, VEGF,

Introduccion

El cancer de prostata (CaP) es una de las neoplasias malignas mas frecuente en los hombres
y se incrementa conforme aumenta la edad. En el estado de Nayarit representa una importante causa
de muerte con una tasa actual de 24.1% del total de defunciones registradas por cancer reportadas
por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en el 2012. En las primeras etapas de
la enfermedad, el cancer se limita a la prostata y no suele ser mortal. Su desarrollo se debe
principalmente a la liberacion de factores especificos capaces de estimular el crecimiento de los
vasos sanguineos, la angiogénesis. En 1971, Folkman publicé en el "New England Journal of
Medicine" la hipotesis de que el crecimiento del tumor depende de la angiogénesis y, junto con sus
colaboradores, proporciono evidencia de la dependencia del crecimiento del tumor sobre la
neovascularizacion basandose en su estudio realizado en cornea de ratones, not6 que el crecimiento
tumoral en la cérnea avascular procede lentamente a una velocidad lineal, pero después de la
vascularizacion, el crecimiento del tumor es exponencial. De ello, en 1989, una vez establecida la
importancia de la angiogénesis y sus implicaciones en el desarrollo del cancer, Napoleone Ferrara
identifico el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) otorgandole el rol de principal
mediador en el proceso angiogénico. Su efecto esta mediado por tres por tres receptores con
actividad tirosina-cinasa; VEGFR-1(Flt-1), VEGFR-2 (KDR-Flk-1) y VEGFR-3 (FIt-4).
En tejidos prostaticos normales generalmente no expresan VEGF. Sin embargo, en un estudio
inmunohistoquimico del material incluido en parafina de 55 canceres de prostata se encontrd un
aumento significativo de la expresion de VEGF entre los pacientes con progresion tumoral y
aquellos sin progresion tumoral. De alli se demostré que VEGF se correlaciona con el estadio del
tumor, grado y el resultado clinico.
El gen que codifica para VEGF se encuentra en el cromosoma 6p21.3, y contiene ocho exones
separados por siete intrones. Se han descrito varios polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) en
el gen VEGF algunos de los cuales se ha demostrado que afectan a la expresion del gen. Debido a
una substitucion en un aminoacido que puede alterar la funciéon de una proteina o producir un
procesamiento alterado (splicing). Entre estos SNPs se encuentra en SNP -1154 G / A, donde el
alelo G incrementa en la transcripcion de VEGF y se relaciona con un incremento en el riesgo de
desarrollar cancer. Esto de acuerdo a varios estudios epidemiologicos desarrollados en China donde
se realizd un meta-analisis de 7071 casos de cancer y 7.693 controles procedentes de 16 estudios
de casos y controles publicados. Dicho estudio reveld una asociacion entre dicho polimorfismo y
el riesgo de desarrollar cancer. Sin embargo, en poblacion mexicana se carecen de estudios que
indiquen una relacion entre este SNP y el CaP. Por ello, el presente trabajo pretende implementar
estrategias para la identificacion temprana de los individuos con riesgo a desarrollar CaP en base a
su asociacion con el ya mencionado SNP vy, asi determinar el pronostico y decidir el mejor
tratamiento a emplear.
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Material y Métodos
Poblacién de estudio
Con previo consentimiento informado y de acuerdo a los Codigos y Normas Internacionales
vigentes para las Buenas Practicas en la Investigacion Clinica, del Hospital General de Zona 1
Tepic se seleccionaron a 604 pacientes con diagnostico histopatoldgico de CaP y 70 controles que
cumplieran con los criterios de inclusion previamente establecidos, durante el periodo 2013-2014.
Criterios de inclusion
Edad: mayor de 45 afos
Masculino
Con diagnostico histopatoldgico de CaP o sin antecedentes de prostatitis (controles)
Mexicanos por nacimiento, en caso de ascendencia extranjera, con un minimo de tres
generaciones después del mestizaje
No emparentados
Que acepten participar en el estudio
Que sean atendidos en el Hospital General de Zona 1 Tepic
Criterios de exclusion

» Menores de 45 aflos

» Extranjeros, o con un mestizaje menor a tres generaciones

» Que no acepten participar en el estudio

VVY VVVYYVY

Criterios de no inclusion
» Muestra insuficiente
» Muestras contaminadas
» Expediente clinico incompleto

Metodologia

Extraccion de gDNA

Mediante una muestra de sangre periférica se realizo la extraccion del gDNA mediante el kit
DNAEasy (Invitrogen). Donde, primeramente, se homogenizaba la muestra para después pipetear
350 pl de la muestra sanguinea en un tubo de microcentrifuga. Se afiadieron 500 pl de solucion A
al tubo se mezclaba suavemente con las manos y se dejaba incubando por 6 minutos a 65°C. Pasado
ese tiempo se quitaba la muestra del bloque de calor y se a mezclaba suavemente con las manos Se
afiadieron 900 microlitros de cloroformo y se agitaba vigorosamente en el Vortex 2. Asegurando
que la muestra se mezclara completamente. Ahora, se afiadian 200 ul de solucién B y agitaba
brevemente en el Vortex 2. Se procedia a centrifugar la muestra a maxima velocidad en la
microcentrifuga durante 10 minutos a temperatura de 4°C. Se pipeteaba la fase clara acuosa a un
nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. donde se anadian 800 pl de etanol al 100% a temperatura
ambiente y mezclaba por inversion hasta que se formara un precipitado, se volvia a centrifugar a
maxima velocidad en una microcentrifuga durante 6 minutos a temperatura de 4°C. Se decantaba
el sobrenadante y afiadia 1 ml de etanol 70 % y centrifugar a maxima velocidad en una
microcentrifuga durante 2 minutos a 4°C para decantar el sobrenadante y volver a centrifugar a
maxima velocidad en una microcentrifuga durante 1 minuto a 4 °C. Se eliminaba el etanol residual
con una pipeta e invertir los tubos para secar. Después, se afiadian 100 o 40 ul de Bufer T
dependiendo de las caracteristicas de la muestra y el volumen después se mezclaba con una pipeta
y centrifugaba de forma rapida a menos 4° C por 1 minuto, para posteriormente incubar a 65 © C
durante 8 minutos y, por ultimo, ejecutar gDNA en un gel de agarosa para comprobar el tamafio y
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el rendimiento y mediante espectofotometria en el equipo Epoch™ cuantificar su pureza y cantidad
presente de gDNA.

Genotipificacion

La genotipificacion se llevd a cabo utilizando el sistema de sondas TagMan 5’ de Applied-
Biosystem mediante qPCR. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 15 pl, con
una concentracion de gDNA de 100 ng/uL. Dichas reacciones se iniciaron a 60°C durante 30
segundos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 10 minutos y 15 segundos con extension final de
60°C durante 1 minuto y 30 segundos. Posteriormente, se analizaron con el programa StrepOne™
Software v2.3. Durante dichas reacciones cada sonda MGB TaqMan® hibrida de manera especifica
con su secuencia complementaria entre los emplazamientos de ambos cebadores, al igual que lo
hacen los cebadores. Después la enzima AmpliTaq Gold® DNA Polymerase extiende la hebra a
partir de los cebadores hibridados sobre el molde de DNA genomico y rompiendo las sondas que
se han hibridado con su secuencia diana separando fisicamente los fluorocromos del apantallador,
lo que aumenta la fluorescencia de éste. Dicha fluorescencia es medida por el equipo vy,
posteriormente, reportada mediante un Plot de discriminacion alélica (Figura 1).

Resultados

Hasta el momento, se han recolectado 674 muestras de sangre periférica (casos y controles) de las
cuales se ha extraido el gDNA a 214. De estas 214 muestras, mediante PCR en tiempo real, se ha
identificado que el 62.92% de los pacientes son homocigotos para el alelo G, el 7.86% para el alelo
Ay el 29.21% son heterocigotos (G/A) para dicho polimorfismo.

Adlelic Discrimination Plot
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Figura 1. Plot de discriminacion alélica del SNP -1154 G>A con rs1570360. A lo largo del eje horizontal se
agrupan las muestras positivas para el alelo A (puntos color rojo), en el eje vertical se observan las muestras
positivas para el alelo G (puntos color azul), y de forma diagonal se agrupan las muestras hetorocigotas A/G
(puntos color verde). Todo ello de acuerdo a la intensidad de fluorescencia que presentaron.
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Grafica 1. Porcentaje alélico del SNP -1154 G>A de los resultados obtenidos hasta el momento.

Discusion

El presente trabajo aun no ha concluido y es por ello que no se puede establecer relacion de la
presencia y/o severidad del CaP con el SNP -1154 G>A. No obstante, de acuerdo a lo reportado en
los estudios epidemiologicos consultados en conjunto con el porcentaje actual de la presencia de
cada uno de los alelos de dicho polimorfismo se puede ir apreciando una ligera idea acerca de cual
de ellos seria un posible marcador del desarrollo del CaP en la poblacion mestizo-mexicana del
occidente del pais.

La siguiente etapa del estudio involucrara el analisis de los resultados con la ley del equilibrio de
Hardy-Weinberg y la junto a la realizacion de la separacion entre los porcentajes de los casos y los
controles, asi como las comparaciones mediante la prueba de X? donde se determinaran los odds
ratio y los indices de confianza (con 95% de certeza). Todo ello con la finalidad de determinar cual
de los alelos puede ser el marcador determinante para el CaP.

Conclusion

Con los resultados obtenidos hasta el momento se puede sospechar que le SNP -1154 G>A presenta
un interesante y muy parecido a lo encontrado en la bibliografia. Por tanto, se sospecha que dicho
polimorfismo puede ser un posible marcador para la deteccion temprana de CaP.
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Resumen

La glutamina (Gln) es el aminodcido mas abundante en el plasma sanguineo. En el sistema nervioso central
(SNC), la GIn es precursora del glutamato (Glu) y GABA, principales neurotransmisores, excitador e inhibidor,
respectivamente. El ciclo Glu/Gln describe la relacion que existe entre las terminales sindapticas glutamatérgicas y las
células gliales circundantes: los transportadores gliales de Glu retiran la mayor parte de éste de la hendidura
sinaptica, la glutamina sintetasa lo transforma a Gln, misma que al acumularse es transportada junto con el ion sodio,
segun a sus gradientes de concentracion, hacia el exterior de las células gliales. En el espacio extrasindptico la Gln
es capturada por las neuronas y reconvertida a Glu. Los transportadores de Gln son elementos importantes para el
reciclaje del glutamato en el SNC. El sistema N de transporte de Gln es caracteristico en las células gliales e incluye
a las proteinas SNAT3 y SNATS, las cuales presentan sitios consenso de fosforilacion por PKA, por lo cual se sugiere
una regulacion directa o indirecta de esta cinasa en la expresion membranal o total de los transportadores (activacion
de la expresion génica). Mediante inmunodeteccion en fase solida se midio la cantidad relativa de los transportadores
de glutamina SNAT3 y SNATS en la linea celular C6, de glioblastoma de rata. El agente usado para activar a la cinasa
PKA es el andlogo sintético de AMPciclico: dbcAMP, el cual es permeable a la membrana celular y fue aplicado a 1
y 3 horas de estimulo. En el presente trabajo se determiné que la activacion de la cinasa PKA produce modificaciones
en la expresion global de los transportadores SNAT3 y SNATS en la linea celular de glioblastoma de rata C6.

Palabras clave: SNAT3, SNATS, glutamina, glutamato, células gliales

Introduccion

El cerebro de los mamiferos esta constituido principalmente por dos clases de cé€lulas: las neuronas y las
células gliales; consideradas tradicionalmente como células de soporte, las células gliales constituyen la inmensa
mayoria de las células cerebrales al superar en numero a las neuronas por un factor de diez. Poco se conoce de su
participacion en la fisiologia cerebral, a pesar de su ubicacion privilegiada, envolviendo las sinapsis. (Esrher Lopez-
Bayghen, 2010). Las células gliales se clasifican principalmente en tres categorias: los oligodendrocitos y las células
de Schwann que forman la mielina, una membrana que sirve de barrera de aislamiento y que se encuentra involucrada
en la conduccion del impulso nervioso del sistema nervioso central y periférico, respectivamente; la microglia, formada
por células que responden a un dailo o enfermedad en el cerebro, activando una respuesta inflamatoria y fagocitando
las bridas celulares o detritus, por tltimo los astrocitos que se caracterizan por tener una forma estrellada. Los astrocitos
estan estrechamente vinculados con las neuronas en procesos como: la recaptura de neurotransmisores liberados
durante la transmision sinaptica, el mantenimiento de la concentracion de K+ y del pH, la transferencia de sustratos
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metabodlicos y la liberacion de factores troficos que promueven el crecimiento, maduracion y reparacion de las células
nerviosas. (Octacio Garcia, 2004)

La linea celular C6 es un tipo de glioblastoma de corteza de cerebro de rata, que fue inducido por N-
nitrosometilurea. Al igual que muchas células del sistema nervioso central, expresa marcadores moleculares como S-
100 y glutamina sintetasa. Por lo tanto el fenotipo caracteristico de estas células es de tipo glial y su transporte de
glutamina es abundantemente conocido. Al rededor del 30% de su captura de Gln es a través de los transportadores
SNAT3 y SNATS del sistema N. El sistema N de captura de glutamina es un antiporte activo secundario, es decir co-
transporta iones a favor de la concentracion de sus gradientes electroquimicos. Ademas de la glutamina y en la misma
direccion se mueve un ion sodio, mientras que en direccion opuesta se transporta un protéon. La gran homologia de
secuencia entre estas proteinas y las de origen humano facilitan el estudio de los mecanismos de regulacion de estos
transportadores en modelos heterdlogos como las lineas celulares. La fosforilacion directa sobre los transportadores o
receptores en la membrana repercute en la distribucion sub-celular y funcionamiento de los mismos; siendo que la
fosforilaciéon cominmente se ha encontrado relacionada a la desensibilizacion y reciclamiento de los transportadores.
Sin embargo a plazos mas largos es probable una regulacion en la taza de traduccion o transcripcion de los genes.

Las proteinas SNAT3 y SNATS tienen sitios factibles de ser fosforilados por cinasas como PKA y PKC. La
proteina cinasa PKA es un sensor del nivel energético de la célula, ya que la proporcion de cAMP-ADP respecto el
ATP modulan la activacion de la misma y el encendido de las cascadas de sefializacion rio abajo. Las células altamente
proliferativas con linaje ripo tumoral, como las células C6, sufren cambios metabolicos que elevan el consumo
energético y por tanto la cantidad de ATP puede ser facilmente disminuida y en consecuencia la PKA mas activa. Uno
de los abordajes mas simples de valorar la participacion de esta ruta es usando analogos sintéticos de cCAMP para
activarla o aiin mas arriba, mediante el uso de activadores de la enzima adenilato ciclasa (como forskolina) puede
inducirse artificialmente la actividad de PKA. En el presente trabajo se analiz6 la posible regulacion de PKA sobre la
expresion de estos transportadores.

Metodologia

Para llevar a cabo este experimento, se utilizaron células C6 de cerebro de rata, mismas que fueron suprimidas
primeramente con solucién de ensayo y posteriormente con PBS con inhibidores.

Estimulo con cAMP y Forskolina, estas células fueron estimuladas con Fsk y AMPdbc en unos tiempos de 1
y 3 horas. Cosechado de células, pprimeramente, se observan al microscopio la densidad y homogeneidad de las
células. Se descarta el medio de cultivo y se realiza un lavado colocando 1mL de PBS por pozo (0 35 mm). Se procede
a raspar los pozos con un cosechador usando PBS con inhibidores de proteasas y fosfatasas, dejando a las células en
suspension. Posterior a esto, se recoge la suspension de células y se coloca en tubos Eppendorf. Dichos tubos, son
llevados a centrifugacion a 13,000 rpm durante 5 minutos a una temperatura de 4°C. Retirar el sobrenadante, evitando
disgregar el pellet. Congelar o proceder a la lisis celular mecanica.

Lisado de células: extracto total; preparar solucion de lisis (RIPA, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.5% NP-40,
1 mM PMSEF, lug/ul de aprotinina, 1ug/ul de leupeptina). De esta solucion, se agrega de 3 a 5 veces, el volumen
aproximado que ocupa el pellet, con la solucion. Se disgrega el pellet pipeteando de 2 a 3 veces. También se puede
usar vortex. Estos tubos con muestras se llevan al sonicador durante 40 minutos en agua fria. Posteriormente se
centrifugan estas suspensiones a 13,000 rpm durante 5 minutos a una temperatura de 4°C para separar los residuos
celulares no solubilizados. Colectar el sobrenadante obtenido y transferir a un tubo nuevo, ya que este sera el extracto
celular. El pellet es descartado.

Determinacion de proteinas; para llevar a cabo la determinacion de proteinas, es necesario identificar el factor
de dilucion para la muestra del extracto, para esto, se realiza una curva de concentraciones de la proteina estandar (y-
globulina) con las concentraciones de 1, 2, 3, 6 y 12 pug/ul. Se coloca por duplicado 20 pl de cada punto de la curva.
En los pozos siguientes, y se agrega por duplicado 20 pL de la dilucion del extracto. A estos pozos se les adiciona 180
pL del reactivo de Bradford y esta placa se lee con el espectrofotometro a una longitud de onda de 630 nm. Los
resultados, son graficados en una grafica de dispersion, se realiza una regresion lineal, despejando y calculando el valor
de X ([ ]) mediante la ecuacion de la curva. Se debe procurar el mejor ajuste lineal con el valor de la correlacion de
Pearson (R?) mas proximo a 0.99. Con los datos obtenidos, se procede a elaborar una tabla para definir la preparacion
de las muestras para la electroforesis.
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Grafica 1. Analisis de dispersion

Tabla 1: Volumenes de muestra necesarios

Muestra Abs 1 |Abs 2 [Prom [x=(y-m)/b |Factor de dil. [Vol. muestra |[SB 6x [Vol final |Prot total [[ ]final [Vol. Sol. Lisis
NS 3h 0.172]  0.17] 0.171 4.1 6.2 3250 112 67 200 3.0 23
0.25 uL dbcAMP 3h | 0.124] 0.171]0.1475 3.4 5.1 389 112 67 200 3.0 17
0.50 uL dbcAMP 3h | 0.191{ 0.193] 0.192 4.7 7.1 283 112 67 200 3.0 27
10 uL FSK 3h 0.206] 0.204] 0.205 5.1 7.6 263 112 67 200 3.0 30
S0uL FSK 3h 0.204| 0.237) 0.2205 5.5 8.3 2411 112 67 200 3.0 32
NS 1h 0.172] 0.192] 0.182 4.4 6.6 3020 112 67 200 3.0 26
0.25 uL dbcAMP 1h | 0.295[ 0.28] 0.2875 7.4 11.2 179] 112 607 200 3.0 38
0.50 uL dbcAMP 1h | 0.211f 0.187] 0.199 4.9 74 2721 112 607 200 3.0 29
10 uL FSK 1h 0.233] 0.252)0.2425 6.2 9.2 270 112 67 200 3.0 34
50 uL FSK 1h 0.325] 0.245] 0.285 74 11.1 18.1 11.2 67 200 3.0 38

Electroforésis SDS-PAGE, es necesaio realizar un gel de policrilamida al 8% para esto se preparan 7.5 mL
del gel de resolucion (para 1.5 mm de espesor) e ir vaciando con ayuda de una pipeta de 1 mL sobre el molde de
vidrios. Se espera alrededor de 10 minutos para que el gel polimerice. Asi mismo, se prepara un gel concentrador al 5
%, donde seran formados los pozos para cargar la muestra. Una vez polimerizado el gel, se retira del molde y se coloca
en la camara interna (electrodos) de la cubeta de electroforesis. Con ayuda de una jeringa Hamilton, se depositan en
cada uno de los pocillos las concentraciones de proteinas correspondientes para: 5, 15 y 30 pg de proteinas, primero
de células suprimidas una hora en “assay buffer” y luego de células no suprimidas, Esta secuencia sera repetida dos
veces en el gel. Se deja aproximadamente 45 minutos con 80 =150 mV, aproximadamente 40 mA, para que las
proteinas corran y se separen las bandas de acuerdo a su peso molecular. Una vez terminada la corrida, se retira el gel.

Transferencia, las proteinas cargadas, fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa, en una corrida de
transferencia a 350 m/A por 90 minutos. Después de realizar la transferencia, dicha membrana se tifie con rojo de
Ponceau. Se realiza un bloqueo a las membranas, durante 2 horas con 5% de leche descremada con TBS-T

Incubacion de anticuerpo; una vez bloqueadas las membranas, estas son incubadas con el anticuerpo primario
(SNAT 3 (1:1000, v/v), SNAT 5 (1:1000, v/v) aproximadamente durante 12 horas + a 4° C. Pasado el tiempo de
incubacion primaria, se lavan las membranas en agitacion. Una serie de 3 lavados con intervalos de 5 minutos cada
uno, con TBS-T. Posteriormente se incuba el anticuerpo secundario 2 horas a temperatura ambiente (0-SNAT 3 > a-
Rabbit (1:4000)) (a-SNAT 5 = a-Goat (1:4000)). Las membranas se vuelven a lavar con TBS-T al 0.1%.

Revelado, para revelar la membrana, ésta se coloca entre un par de acetatos, y se afianden 200 pL de luminol
(ECL) entre los marcadores de peso molecular: 66-45 kDa.Se introducir el acetato con la membrana a la camara del
fotodocumentador y se comienza el revelado, haciendo una lectura de 5 imagenes cada 6 minutos.
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Resultados

Extractos totales obtenidos con RIPA+ 0.5% NaDeox, 0.5% NP-40, electroforesis: 50 pg de proteinas, 8%
SDS-PAGE, transferencia: 100 min, 350 mA, bloqueo: 2 h, 5 % leche descremada en TBST, anticuerpos primarios:
1:500 en 0.5% BSA, TBST, anticuerpos secundarios: 1:4000 en TBST, tincion de rojo de Ponceau. Ver las figuras

-

>3
15
d) el
Figura 1: Tincién rojo de Ponceau a) SNAT 5,b) SNAT 3, ¢) banda SNAT 5, d) Inmunodeteccion de

beta-actina para la membrana de SNATS, e) SNATS3.

Tabla 2. Analisis normalizado de la densitometria de pixeles para cada proteina

SNATS5/act | SNAT3/act | SNAT5% | SNAT3
SNATS |SNAT3 |actin_5 |actin_3 |in in Ctl % Ctl
3h NS 311 2206 3887 2110 0.1 1.0 100 100
3h_0.25 dbcAMP | 2115 4481 9022 3550 0.2 1.3 293 121
3h_0.5 dbcAMP | 706 2265 4110 2797 0.2 0.8 215 77
3h_10 uM Fsk 1103 483 7872 3605 0.1 0.1 175 13
3h_50 uM Fsk 1979 1801 5675 4196 0.3 0.4 436 41
1h_NS 1523 4200 6805 4548 0.2 0.9 100 100
1h_0.25 dbcAMP | 4748 1248 9835 6210 0.5 0.2 216 22
1h_0.5 dbcAMP | 4767 2281 13038 | 9045 0.4 0.3 163 27
1h_10 uM Fsk 3178 2006 8938 6045 0.4 0.3 159 36
1h_50 uM Fsk 2763 1633 8605 5856 0.3 0.3 144 30

Discusion y conclusiones

Trabajos recientes han descrito la regulacion rapida de SNAT3 mediante la fosforilacion por PKC, sin
embargo no se ha detallado el papel de PKA en la regulacion a corto plazo de tal transportador y menos aun de los dos
transportadores del sistema N. En investigaciones previas del grupo de trabajo se ha encontrado que cAMP y forskolina
promueven un aumento en la captura de glutamina tritiada (datos no publicados), lo cual concuerda con los resultados
obtenidos. Los cuales apuntan hacia una participacion de PKA en la regulacion de SNATS5 a los dos tiempos y de
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SNATS3 solo a la primera hora del tratamiento. Sin embargo es necesario describir si aumenta la cantidad de
transportadores en la membrana plasmatica. Los mecanismos moleculares basicos, como el transporte de aminoacidos
son altamente conservados, por lo que los hallazgos aqui descritos, pese a ser tendencias, tienen potencial de ser
corroborados en otras lineas celulares o modelos in vivo.
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Resumen

Desde tiempos remotos el cancer ha sido una enfermedad multifactorial de aspectos sumamente
importantes. El cancer infantil se ubica entre las principales causas de morbi-mortilidad a nivel mundial, los
principales factores pre disponentes para que se pueda presentar cualquier tipo de cancer son los factores
genéticos, ambientalistas, o también son de tipo esporddicos en algunos casos. El sarcoma es un tipo de cancer de
origen mesenquimal, que se origina en ciertos tejidos como los huesos o los musculos, estos corresponden a tumores
pedidatricos, en los cuales existen cambios genéticos mds frecuentes, translocaciones cromosomicas que generan
genes hibridos (genes de fusion). Se pueden originar en tejidos blandos, como los tejidos adiposos, musculosos,
nerviosos y fibrosos, asi como en los vasos sanguineos y los tejidos profundos de la piel. Se pueden encontrar en
cualquier parte del cuerpo. La mayoria de ellos se desarrolla en los brazos o las piernas. Ademas, se pueden
encontrar en el tronco, la cabeza y el area del cuello, los organos internos y el area trasera de la cavidad abdominal
(conocida como retroperitoneo). El presente estudio tiene como propésito el abordaje principal del sarcoma y los
tipos de canceres en la edad pediatrica, asi como también sus diversos factores pres disponentes, de los cuales son
multidisciplinarios en distintos aspectos en los que se presente todo tipo de sarcoma.

Palabras clave: Cancer infantil, sarcoma, genética, VIM, p53.

Introduccion

El cancer es una enfermedad cronica, de naturaleza multifactorial, que se genera de cambios genéticos y
epigeneticos,. Este causado por la acumulacion de mutaciones genéticas o cromosomicas, las cuales pueden ocurrir
en células somaticas (cancer esporadico), o en células de la linea germinal (sindrome de cancer hereditario). Las
mutaciones son causadas por tres clases de genes que son: los pronto oncogenes, genes supresores de tumores y los
reparadores del DNA. Los factores etiologicos aun no se conocen del todo, sin embargo se considerar por un lado los
exogenos, como el estilo de vida, cancerigenos ambientales, infecciones o radiaccion y por otro los endogenos, como
alteracciones geneticas y epigeneticas en las que participan uno o mas oncogenes, genes subresores de tumores o
genes que codifican para microRNA. El sarcoma de partes blandas de la infancia son un grupo heterogéneo de
enfermedades malignas que se originan a partir del tejido mesenquimal primitivo y que pueden desarrollarse en
cualquier localizacion del cuerpo. Las células mesenquimales pluripotenciales se comprometen y diferencian hacia
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lineas celulares normales, dando lugar a tejidos bien diferenciados, como son el musculo esquelético y el liso, grasa,
tejido fibroso, hueso y cartilago. La media de edad en el momento del diagnostico de estos tumores en la infancia es
de 12 afos. Se han descrito factores genéticos y ambientales relacionados con el desarrollo de SPB en los nifios. Es
bien conocida la predisposicion a desarrollar sarcomas de partes blandas en pacientes afectos del sindrome de Li-
Fraumeni. Se ha relacionada con la pérdida de heterocigocidad que determina una alteracion en el gen supresor p53 y
facilidad para desarrollar Sarcomas de Partes Blandas.

Los sarcomas en edad pediatrica se clasifican de acuerdo con el tejido celular de origen la International
Classification of Childhood Cancer divide los SPB en cinco sub categorias: a) Rabdiomiosarcoma (incluye
embrionario y alveolar); b) Fibrosarcoma (tumores malignos fibromatosos y tumores de vaina del nervio periférico);
¢) Sarcoma de kaposi; d) Otros sarcomas especificos, entre los que incluye el sarcoma sinovial, tumores malignos de
vasos sanguineos, miomatosos, lipomatosos,; €) sarcomas inespecificos. Los tipos histologicos mas frecuentes son el
sarcoma sinovial (42%), el fibrosarcoma (13%), el fibrohistiositoma maligno (12%) y los tumores neurogénicos
(10%). Los estudios de genética molecular son utiles para el diagnostico, ya que varios de estos tumores tienen
translocaciones cromosdmicas caracteristicas. La finalidad de este trabajo es presentar un caso clinico de un paciente
quién desarrolla un sarcoma fusocelular en region glenohumeral derecha.

Presentacion de caso clinico: Nifio de 11 afos de edad, quirurgicos positivos para toma de biopsia de tumor
glenohumeral, sin reseccion de lesion, por lo que es intervenido nuevamente para recesion y biopsia de la lesion.
Transfusionales negados hospitalizaciones previas negadas. Inicia un afio con aumento de volumen a nivel de region
de hombros posterior por lo que acude a su médico familiar quién tres meses después envia a pediatria y
posteriormente a cirugia pedidtrica hasta noviembre, realizando un USG el cual reporta masa sélida en region axilar
posterior derecha, probable lipoma por lo que se decide intervencion quirirgica en noviembre del para recesion de
lesion, sin ser exitosa, persistiendo con aumento de volumen y dolor local, que limitaba sus movimientos asi como
fiebre a la manipulacion, por lo que se realiza nuevamente intervencion quirtrgica para recesion de lesion al 100%
enviando muestra para patologia y reportando como neoplasia maligna fuso celular de alto grado que infiltra a tejidos
blandos compatible con fibrosarcoma.

Metodologia

Se realiza estudio de paciente masculino pediatrico, Inicia intervenciéon en noviembre realizando
ultrasonografia(USG) que reporta masa solida en region axilar posterior derecha, probable lipoma por lo que se
decide intervencion quirtrgica para reseccion de lesion, sin ser exitosa persistiendo aumento de volumen y dolor
local por lo que se realiza nueva intervencion quirtrgica para reseccion de lesion al 100% y es enviada la muestra a
patologia para analisis, reportando como sarcoma fusocelular de alto grado que infiltra a tejidos blandos compatible
con fibrosarcoma.

Resultados

Los resultados se muestran en la tabla 1, y en las siguientes figuras; a) Tomografia torax: diagndstico sarcoma
fusocelular, b y d) TC de térax ambas sin metastasis pulmonar.

Tabla 1. Tratamiento quimioterapéutico

Tratamiento quimioterapéutico

VAC ( Vincristina, Actinomicina,
Ciclofosfamida)

VIP (Vincristina, Ifosfamida, Platino=

VACE:
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Discusion

En el conocimiento de los sarcomas, su tratamiento es
con un manejo multidisciplinario en el cual incorporan
diferentes estrategias terapéuticas e individualizando los
casos segun sea el estirpe histologico del sarcoma, en el que
deben observan la localizacion, el grado de estadio, la edad
del paciente y el comportamiento bioldgico de la misma de
donde se derivan las translocaciones cromosémicas y de
igual manera el p53 es alterado por diversos factores
genéticos, asi mismo es alterado el marcador VIM vy este
conlleva al diagnostico de un sarcoma de termino especifico.
la sobrevivencia deriva del diagnostico correcto del tipo de
enfermedad y su grado de extension, junto al empleo juicioso de las terapéuticas mas apropiadas que deben llevarse a
cabo implementando diversos tratamientos, por lo cual en estos diagnosticos hace referencia las translocaciones
cromosomicas, asi mismo del marcador VIM y el p53 “guardian del genoma” el cual es alterado por factores
genéticos, por ende de esto conlleva a diversos tipos de canceres en edad pediatrica.
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Resumen

Se presenta el caso de un paciente femenino de 15 aiios de edad con diagnostico de Tumor Retroperitoneal
derivado del Sindrome de Alagille. Presenta dolor en hipocondrio derecho, y en el hospital de Tapachula le realizan
una Tomografia Axial Computarizada (TAC) de torax, encontrando una tumoracion en retroperitoneo. Motivo por el
cual es ingresada al hospital de pediatria siglo XXI, se realizan estudios de laboratorio, se indica toma de biopsia
para la extraccion del tumor. Objetivo, es obtener la biopsia para determinar si se trata de un tumor benigno o maligno
y asi poder brindar un tratamiento especifico para su patologia. Métodos, TAC de torax y estudios de laboratorio en
varias ocasiones para observar el nivel de la bilirrubina, marcadores tumorales como son: La Proteina C Reactiva
(PCR) y Alfafetoproteina (AFP). Enzimas importantes tales como la Gama Glutamil Transferasa (GGT) y
Deshidrogenasa Lactica (DHL), se hizo una valoracion por cardiologia y gastroenterologia finalmente se reviso el
expediente clinico y se continué con la toma de biopsia a cielo abierto. Resultados, al realizar el corte de la biopsia
se aprecio el higado con datos de cirrosis y necrosis. El servicio de patologia informé los resultados de la misma
encontrando: pared de tejido fibroconectivo y células de extirpe inflamatorio por lo cual indica una tumoracion no
neoplasica, motivo de egreso por el servicio de oncologia. Conclusion, de acuerdo a la cirugia realizada, no fue
posible extraer el tumor en su totalidad, debido a que estaba situado entre el duodeno y lobulo caudado, esto implica
una problematica para los pacientes que atraviesan con este tipo de tumor, ya que en ocasiones no se puede extraer
porque ponen en riesgo su sobrevida.

Palabras clave: Sindrome de Alagille, marcadores tumorales, biopsia, TAC.

Introduccion

El cancer en los nifios de México es en la actualidad uno de los problemas mas importantes de salud publica,
la tasa de incidencia del cancer en edad pediatrica es el orden de 136 casos por millon por afio, con lo que ocupa el
segundo lugar como causa de morbilidad en la poblacion pediatrica. Los Tumores Retroperitoneales hoy en dia
presentan entre 0.3 y 0.8% de todas las neoplasias, por lo que son muy poco frecuentes. Existen varios tipos de tumores
ya sean benignos o malignos y las manifestaciones clinicas dependen de la localizacion del mismo. Generalmente
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aparecen cuando la enfermedad se haya desplazado a otras areas; los estudios para diagnosticarlos son de laboratorio,
(TAC), resonancia magnética o biopsia. Ademas del tumor retroperitoneal existe un antecedente importante que es
factor principal del tumor, se trata del Sindrome de Alagille (ALGS). Se le conoce asi a la colestasis intrahepatica
crénica, por hipoplasia de las vias biliares intrahepaticas, se asocia a malformaciones congénitas extrahepaticas en
nifios con un fenotipo peculiar; es un trastorno autosémico dominante de expresion variable en el que esta implicado
el cromosoma 20 p12: donde se localiza en Gen Jagged 1, lo que hace que funcione como ligamento para receptores
criticos en el proceso de desarrollo fetal: interviniendo en migracion, diferenciacion celular y organogénesis del
embrion.El sindrome presenta anormalidades hepaticas, esqueléticas, renales, oculares y faciales, la colestasis se debe
a la escasez de conductos hepaticos, pero tiene también alteraciones renales y cardiovasculares y algunos presentan
retraso mental moderado. Los infantes con ALGS pueden mostrar ictericia, deposiciones palidas, retardo en el
crecimiento, o diarrea, y pueden tener problemas respiratorios, o pueden tener piel palida o piel oscura (cuando el
problema cardiaco es serio).

La mayoria de éstos pacientes muestran signos y sintomas de enfermedades hepaticas al momento de nacer o
poco después. Generalmente ellos tienen un tipo de ojos y piel amarilla, llamada ictericia colestésica (color amarillento
de la piel causada por una disminucion del flujo biliar) en los primeros meses de vida. Algunos infantes nacen
pequetios, y otros tienen problemas con el crecimiento y para subir de peso. El objetivo principal del presente estudio
es conocer el grado de malignidad del tumor puesto que su ubicacion esta al nivel del retroperitoneo lo cual puede
afectar a los demas organos que se encuentran a su alrededor.

Presentacion del Caso Clinico; Se trata de paciente femenino de 15 afios de edad, que desde el nacimiento
presento ictericia, manejada con fototerapia sin mejoria, por lo que acude con un médico particular donde es manejada
con vitaminas. Al afio de edad es derivada al Instituto Nacional de Pediatria, se programa biopsia y se diagnostica
Sindrome de Alagille, asi mismo inicia manejo por parte de cardiologia y se programa para correccion quirtrgica a los
3 afios de edad, a los 5 afios de edad se abandona el tratamiento. El dia 3/07/15 es referida al Hospital de Pediatria
Siglo XXI, presentando una TAC de torax realizada en el Hospital de Tapachula, a su exploracion fisica se le encuentra
con datos de ictericia en esclerdticas y tegumentos, abdomen blando no doloroso, hepatomegalia 2cm y vias
respiratorias sin alteracion.

Antecedentes Familiares; Madre de 33 afios de edad union libre, originaria de pentecostés, escolaridad
secundaria, niega toxicomanias, hemotipo O positivo. Aparentemente sana. Padre de 37 afios de edad, pentecostés
escolaridad primaria, empleado, niega toxicomanias, hemotipo O positivo. Aparentemente sano. Tiene 2 hermanos
unos de 6 aflos de edad y otro de 1 afio 7 meses aparentemente sanos. Producto de la primera gestacion, madre de 17
afios, con control prenatal regular, se refiere embarazo normoevolutivo. Obtenida por parto eutocico, a las 38 SDG,
peso al nacer 2.800gr y talla no la recuerda. Posteriormente se realizan estudios de laboratorio y se inicia manejo con
colestiramina, vitamina AUDC, y vitamina E por parte de gastroenterologia. Se tendra un seguimiento del caso donde
participara todo el equipo interdisciplinario.

Metodologia

Se observo los estudios realizados en el Hospital de Tapachula TAC (figuras 1) y se encontré la presencia de
una masa tumoral a nivel del retroperitoneo por consiguiente se empezo protocolo para saber si se trataba de una
tumoracion maligna o benigna en el que se indicd estudios de laboratorio y marcadores tumorales como son la
alfafetoproteina (AFP) que puede ser 1til para diagnosticar y guiar el tratamiento contra el cancer de higado. Los
niveles normales de AFP generalmente son menores a 12ng/ml (nanogramos por mililitro) al igual que la Proteina C
Reactiva que es producida por el higado y su nivel se eleva cuando hay inflamacién en todo el cuerpo, dentro de los
examenes de laboratorio se encontraron alteradas las enzimas gama glutamil transferasa (GGT) enzima que se
encuentra principalmente en el higado. La GGT se encuentra en las células del higado, sus niveles se miden en casos
de peligro de dafio de las células hepaticas o enfermedad del higado. También la deshidrogenasa lactica (DHL) enzima
capaz de "acelerar" una reaccion quimica y se encuentra en casi todos los tejidos del cuerpo. La DHL esta
principalmente involucrada en la produccion de energia en las células, lo que explica su amplia distribucion.

Figura 1. TAC donde se muestra la presencia de una masa tumoral a
nivel del retroperitoneo
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Después se continu6é con una valoracion de cardiologia en el cual se diagnosticd estenosis de ramas
pulmonares que es la estenosis de la arteria pulmonar es el estrechamiento (estenosis) que ocurre en la arteria pulmonar,
una arteria grande que manda sangre poco oxigenada a los pulmones para que la enriquezcan con oxigeno. De acuerdo
a estos resultados se recopilo valoracion por gastroenterologia la cual indico la administracion de vitaminas como son
AUDC y E, acido ursodeoxicolico y colestiramina. Al confirmar todas las valoraciones se procede hacer la biopsia de
cielo abierto y se envia muestra a patologia (figura 1).

Resultados

Al ingreso de la paciente (3/07/14) se obtuvieron los siguientes resultados de laboratorio DHL 480 UI/L y
una alta concentracion de bilirrubina con 16.80 mg/dL, posteriormente el dia 4/07/14 con los marcadores tumorales:
proteina C reactiva de 53.02 mg/L y AFP 963.20 ng/mL, el dia 7/07/14 gamma glutamil transferasa de 109.9 UI/L.
Fue entonces el 14/07/14 que se procede con la cirugia programada, en la cual se coloca al paciente en posicion supina,
se realiza incision tipo chevron, se secciona por planos hasta visualizar higado se liga falciforme encontrando datos
cirréticos, con noédulos de neoformacion indurado, verdoso, ambos lobulos y se encuentra, lesion entre duodeno y
lobulo caudado. Se toma la biopsia incidiendo la capsula, se encuentra inferior a ella tejido cerebroide con abundante
necrosis y coagulos.

Discusion

Los tumores que estan localizados en lugares sumamente comprometidos, son dificiles de extirpar, por lo
tanto en ésta paciente era complicado porque cerca del 16bulo caudado se encuentra la vena cava inferior. Por otra
parte existen pruebas que indican que el Sindrome de Alagille es de tipo hereditario; autosémica dominante con
penetrancia variable. No obstante, muchos casos son esporadicos, lo que sugiere la presencia de mutaciones
espontaneas. Ademas en varias investigaciones se ha encontrado que los pacientes con Sindrome de Alagille presentan
una delecion en el brazo corto del cromosoma 20, en especial el gen Jagged 1.

Conclusion

De acuerdo al tumor retroperitoneal que presenta la paciente, se concluye que el sindrome del Alagille fue el
principal factor de la descompensacion de los érganos afectados. Ya que se presentd una alteracion en los genes en el
desarrollo embrionario, es por ello que la paciente esta padeciendo un retraso en el crecimiento y desarrollo, siendo de
vital importancia preservar su estado de salud. El tumor que presenta la paciente, se observo que era de origen benigno
por los resultados obtenidos por servicio de patologia, ya que solo contiene tejido fibroso y células de extirpe
inflamatorio. Por este motivo es necesario diagnosticar y tratar estas neoplasias lo mas temprano posible.
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Resumen

Se sabe que los tumores presentan una gran heterogeneidad celular, sin embargo se ha prestado especial
atencion a una subpoblacion de células conocidas como células troncales cancerosas (CSC) porque poseen la
capacidad de autorenovarse, generar nuevos tumores, ser altamente metastdsicas y resistentes a los agentes
quimioterapéutico. Las CSC expresan marcadores especificos que son caracteristicos de troncalidad, el grupo de
trabajo del Laboratorio de Virus y Cancer ha identificado y caracterizado marcadores de troncalidad de las lineas
celulares provenientes de cancer de cérvix algunos de ellos son, la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) y CD49f.
Es de primordial interés identificar, aislar y estudiar a este tipo celular que conforma un tumor. Materiales y métodos.
A partir de un cultivo en monocapa a una confluencia del 70% se sembraron en cajas de ultrabaja adherencia en
medio Mammocult para dar lugar a la formacion de esferas y medir la expresion de los marcadores de troncalidad:
ALDH y CDC49f mediante citometria de flujo. Resultados. De acuerdo a los experimentos realizados se obtuvo una
mayor expresion de los marcadores en el dia 2 y en el dia 3 de enriquecimiento. Conclusion. Es importante evaluar
la expresion de los marcadores ALDH y CDC49f para el aislamiento correcto de la CSC y su posterior utilizacion en
los experimentos siguientes, en este trabajo realizado se concluye que una mayor expresion de los marcadores se da
en el segundo y tercer dia de enriquecimiento.

Introduccion.

Dentro de un tumor, coexisten poblaciones celulares con una gran variedad de caracteristicas fenotipicas
manifestadas en su morfologia, expresion de antigenos de superficie, proteinas de diferenciacion, lo que genera una
heterogeneidad celular (Dalerba et al., 2007). Existen dos teorias que explican esta heterogeneidad celular, uno es
conocido como el modelo estocéstico que indica que la heterogeneidad celular proviene de poblaciones equivalentes
biologicamente como producto de una seleccion y expansion de clones con ventajas de crecimiento (Nowell, 1976).
De esta manera basandose en estos supuestos, cualquier célula dentro de un tumor puede ser capaz de dar lugar a la
formacion de nuevos tumores. Por otro lado existe el modelo jerarquico que menciona que la heterogeneidad celular
deriva de poblaciones fenotipicas y funcionalmente diferentes dentro de un tumor que contiene una subpoblacion
particular de células, denominada células troncales cancerosas (CSC), las cuales son la tinica subpoblacion capaz de
formar nuevos tumores y metastasis (Reya ez al., 2001). En el 2006, se defini6 a la CSC como una célula dentro de un
tumor que posee la capacidad de autorrenovacion y dar origen a todos los linajes heterogéneos de células que
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comprenden un tumor. Asi, las CSC pueden ser definidas experimentalmente por su habilidad para generar un continuo
crecimiento del tumor (Reya et al., 2001). Sin embargo la identificacion y aislamiento de las CSC inici6 en 1994.
Existen diversas estrategias metodologicas que han sido ampliamente usadas para identificar y aislar las CSC como es
la identificacion de antigenos de superficie celular, exclusion del colorante Hoechst 33342, formacion de esferas en
cultivo celular, y la formacion de tumores en ratones inmunodeprimidos. Lapidot et a/; identifico células que inician
la leucemia mieloide aguda y los selecciond basandose en la expresion de marcadores de superficie. Bonnet et al; usé
poblaciones celulares purificadas encontrando que las células que inician la leucemia fueron exclusivamente CD34""
CD38. Al-Hajj et al, identifico y aisld células tumorigénicas de cancer de mama como células de linaje CD44*
CD24°V (Al-Hajj and Clarke, 2004). Las CSC han sido identificadas en muchos otros tumores como cerebro, prostata,
colon, cuello y cabeza, pancreas, pulmén y melanoma (Carrasco et al., 2014). Sin embargo en cancer cervicouterino
no hay muchos reportes. Recientemente en el grupo de trabajo del Laboratorio de Virus y Cancer se identifico la
expresion de ciertos marcadores de troncalidad como Anexina 11, Citoqueratina 17 y CD49f en CSC derivadas de
CaCU (Lopez et al., 2012).

El cancer cérvico uterino (CaCU) es un problema de salud prioritario siendo el segundo cancer méas comin
de mujeres en el mundo y en México ocasionando la muerte prematura de aproximadamente 274,000 mujeres cada
afio, afectando principalmente a las mujeres mas pobres (CNEGSR, 2012). Es por ello de gran interés evaluar la
expresion de los marcadores de troncalidad después de haber sufrido una transicion epiteliomesenquimatoso utilizando
lineas celulares derivadas de CaCU.

Metodologia

Modelo experimental: Se utilizo la linea celular HeLa la cual es una linea celular que deriva de
adenocarcinoma de cérvix uterino con la presencia del Virus del Papiloma Humano de tipo 18. Las células fueron
cultivadas en medio DMEM (Dulbcco’s modified eagle’s medium/ Nutrient mixture F-12 Ham) (SIGMA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino en una atmosfera con 5% de CO2, a 37°C. Una vez que alcanzaron el
70% de confluencia se tripsinizaron y se sembraron en una caja de P100 de ultrabaja adherencia en medio MammoCult
libre de suero, con la finalidad de evitar la diferenciacion y dar lugar a la formacion de esferas celulares. Una vez
formados las esferas se realizd un curso temporal de la expresion de los diversos marcadores de troncalidad ya
identificados y descritos por el laboratorio de Virus y Cancer por medio un tratamiento de previo con un kit de
deteccion y se determino el patron de expresion mediante una citometria de flujo.

Resultados

Se realiz6 una cinética de expresion de los marcadores de troncalidad ALDH y CDC49f tras los dias 1, 2,3 y
4 de enriquecimiento en medio especifico para el crecimiento de cultivo en esferas Mammocult libre de suero, ver
figuras 1-8.
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Figura 1. Expresion de ALDH en células troncales HeLa al segundo dia de enriquecimiento. Se realizo el tratamiento de las células
al primer dia de crecimiento con el anticuerpo dirigido a anti-ALDH, y se identificod su expresion mediante citometria de flujo.
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Figura 2. Expresion de ALDH en células HeLa al segundo dia de enriquecimiento en medio Mammocult. En el panel
del lado izquierdo se observa la poblacion total de células con ALDH y del lado izquierdo se observa la poblacion de
células que fueron positivas a ALDH identificado como R2.
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Figura 3. Expresion de ALDH en células troncales HeLa al tercer dia de enriquecimiento. En el panel del lado derecho
observamos la poblacion celular total, mientras que del lado derecho se observan células positivas ALDH, observando
una poblacién mayor enriquecidas con ALDH.
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Figuras 4. Expresion de ALDH en células troncales HeLa al cuarto dia de enriquecimiento. Tras el respectivo
tratamiento con los anticuerpos especificos para ALHD se midio la expresion al cuarto dia de enriquecimiento y se
observo una disminucion en la expresion.

Expresion de CDC49F

102 103 1 102

FL2-H
Figura 5. Expresion de CDC49f en células troncales Figura 6. Expresion de CDC49f en células troncales HeLa
cancerosas en el primer dia de enriquecimiento. al segundo dia de enriquecimiento.
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Discusion

En el grupo de trabajo del Laboratorio de Virus y Cancer se identificé la expresion de diversos marcadores
de troncalidad entre ellos: Anexina II, ALDH y CD49f dado que no existe un reporte de cual es el patron de expresion
exacto y ademas es necesario identificar la cinética de expresion de estos marcadores después de la transicion epitelio
mesenquimal debido a esto el proposito de mi estancia en el laboratorio fue precisamente determinar el dia exacto en
la cual hay mayor expresion de estos marcadores. Tras la realizacion de tratamiento con los anticuerpos especificos
correspondientes se llevo a cabo la lectura por citometria de flujo, identificando que al segundo y tercer dia se observa
una mayor expresion de los marcadores ALDH y CDC49f con un total de eventos. Sin embargo es necesario realizar
mas pruebas que con la expresion otros marcadores de troncalidad asi como con la utilizacion de otras técnicas para
identificar la troncalidad de las células obtenidas a partir de un cultivo en monocapa.

Conclusion

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que la expresion de ALDH y CDC49f fue expresada
mayormente al segundo y tercer dia de tratamiento por lo tanto es en este dia donde la mayoria de la nuestro cultivo
celular se encuentra mayormente enriquecido con la poblacion de células troncales. Dado que las CSC son un grupo
celular que conforman un tumor y pueden dar origen a otro tumor y son altamente metastasicas y resistentes a
tratamientos farmacologicos es de suma importancia la correcta identificacion asi como la deteccion de vias de
sefalizacion desreguladas que controlen la capacidad autorrenovadora entre otras.
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Resumen

El objetivo del presente estudio es analizar algunas causas de gerascofobia en el curso vital
humano. Se realizé con un enfoque cuali-cuantitativo, con tipo de estudio transversal, descriptivo
y analitico. Se incluye en la linea de investigacion: Envejecimiento, cultura y salud. Se tomo una
muestra de 210 personas balanceada en cuanto a grupos etarios y género, con la hipotesis de que
en cada etapa de la vida y en cada género se tienen distintos temores. Se utilizaron 2 instrumentos,
uno con 18 preguntas dicotomicas aplicado la encuesta para personas de 4 a 59 afios y otro con 20
preguntas dicotomicas, para adultos mayores de 60 afios y mas, ambos con una pregunta abierta.
Dicho instrumento se aplicé en alumnos de nivel preescolar, primaria, secundaria y padres de
familia del Colegio Montessori, alumnos de nivel Preparatoria No.1 de la Universidad Auténoma
del Estado de México: Plantel Adolfo Lopez Mateos y asistentes a la Casa de Dia para Adultos
Mayores del DIFEM.

Se incluyeron 5 capitulos en el marco tedrico, donde se describen las caracteristicas bioldgicas,

psicologicas y sociales de los distintos grupo etarios, el envejecimiento demografico actual, la
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biologia del envejecimiento, una descripcion de la gerascofobia y gerontofobia y las

investigaciones relacionadas con el problema de investigacion.

Los resultados muestran que las causas mas frecuentes de gerascofobia en personas de 4 a 59 afios
son temor a perder la funcionalidad del cuerpo, temor a perder la memoria y temor a las
enfermedades. Las causas mas frecuentes de temor al envejecimiento en los adultos mayores de 60
y mas son temor a la muerte de los seres queridos, temor a perder la memoria y temor a no poder

ayudar a sus hijos.

Palabras clave: gerascofobia, curso vital humano.

Introduccion

El presente trabajo pretende dar a conocer cuales son algunas cosas de temor al envejecimiento en
los distintos grupos etarios y en cada género.

Contiene la descripcion breve sobre varios aspectos que aborda la gerontologia para que el lector
pueda entrar en contexto con la problematica y su magnitud.Principalmente, fobia y miedo son
cosas distintas, la primera es un temor irracional, desmedido e incontrolable, mientras que el
segundo es temor identificado y controlable, el cual se presenta como una respuesta protectora ante
agentes nociceptivos.

La gerascofobia es un temor irracional a envejecer, asi la gerascofobia puede estar acompafiada de
la gerontofobia, y juntas pueden llevar al individuo a sus consecuencias probables, como la
discriminacion y el maltrato al adulto mayor.

El temor a envejecer es un problema psicologico que puede aumentar conforme lo hace el
envejecimiento demografico actual. Es por eso que surge la necesidad de saber mas sobre las
posibles causas de temor al envejecimiento para tratar el problema desde sus origenes y poder

prevenirlo.

Justificaciéon

El presente trabajo de investigacion aborda el estudio de la gerascofobia desde sus origenes,
considerandolo como un trastorno bio-psico-social y espiritual que persiste por desconocimiento
de nuestra naturaleza humana y falta de aceptacion del proceso de envejecimiento y adaptacion al

curso vital. (Garcia, 2012:1)
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El temor a ciertas cosas y circunstancias puede tener sus origenes en los genes humanos,

experiencias negativas o la conciencia de la propia vulnerabilidad.

La gerascofobia, que significa miedo irracional a envejecer se ve estrechamente relacionada con
la gerontofobia, la cual se define como un persistente, injustificado y anormal miedo a la gente
anciana, éstos son fendmenos que se estan presentando como problema de salud en todas las etapas
de la vida. Probablemente una de las consecuencias de la gerascofobia se refleja en el maltrato a

los adultos mayores, sobre todo en los que son parte de la familia.

Entonces es evidente que no se trabaja en la prevencion porque se desconocen y se ignoran las
causas del problema y sus origenes. La descripcion integral de la gerontofobia esta en terreno poco
explorado. Por esto, resulta importante indagar entre la poblacion, para conocer cuales son algunas

causas reales de gerascofobia y no limitarse solo a teorias.

Adaptarse a los cambios de la persona adulta mayor no es facil para quien se encuentra en esta
etapa de vida, ni para la familia y amigos que lo apoyan; por lo cual, existe una rama de la

enfermeria especializada en el cuidado de la senectud.

El propésito de la enfermeria geronto-geriatrica como: ayudar al adulto mayor y sus cuidadores a

enfrentar el proceso de envejecimiento, entendiéndolo como proceso natural y adaptativo.

La enfermera (0)

1.- debe de tener responsabilidad del proceso de cuidados, que sea capaz de garantizar atencion
individualizada a la persona anciana, utilizando un método sistematico y organizado, valorando sus
necesidades, limitaciones, recursos y posibilidades de funcionamiento autonomo. Poder planificar
actividades en conjunto con el adulto mayor y su familia, que le permitan mantener o recuperar la

mayor autonomia al que pueda adquirir, evaluando los resultados de su intervencion.

2.- Desarrolle actividades de prevencion de la enfermedad o problemas derivados teniendo en
cuenta las situaciones de fragilidad en que se encuentran la mayoria de personas mayores,
identificando situaciones de riesgo o bien el seguimiento de tratamientos en situaciones cronicas y

la ayuda personal en el proceso de morir.
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3.- Participe del trabajo en equipo interdisciplinar para ofrecer y dar atencion integral, definiendo

y formulando su especificidad en la atencion a las personas mayores, asumiendo el rol que le

corresponde en cada circunstancia, intercambiando y aportando a los otros profesionales las

opiniones, conocimientos y experiencias en cualquier ambito o situacion.

4.- Asuma la responsabilidad de sus decisiones y acciones, centrando su trabajo profesional en el

respeto a la persona mayor y su familia, ayudarles a superar las dificultades de salud, aportando las

decisiones y comportamientos a los principios bioéticos , autonomia y justicia.

La enfermeria da los conocimientos, habilidades y las actitudes necesarias para actuar en cualquier

circunstancia de acuerdo para cada etapa de la vida:

b)

Realizar la valoracién clinica del adulto y adulto mayor sano y con problemas de salud
neurologicos, inmunoldgicos, digestivos, neumoldgicos, cardioldgico, renales  aplicando
el modelo de Virginia Henderson y con el Proceso de Atencion de Enfermeria.

Realizar la valoracion clinica de la mujer en su ciclo vital en situacion de salud y
enfermedad aplicando el modelo de Virginia Henderson y con la metodologia del Proceso
de Atencion de Enfermeria.

Realizar la valoracion clinica del nifio y del adolescente en situacion de salud y enfermedad
aplicando el modelo de Virginia Henderson y con el Proceso de Atencion de Enfermeria
Aplicar las diversas tecnologias para el cuidado a la salud de la persona en su ciclo vital,
durante el proceso salud — enfermedad, considerando a la tecnologia como una herramienta
complementaria para el cuidado y autocuidado.

Aplicar sus conocimientos sobre educacion y administracion para la salud en cualquiera de
los niveles de atencion de la misma.

Desarrollar su autoconocimiento, el cual le permitira desarrollar su profesion con

satisfaccion, responsabilidad y liderazgo en el cuidado de los seres humanos.

Con estos cuidados aportamos y se brindan los conocimientos de los profesionales a los

diferentes grupos etarios de acuerdo a sus déficit, y con el modelo de Virginia Henderson que

son las “14 necesidades” ayudamos a que las personas con patologias, problemas psicomotores
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y mentales se adapten y se reintegren a su medio y asi también apliquen el autocuidado de

acuerdo a au edad.

Con el producto de esta investigacion se podran formular una serie de programas para, a partir de
conocimientos veridicos, educar a la poblacion sobre el proceso de envejecimiento normal, de esta
manera se tendra un envejecimiento sano y activo, se podra prevenir la gerascofobia y con ella el

maltrato y los diversos tipos de violencia.

Marco teorico
Capitulo I.- campo de estudio de la gerontologia

ANTECEDENTES
Etimoloégicamente, el termino Gerontologia proviene del griego, geron, viejo y logos, estudio.
La gerontologia es la ciencia que estudia el envejecimiento y todos los fendémenos asociados a éste,
dividiéndose en tres ramas de acuerdo a los aspectos que recoge: la gerontologia social, cuyo
objetivo es el estudio de todos los aspectos socioeconémicos y culturales que influyen en el
envejecimiento; la gerontologia experimental, referida a los aspectos de investigacion que nos
permitirian avanzar en el conocimiento del envejecimiento y, por ultimo, la gerontologia clinica,
que se referiria a todo lo que tiene que ver con la enfermedad, su prevencion, su diagnostico y la

intervencion terapéutica, incluida la rehabilitacion y readaptacion social. (Millan, 2011:2)

Clasificaciones sobre el curso vital humano

1. Por ultimo mencionaremos que en la Republica Mexicana contamos con las Normas
Oficiales Mexicanas (NOM), que son regulaciones técnicas que sirven para garantizar los
servicios que contratamos o los productos o servicios que adquirimos, con el fin de proteger
la vida, la seguridad y el medio ambiente; la Norma Oficial Mexicana NOM -008-SSA2-
1993, en relacion con la edad y su proceso bioldgico, clasifica asi: Recién Nacido: menor

de 28 dias; Lactante menor o infante: menor de un afio; lactante mayor: un afio a un afio 11

meses; Preescolar: dos a cuatro afios; Escolar: de cinco a nueve afos; Adolescente: de diez
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a diecinueve afios, Persona adulta a partir de los 20 afios y hasta los 59 afos, 11 meses de

edad, Adulto mayor es la persona de 60 afios de edad o mas.

Capitulo 11.- Envejecimiento demografico

El envejecimiento demografico consiste en un cambio en la estructura por edades, generalmente
en un aumento del porcentaje de personas de edad avanzada de acuerdo con los resultados del
Censo 2010, actualmente en México hay 10 millones de adultos mayores (AM) de 60 afios o mas,
que representan 9% del total de la poblacion. La tasa de crecimiento anual es de 3.8%, lo que

implica que en 2018 habra 14 millones. (INEGI, 2010:1)

ESPERANZA DE VIDA Y ENVEJECIMIENTO
La esperanza de vida es una estimacion del promedio de afos que le resta por vivir a un grupo de

personas de una misma edad, calculada de acuerdo al patron de mortalidad del afo de referencia.

CAPITULO IIL.- FOBIAS
Una fobia es un temor extremo, irracional, de algin objeto o situacion especifico; la persona
reconoce que el objeto de su temor es inocuo pero aun asi sigue, presentando temor (este es el

elemento irracional). (D.Gross, 2012)

El miedo es lo que sentimos cuando estamos frente a un peligro real; no solo es normal, sino que

esta ligado al sentido de la supervivencia y es reconocida por la persona que lo padece.

El Manual de Diagnostico de los Trastornos Mentales (DSM-1V), define las fobias como un “temor
acusado y persistente que es excesivo o irracional, desencadenado por la presencia o anticipacion

de un objeto o situacion especifica”.
Gerascofobia

Se define como el miedo a envejecer influyen varios factores relacionados ; los que padecen este
trastorno suelen caracterizarse como personas con rasgos de personalidad ansiosos, histéricos o

narcisistas.

Link: Un articulo sobre el miedo a envejecer y la gerascofobia
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http://www.elsur.cl/edicion hoy/secciones/articulo.php?id=79880&dia=1161831600

En estas familias presenten un patréon de conductas negativas hacia las personas y si no se tiene los
valores éticos que son inculcados en el seno familiar y en cierta manera una discriminacion hacia

los adultos mayores podrian llegar al maltrato hacia estos.

Gerontofobia
Se define como un persistente, anormal e injustificado miedo a la gente anciana. este término se
utiliza no solo para denominar miedo a los viejos, sino también desprecio o rechazo hacia las
personas de la tercera edad. Se trata de un mal social muy comiin en nuestra época, donde los viejos

son relegados a los asilos .

Marco contextual

La seleccion de la muestra y la aplicacion del instrumento se realizo en tres instituciones educativas
de prestigio de la Ciudad de Toluca, Estado de México: Colegio Montessori ubicado en la calle
Mariano Matamoros 505 Sur, Colonia Francisco Murguia, C.P: 50130, cuenta con nivel preescolar,
primaria y secundaria, Preparatoria nimero 1 de la UAEM en Av. Venustiano Carranza No. 300,
C.P. 50130 y en la Casa de Dia del Adulto Mayor del DIFEM la calle Bravo Norte 404, colonia
Santa Barbara. La muestra se decidio tomar de estos lugares por que tiene un nivel socio econdémico
igual la muestra del grupo etario de los adultos fueron padres de los alumnos del colegio

Montessori.

Planteamiento del problema

Todos los seres humanos nacen, crecen, y a la vez que envejecen van adquiriendo experiencia y
conocimientos, el cuerpo, por su parte, va sufriendo una serie de modificaciones biologicas,
psicoldgicas, sociales y espirituales. Es entonces que se llega a la gerascofobia, la cual significa
miedo irracional a envejecer. A menudo los gerascofobicos padecen otras fobias simultdneamente,
entre ellas la gerontofobia, que es el miedo a las personas ancianas y, en la mayoria de las

ocasiones, van acompariadas por un sentimiento de desprecio y rechazo hacia los adultos mayores.

Otro punto son los medios de comunicacidn, quienes tienen fuerte impacto ante las personas, ya

que fomentan estereotipos sociales para intentar detener el envejecimiento mediante actividades
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como cirugias estéticas, y accesorios juveniles, adoptar comportamientos y actitudes que no son

acordes a su edad.

Desde el nacimiento ya se tiene herencia fenotipica y genotipica, a su vez, con el paso del tiempo
se van adquiriendo hébitos tanto de la familia como del entorno, Si el seno familiar no cuenta con
valores solidos y se educa a los menores sobre el proceso de envejecimiento, a éste le sera dificil
la aceptacion y adaptacion a este proceso, dando asi origen a un gerascofobico y probablemente
un gerontofobico. El futuro indica que se avecina un envejecimiento demografico y con él un
aumento de temor al envejecimiento. Por tanto planteamos investigar: ;Cuales son algunas causas

de la gerascofobia en el curso vital humano. Toluca Julio 2014?

Hipatesis

Algunas causas de gerascofobia en el curso vital humano tienen una distribucion diferente de
acuerdo al grupo etario y al género

Objetivos

Analizar algunas causas de gerascofobia en el curso vital humano. Toluca Julio 2014
Método

Es una investigacién con enfoque mixto, el tipo de estudio es transversal, descriptivo y analitico.
Est4 en la linea de investigacion: Envejecimiento, cultura y salud. El Universo fue todo ser humano
que envejece a partir de los 4 afios en adelante, mientras que la poblacion fue: Nivel preescolar,
primaria y secundaria del Colegio Montessori; Nivel Bachillerato de la Preparatoria No. 1 de la
Universidad Autonoma del Estado de México: Plantel Adolfo Lopez Mateos; Adultos jovenes de
19 a 40 y Adultos maduros de 41 a 59 de padres de Familia de alumnos del Colegio Montessori;
Adultos mayores de 60 afios y mas de la Casa de Dia del DIFEM.

Dado los objetivos del estudio se obtuvo una muestra balanceada respecto a grupo etario, género y
nivel socioeconomico de cada grupo etario fueron 15 personas mujeres y 15 hombres y la muestra
total fue de 210 personas. El muestreo fue de tipo probabilistico pues todos los sujetos tenian la

misma probabilidad de ser electo, y respetando la libre participacion de cada participante.
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Para la fase tedrica tenemos que la recoleccion de la biblioteca de la Facultad de Enfermeria y
Obstetricia, asi como revistas cientificas en linea como Redalyc, Scielo y Medline y formato pdf

en linea.

Por ultimo, en la fase analitica, la captura de los datos obtenidos fueron en tablas dindmicas en
el programa Excel. La realizacion del analisis descriptivo de los datos fue a través de la obtencion
de medidas de tendencias central. Las conclusiones y sugerencias se realizaron desde el punto

actual enfermeria.

Los criterios de inclusion tomados en cuenta fueron: toda persona a partir de los 4 afios, personas
que deseen participar, alumnos inscritos en las instituciones y padres de familia de los alumnos de
los mismos institutos y personas adultas mayores que acudan a la casa de dia del DIFEM. Mientras
que los criterios de exclusion fueron: personas que tengan alguna enfermedad mental, alumnos que
no completen el documento de la encuesta, encuestas muestren un claro sesgo en la informacion

(que responden a todas las causas mostradas NO o a todo SI).

Conclusiones

» En la muestra general las causas principales de temor al envejecimiento son: temor a perder
la funcionalidad del cuerpo, temor a perder la memoria, temor a que las capacidades fisicas
disminuyen y temor a las enfermedades.

» El grupo etario de 4 a 5 afios tiene gran variabilidad de causas de gerascofobia entre las que
destacan: temor al rechazo, temor a la muerte y temor a que las capacidades fisicas
disminuyen.

» Los nifios de 6 a 12 afios tienen temor a la muerte, temor a perder la funcionalidad del
cuerpo, temor a perder la memoria tienen mayor nimero de causas de temor al
envejecimiento que las femeninas del mismo grupo.

» Los adolescentes de 13 a 15 temen a perder la funcionalidad del cuerpo, temor a las
enfermedades y temor a perder la .Respecto al género las causas de temor al envejecimiento
son similares.

» Los jovenes de 16 a 18 afios temen a perder la funcionalidad del cuerpo y temor a perder la

memoria. Las femeninas de este grupo tienen mayor niumero de temores que los masculinos.
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» Los adultos de 19 a 40 afios tienen temor a que las capacidades fisicas disminuyen, temor
a perder la autonomia y temor a perder la funcionalidad del cuerpo.

» Los adultos maduros de 41 a 59 afos tienen temor a perder la funcionalidad del cuerpo,
temor a perder la memoria y temor a ser dependientes.

» Los adultos mayores de 60 y mas afios temen a la muerte de sus seres queridos, temor a
perder la memoria y temor a no poder ayudar a mis hijos. Si existe diferencia entre género,
mas no significativa.

» Las causas de temor al envejecimiento presentes en la mayoria de los grupos etarios de los
4 alos 59 afios son: temor a perder la funcionalidad del cuerpo y temor a perder la memoria.
Esta ultima también esta presente en el grupo etario de 60 y mas afios como una de las

causas con mayor porcentaje.( ver el anexo )

Se concluye que existen diferentes causas de temor al envejecimiento respecto a grupo etario, pero

no las hay en cuanto a género.

Anexo grafico

GRAFICA 18. PORCENTAJE DE TEMOR A LOS ANCIANOS EN LA MUESTRA
GENERAL DE 4 A 59 ANOS
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Fuente: Datos estadisticos de las encuestas. Julio 2014.
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GRAFICA 19. PORCENTAIJE DE TEMOR AL ENVEJECIMIENTO Y TEMOR A LOS
ADULTOS MAYORES EN EL GRUPO DE 60 Y MAS ANOS
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Fuente: Datos estadisticos de las encuestas. Julio 2014.

GRAFICA 9. PORCENTAIJE DE TEMOR AL ENVEJECIMIENTO EN LA MUESTRA
GENERAL DE 4 A 59 ANOS
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Fuente: Datos estadisticos de las encuestas. Julio 2014.
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Resumen

Las dispersiones solidas son un método muy eficaz para mejorar la solubilidad de farmacos poco solubles,
ademas se incorpora el calentamiento por microondas como una alternativa mas eficaz. Este proyecto plantea
alternativas de mejora en la velocidad de desintegracion, dureza y densidad en tabletas de metronidazol con
polietilenglicol 4000 elaboradas por mezclas fisicas como método convencional y el método de dispersiones solidas
con calentamiento por microondas. El objetivo principal es comprobar la mejora de tabletas elaboradas por ambos
métodos. Se elabora una curva de calentamiento por triplicado comprobando la eficacia del calentamiento por
microondas, ademds del diagrama de fases para comprobar el cambio en propiedades de acuerdo a su composicion.

Palabras clave: Dispersiones solidas, metronidazol, polietilenglicol 4000, mezclas fisicas.

Introduccion

Las dispersiones sélidas (DS) son una alternativa muy eficaz para aumentar la velocidad de disolucion de
farmacos poco solubles, teniendo en cuenta que la mejora de la solubilidad mejora la biodisponibilidad oral de este
tipo de farmacos, siendo un reto en el desarrollo de presentaciones farmacéuticas solidas, las dispersiones solidas
describen todas aquellas formulaciones donde el farmaco es disperso en una matriz bioldgicamente inerte, las cuales
puede prepararse por: 1. Fusion, I1. Disolucion con un solvente organico y III. La combinacion de fusion-disolucion'.
Esta alternativa fue desarrollada por Sekiguchi y Obi en 1961, para reducir el tamafio de las particulas de los farmacos®.
Generalmente los soportes han sido polimeros miscibles o solubles en agua (hidrosolubles), como polietilenglicol
(PEG), polivinilpirrolidona (PVP) y materiales de bajo peso molecular como los azucares, ademas de utilizarse
actualmente polimeros poco solubles como Eudragits®, carbomeros, derivados de celulosa y Gelucires®?. En este
proyecto se utilizo el calentamiento por microondas como una alternativa que sustituye al calentamiento convencional,
esta alternativa se estd utilizando actualmente para la preparacion de dispersiones so6lidas y sistemas de liberacion
modificada. El primer sistema de microondas fue utilizado en 1979 en la Industria Farmacéutica por ICI (UK) y T.K.
Fielder (UK), pero hasta 1989 se presento el uso de esta alternativa por la FDA. Esta alternativa es muy utilizada puesto
que no contiene suficiente energia para provocar cambios quimicos en los compuestos por ionizacion, considerada
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entonces como una radiacion no ionizante, ademas de producir un calentamiento directamente en el interior de la
mezcla, es mas homogéneo, no requiere tener un contacto fisico con el contenedor, las ondas electromagnéticas generan
el calor y no una fuente térmica como en el calentamiento convencional, la velocidad del calentamiento es mayor y el
tiempo mas corto, entre muchas otras ventajas.

Ha sido estudiada la propuesta del uso del microondas para preparar dispersiones solidas, ademas de estudiar
sus caracteristicas fisicoquimicas y de disolucion contra las mezclas fisicas, el uso de estos métodos en conjunto puede
ser una estrategia farmacéutica de la cual se espera un incremento en la solubilidad y la tasa de disolucion. Este
proyecto plantea la alternativa del uso del calentamiento por microondas para preparar dispersiones sélidas de
metronidazol el cual posee una solubilidad en agua de 10.5 mg/mL y el polietilenglicol 4000 (PEG 4000) con una alta
solubilidad en agua; siendo preparadas por el método de mezclas fisicas como un método convencional el cual no
conlleva el uso del calentamiento por microondas y las dispersiones solidas como la alternativa planteada, a
composiciones: 80/20, 60/40, 40/60 y 20/80 para cada método de elaboracion; valorando asi la eficacia de acuerdo al
tiempo de desintegracion, la dureza y la altura de las preparaciones elaboradas, asi como la eficacia del calentamiento
por microondas a través de una curva de calentamiento, y la observacion del comportamiento de los resultados
obtenidos en el calentamiento convencional registrados en un diagrama de fases.

Metodologia

Curva de calentamiento por microondas, se pesaron 100 g de agua en una balanza analitica (Explorer OHAUS,
Model: E12140, Max: 210 g, con unidades en g y mg). Se calentd lo antes pesado por microondas en un Microondas
(SAMSUMG con selector de potencias) por 2 min, a diferentes potencias: 10 a 50. Se registraron las temperaturas al
salir del microondas con un termémetro con laser (EXTECH 42510A en °C).

Dispersiones solidas y mezclas fisicas; se elaboraran 6 g de cada composicion a distintas proporciones, se
realizaron 10 tabletas (500 mg c/u para cada proporcion) en la tabletadora con manémetro (unidades en kg/cm® y
Ib/pulg?). Se registraron las condiciones del microondas (tiempo y potencia necesaria para cada proporcion). Se
registraron las temperatura después de cada calentamiento con un termometro con laser (EXTECH 42510A en °C). y
se realizaron las evaluaciones: tiempo de desintegracion, dureza y altura de las tabletas de las dispersiones solidas y
las mezclas fisicas.

Diagrama de fases; se fundieron en la parrilla eléctrica (IKA °C-MAG HS 7 con IK ETS-D5 en °C) las
dispersiones solidas a diferentes proporciones farmaco/polimero: 90/10, 70/30, 50/50, 30/70 y 10/90. Se registraron
las temperatura de fusion con el termémetro que contiene la parrilla eléctrica (IKA °C-MAG HS 7 con IK ETS-D5 en
°C).

Resultados

Tabla 1. Se exponen los resultados obtenidos de acuerdo a la potencia utilizada en el microondas y los
respectivos resultados en cada corrida realizada, ademas de un promedio de cada potencia utilizada

Potencia 1% corrida 2% corrida 3%corrida Promedio
10 39.8 36.2 38.6 38.2
20 514 51.8 56.7 533
30 65.4 66.3 68.8 66.83
40 76.5 77.0 77.9 77.13
50 80.4 83.1 81.1 81.53

476



Tlamati Numero Especial 2 (2014)

Temperatura (°C)

Memorias

Grafica 1. El horno empleado presenta un calentamiento
directamente proporcional con la potencia utilizada,
ademas de ser reproducible.

y =11.049x + 30.251
R2=10.9643

Potenci

20 30 40 50

1.

En la curva de calentamiento del agua a diferentes
potencias
calentamiento es proporcional al aumentar la potencia,
esto se comprueba al hacer pasar la linea de tendencia de
cualquiera de las curvas ademas de tener una r? cercana a
La reproducibilidad del calentamiento se puede
observar
practicamente superpuestas, esto puede medirse con la
desviacion
Dispersiones solidas y mezclas fisicas, ver tabla 2.

usando microondas se observa que el

al ver que las curvas obtenidas estan

estandar a cada potencia empleada.

Tabla 2. Potencia y tiempo del microondas dependiendo de la composicion y la temperatura al fundir cada mezcla.

Composicion | Potencia y tiempo Temperatura final en °C
80/20 3 min a potencia 40 193.7
60/40 4:30 min a potencia 30 175.1
40/60 4:05 min a potencia 30 175.8
20/80 3:40 min a potencia 30 174.4

Las condiciones de calentamiento para obtener las dispersiones solidas fueron superiores a los puntos de
fusion reportados para Metronidazol (159 a 163 °C) y del PEG 4000 (50 a 58 °C). Sin llegar a degradar al Metronidazol
y el PEG 4000 si se alcanzaba a formar una solucion después del calentamiento, ver graficas 2, 3,4 y 5.

Tiempo (min)

50

40

30

20

10

B 9.9575x +46.53
R®=0.9423

y=-9.727x + 46.088
R?=0.924

80/20 60/40 40/50 20/80

Grafica 2: Los resultados obtenidos son
semejantes; puede observarse que al aumentar
la cantidad de PEG 4000 se reduce el tiempo
de desintegracion.
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Los resultados son muy similares entre las dispersiones solidas y las mezclas fisicas.

Grafica 3: en este caso es muy notoria la
diferencia de durezas presentes en las mezclas
fisicas y en las dispersiones solidas, siendo mas
duras las dispersiones solidas.

La fuerza ejercida para romper las tabletas de las
dispersiones solidas es mayor en comparacion a
las mezclas fisicas, por lo tanto las dispersiones
solidas son mas resistentes.

Altura

Grafica 4: Las diferencias en cuanto altura
son muy notorias, siendo mas altas las
mezclas fisicas y por lo tanto menos densas
que las dispersiones solidas.
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Se comprueba que las dispersiones solidas son mas densas que las mezclas fisicas.
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150 Grafica 5: Se encontré un diagrama de fases
S continuo donde no hay aparicion de punto eutéctico.
°;1 00 Y que el cambio de propiedades es muy dependiente
5 de la composicion de las mezclas.
®
@
g 50
[
=4
0
90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10%

Discusion y conclusion:

El calentamiento por microondas es un método rapido y muy eficaz por el cual se obtiene un calentamiento
proporcional a las potencias utilizadas. Las dispersiones sélidas tienen un comportamiento similar al de las mezclas
fisicas en cuanto a la velocidad de desintegracion, las dispersiones solidas son mas duras y mas densas. Finalmente el
diagrama de fases mostré un comportamiento continuo donde no aparecioé el punto eutéctico y, el cambio de
propiedades fue muy dependiente a la composicion de las mezclas. El uso del microondas es adecuado debido a que
presenta un calentamiento directamente proporcional y reproducible respecto a la potencia utilizada. El calentamiento
por microondas permitio la elaboracion de dispersiones solidas de Metronidazol. Las dispersiones solidas en conjunto
con las microondas son un método eficaz para modificar la velocidad de desintegracion, dureza y densidad. El diagrama
de fases Metronidazol/Polietilenglicol 4000 presenta un comportamiento continuo dependiente de la composicion de
las mezclas. Sin presentar punto eutéctico.
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Resumen

La enfermedad de Chagas, causada por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi,
es endémica en el continente americano.

La transfusion sanguinea se reconoce como medio de transmision de esta enfermedad a
partir de 1960, esta via se considera como la segunda en importancia en la dindmica de
transmision, ya que aun en paises donde la enfermedad de Chagas no se presenta en forma
endémica, se han reportado casos pos transfusionales. El vector se vuelve infectante a los 30-40
dias de haber ingerido la sangre infectada y persiste infectado toda su vida.

La enfermedad de Chagas ha sido, histéricamente, una enfermedad propia de gente
pobre de las areas rurales, donde el ser humano entr6 en contacto con los focos naturales, al
trabajar la tierra en las areas en zoondticas en las que son abundantes las especies del vector
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adaptables a las viviendas del ser humano. Asi se forzé a los triatominos infectados a ocupar
viviendas humanas, donde éstos encontraron un refugio y suficiente alimento en la sangre
humana y en la de los animales domésticos.

La poblacién a estudiar se encuentra en un alto riesgo de presentar la enfermedad, ya
que esta se encuentra en una zona donde se han encontrado casos positivos de la enfermedad de
Chagas, esto de acuerdo con ROBERTO HUANTE-MAGANA; et al. (1990) principalmente en
la colonia Atlético, CNOP, y algunos puntos de municipio de Zumpango.

Se pretende estudiar 100 donantes del Banco de Sangre Regional Zona Centro, esta
ubicado en Chilpancingo de los Bravo, Guerrero; De cada donante se obtendra una muestra de 5
ml de sangre para la obtencion de suero, el cual se almacenara hasta el momento de su utilizacion
de la cual se realizaran pruebas seroldgicas de ELISA, PCR y cultivo un examen que verifique la
presencia del parasito haciendo el examen mas eficaz.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Transfusion sanguinea, Chagas, Zoonosis

Introduccion.

La enfermedad de Chagas, causada por 7. cruzi es un protozoo flagelado de la familia
Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida y género Trypanosoma. Trypanosoma cruzi, es
endémica en el continente americano, y continua siendo, probablemente, la causa mas frecuente
de miocarditis en el mundo y su pronostico parece ser peor que el de otras miocardiopatias.

La enfermedad de Chagas empez6 a expandirse a finales del siglo XIX y alcanz¢ las
cifras mas altas en la primera mitad del siglo XX; inicialmente asociada con la pobreza y las
malas condiciones de vida, se encuentra ampliamente difundida principalmente en las areas
rurales, donde habita el vector triatomino capaz de transmitir la infeccion.

La transfusion sanguinea se reconoce como medio de transmision de esta enfermedad a
partir de 1960. Esta via se considera como la segunda en importancia en la dinamica de
transmision, y cada vez adquiere mayor relevancia, ya que aun en paises donde la enfermedad de
Chagas no se presenta en forma endémica, se han reportado casos pos transfusionales (Shikanai-
Yasuda M. et al.. 2009).

El vector se vuelve infectante a los 30-40 dias de haber ingerido la sangre infectada y
persiste infectado toda su vida (un afio aproximadamente).

En la Republica Mexicana son pocos los estudios que se han realizado al respecto, quiza
por esto solamente se sabe de un caso de enfermedad de Chagas pos transfusional. De acuerdo
con Schmunis et.al (1999) aproximadamente un 20% de las personas que reciben una transfusion
de un donante infectado adquieren la infeccion.
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La forma infectante (tripomastigote metaciclico) es transmitida al ser humano en las
heces del triatoma vector en el momento de la picadura, ya que a la vez que se alimenta de
sangre, defeca.

Las heces contaminadas pueden ser llevadas
a la conjuntiva, por donde penetra facilmente el
parésito, o hacerlo a través de cualquier pequefia
herida o mas raramente, por via oral. Al ingresar en
el organismo, el tripomastigote es fagocitado por los
macréfagos en cuyo citoplasma se transforma en
amastigote y se divide por fision binaria.

A los 5 dias vuelve de nuevo al estadio de
tripomastigote, se rompe la célula y se distribuye por
el organismo a través de la circulacion sanguinea y
linfatica, penetrando en las células de los tejidos por
los que tiene especial tropismo (tejido miocardico y
tubo digestivo principalmente), donde se transforma
de nuevo en amastigote. Periodicamente estos
amastigotes intracelulares pasan al estadio de
tripomastigotes metaciclicos y se liberan a sangre,
momento en el que pueden ser ingeridos por otro
insecto vector no infectado. En el interior del vector
pasa a la porcion media del tubo digestivo donde se diferencia a epimastigote (forma de
reproduccion asexual en el vector), se multiplican por fision binaria y migran a la porcion final
del tubo digestivo quedando anclados a la pared por su flagelo donde se transforma de nuevo a
tripomastigote metaciclico y sale con las heces la préxima vez que el insecto se alimenta,
infectando a otro ser humano y cerrando asi el ciclo.

Materiales y métodos
Preparacion de las comunidades.

La primera tarea del proyecto consistira en informar a los encargados del banco de sangre
para que en colaboracion con ellos se realiza una mayor eficacia en las pruebas diagnosticas;
también se les informara a los donantes para previamente hacer una encuesta para obtener una
informacidn previa si tuvieron alguna relacion con el parasito o en las condiciones en las que
habiten.

Todo en base a los objetivos del proyecto y las acciones que se desarrollarian de ahi en
adelante, a fin de dar transparencia y viabilidad al trabajo proyectado.
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Se pretende estudiar 100 donantes del Banco de Sangre Regional Zona Centro, esta
ubicado en Carretera nacional Méx- Aca km 6+ 300, Fracc. Campestre Santa Rosa, en
Chilpancingo de los Bravo, Guerrero; De cada donante se obtendra una muestra de 5 ml de sangre
para la obtencion de suero, el cual se almacenara -20°C hasta el momento de su utilizacion.

( http://guerrero.gob.mx/municipios/centro/chilpancingo-de-los-bravo/)

Pruebas y examenes
- Examen Fisico.
El examen fisico puede confirmar los sintomas. Los signos pueden ser:
e Inspeccion (observar el cuerpo).
o Palpacion (sentir el cuerpo con los dedos o las manos).
e Auscultacion (escuchar los sonidos).
e Miocardiopatia
o Inflamacion de los ganglios linfaticos
e Latido cardiaco irregular (arritmia)
o Latido cardiaco rapido (taquicardia)
Los examenes pueden abarcar:
e Hemocultivo para buscar signos de infeccion
e Radiografia del torax
e Ecocardiografia
e Electrocardiograma (ECG)
e Enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) para buscar signos de infeccion
o Frotis de sangre periférica para buscar signos de infeccion

Pruebas diagnosticas.

Se realizara un diagnostico de la enfermedad de Chagas por la observacion del parasito
en un frotis de sangre bajo el microscopio. Para la visualizacidon de los parasitos, se hace un frotis
de sangre delgado y otro grueso y se les tifie.

Sin embargo, el frotis de sangre funciona bien solo en la fase aguda de la infeccion, cuando se ven
los parasitos circulando en la sangre.

El PCR es en si un técnica muy simple: dos oligonucledtidos son sintetizados cada uno
como secuencia complementaria de una hebra opuesta (secuencia de un segmento en cada una de
las hebras) del ADN blanco en posiciones que estén mas alla de aquellas donde termina el segmento
a ser amplificado. Los oligonucledtidos sirven como cebadores con sus extremos 3' orientados en
direcciones opuestas.
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Otra prueba a emplearse es el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) los lectores de ELISA
son espectrofotometros capaces de realizar lecturas seriadas de cada uno de los pocillos de la placa
ELISA. A diferencia de un espectrofotometro convencional, con capacidad de leer todas las
longitudes de onda del ultravioleta y el visible de manera continua, los lectores de ELISA disponen
de sistemas de filtros que solo permiten la lectura de una o pocas longitudes de onda. Son las que
se corresponden con las necesarias para determinar la densidad optica de los cromdgenos mas
comunmente utilizados.

En base con la Declaracion de Helsinki (actualizada en 2008) nos habla sobre la
investigacion médica sujeta a diversa normas éticas, en este caso no perjudica la salud del ser
humano ya que se pretende realizar las pruebas de las muestras que son donadas voluntariamente
al banco de sangre, lo que no ocupa ningln riesgo a la salud por la pequefia cantidad de muestra
sanguinea que es extraida para la realizacion de las pruebas, se pretende informar a los donantes
de las pruebas que se le practicaran a su muestra para dar una eficacia al diagndstico en el caso de
la enfermedad de Chagas y asi proteger sus derechos individuales y el mismo respeto a estos.

El objetivo de la investigacion en seres humanos es para comprender las causas que
conllevan a la enfermedad, la evolucion que esta desarrolla y los efectos de las enfermedades
para mejorar las intervenciones preventivas, dar una mayor eficacia en las pruebas diagnosticas y
mejor la calidad de los procedimientos y tratamientos.

La investigacion pretende que sea segura, eficaz y efectiva.

Conclusion y discusion

La investigacion esta en proceso debido a las condiciones que nuestra escuela presenta
por la falta de luz y el acceso a esta deteriorado por las lluvias; pero en este tiempo de trabajo
hemos logrado aprender conocimientos empiricos para solo ser llevados a la practica; el
conocimiento del material y equipo que se utilizara a lo largo de la investigacion.

Durante la estancia las estudiantes se involucraron en el proyecto CHAGAS-UAGRO
que se realiza en el laboratorio de epidemiologia, especificamente en “Transmision domiciliaria
de T. cruzi en viviendas de la Colonia El Polvorin, Chilpancingo, Gro.”, al mismo tiempo
iniciaron la elaboracion del protocolo de investigacion: “Eficacia de pruebas diagnoésticas para la
deteccion de tripanosomiasis americana en el banco de sangre de Chilpancingo, Guerrero” el que
presenta un avance del 40%.

De igual manera se logro el contacto con el encargado del Banco de sangre ubicado en

Chilpancingo Guerrero donde se obtuvo una respuesta favorable para llevar a cabo una prueba
mas eficaz principalmente en el diagnéstico de la enfermedad de Chagas.
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A lo largo de este verano se esclarecié las normas éticas que se llevaran en la
investigacion; cuidando el bienestar hacia el paciente, las pruebas diagnodsticas que incluye la
investigacion que involucra seres humanos debe apoyarse con principios cientificos con una
literatura aceptada apoyandose en un profundo conocimiento de la bibliografia cientifica, y en
otras fuentes de informacion pertinente, asi como los experimentos de laboratorio realizados con
el respeto y la manera concisa y correcta con una ética basada en respeto y calidad de vida a la
persona donante, protegiendo y haciendo valer sus derechos con una vision humanitaria
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Resumen

La malaria es causada por parasitos del género Plasmodium que se transmiten al ser humano por
la picadura de mosquitos hembras infectados del género Anopheles. Pese a los vastos esfuerzos
por erradicar la enfermedad a nivel mundial, aun sigue siendo un problema de salud publica
debido a la resistencia a insecticidas por parte del mosquito vector, a la complejidad del ciclo de
vida y a la resistencia a medicamentos de Plasmodium. La respuesta inflamatoria de tipo celular
generada por la infeccion con Plasmodium induce la liberacion por medio de linfocitos T de
citocinas pro-inflamatorias como interferon gamma (IFN-y) que activan a los macréfagos para
que sinteticen especies reactivas del oxigeno lo que favorece la muerte del parasito. Los
sintomas de esta enfermedad son mas severos en los hombres que en las mujeres, a este
fenémeno se le conoce como dimorfismo sexual. Dado que las hormonas sexuales originan las
principales diferencias entre los sexos y modulan la respuesta inmune, es de suma importancia
comprender el papel del estradiol en la enfermedad. En este proyecto se evalto el efecto del
estradiol sobre la expresion del gen IFN-y en un modelo experimental de malaria murina, en
ratones CBA/CA machos y hembras, tratados con estradiol. Para la evaluacion de la expresion
del gen se utilizo la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa acoplada a una reaccion
de retrotranscripcion (RT-PCR). La administracion de estradiol incremento significativamente la
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expresion de IFN-y en los machos en comparacioncon lashembras. Estos resultados demuestran
el efecto inductor del estradiol sobre la expresion de IFN-y.
Palabras Clave: Malaria, Estradiol, IFN-y, Inmunidad.

Introduccion.

Segun la OMS en 2012 se produjeron 207 millones de casos de malaria que ocasionaron la
muerte de 627, 000 personas en el mundo (Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2013). La
malaria o paludismose genera por parasitos del género Plasmodium, que dan lugar a fiebres
periddicas acompafiadas de anemia, esplenomegalia y depositos de pigmento negro en los
organos interiores (Merino. F. 1987). Los sintomas de esta enfermedad son mas severos en
hombres que en mujeres, dado que las hormonas sexuales originan las principales diferencias
entre los sexos y modulan la respuesta inmune debido al dimorfismo sexual que presenta la
enfermedad (De Ledn—Nava. M., Morales—Montor. J. 2006).

La malaria induce una respuesta inflamatoria que conduce a la liberacion de citocinas; las
células NK, los linfocitos T CD8" y los CD4", producen interferon gamma (IFN-y) como
consecuencia de la estimulacion con interleucina 12 e interleucina 8. El IFN-y activa a los
macréfagos, para que sinteticen especies reactivas del oxigeno, ademas también modula la
actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa. Esta citocina pro-inflamatoria es necesaria para
inhibir el crecimiento del parasito y estimular su fagocitosis. El IFN-yes importante en la
proteccion contra el desarrollo de sintomas graves en malaria (Cabantous et al 2005, D'Ombrain
et al 2008, Perlaza et al 2011).

Diversos estudios en ratones demostraron el efecto inductor del estradiol sobre la
expresion de citocinas inflamatorias durante la respuesta inmune. A nivel molecular se ha
descubierto que la region promotora del gen del IFN—y tiene un elemento de respuesta a
estrogenos y se ha encontrado un incremento en los transcritos de este gen en linfocitos
estimulados con estrégenos (Fox HS, Bond BL, Parslow TG. 1991). En este proyecto se evalu6 el
efecto del estradiol sobre la expresion del gene IFN-y (indispensable para eliminar al plasmodio)
en un modelo experimental de malaria murina utilizando ratones infectados con Plasmodium
berghei ANKA. Para evaluar la expresion de un gen es necesario utilizar técnicas moleculares
como la RT-PCR. La reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a retrotranscripcion, la
técnica de PCRconsiste en una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una
secuencia especifica de DNA utilizando como sustrato DNA complementario (DNAc), después
de varios ciclos, la secuencia de DNAc blanco que proviene de un RNAm es copiada fielmente,
esta conversion se logra mediante una reaccion conocida como retrotranscripcion catalizada por
la enzima transcriptasa reversa que es capaz de convertir el RNAm en una molécula de DNAc de
esta forma se analiza la expresion del RNAm del gen de interés. Los elementos necesarios para la
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reaccion son el DNAc que funciona como molde, la enzimaZaq polimerasa, los oligonucledtidos,
los desoxirribonucledtidos trifosfatados, el ion magnesio, una solucion amortiguadora, un sistema
reportero de florescencia y H>O. Todos estos elementos interactuaran en tres etapas que
componen la reaccion: desnaturalizacion, hibridacion y extension, esto en un termociclador
(Tamay de dios. L., Ibarra. C., Velasquillo. C. 2013).

Materiales y métodos.

Se emplearon grupos de ratones CBA/Ca machos y hembras tratados con estradiol durante tres
semanas al dia siguiente de la ultima administracion, un grupo de ratones de machos y hembras
se infectaron con Plasmodium berghei ANKA en el bioterio de la FES- Zaragoza UNAM. En el
dia 9 post infeccion se sacrificaron los ratones y se extrajo el higado para posteriormente llevar a
cabo el proceso de extraccion de RNA (ver procedimiento 1 y 2), el RNA aislado se cuantifico y
se retrotranscribié (ver procedimiento 3 y 4), el DNA complementario (DNAc) asi obtenido se
utiliz6 para llevar acabo la PCR en tiempo real (PCRq) (ver procedimiento 5) para amplificar los
genes de B-actina y de IFN- vy, para analizar asi la expresion de estos genes ante la infeccioncon
Plasmodium berghei ANKA.

1. Procedimiento de extraccion de RNA

Reactivos

Trizol

Mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (49:1)
Isopropanol

dNTP’s 5SmM

Métodos.
En la extraccion de RNA se debe mantener el tejido en hielo asi como todas las soluciones
empleadas para evitar la degradacion de RNA por ribonucleasas.
1. Se sacrificaron los ratones por dislocacion cervical y se extrajo el higado, se coloco en un
tubo cubierto por una malla de Nylon y se macer6 con el émbolo de una jeringa, se utilizo
PBS libre de calcio y magnesio.
2. Se centrifugo6 a 3000 rpm a 4°C durante 15 minutos y se desechd el sobrenadante.
3. El botdn se resuspendid con agitacion vigorosa y se adicionaron 400 pL de TriZol™ ,
nuevamente se agitod hasta que la lisis fue completa.
4. A 500 pL de lisado anterior se le adicionan 150 pL de una mezcla de cloroformo: alcohol
isoamilico y se agitd durante 1 minuto en el vortex.
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Se centrifugo6 a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Se transfirio la fase acuosa a otro tubo.

7. Se adicionaron 500 pL de alcohol isopropilico, se mezcld suavemente y guardar a -70°C
hasta su uso.

o

2. Procedimiento para secar muestras de RNA
Material:
e Micropipeta de 100 pL.
e Puntas amarillas de 200 ml.
e Parafilm
Reactivos:
e FEtanol al 80 % en agua DEPC
e Aguja esteril
e Agua DEPC al 0.1 % esteril
Procedimiento
1. Se centrifugé a 14,000 rpm durante 15 min. a 4°C
Se elimind el sobrenadante
Se adicionaron 400 pL de etanol al 80 % en agua DEPC al 0.1 % estéril
Se centrifugo a 14,000 RPM durante 15 min. a 4°C
Se elimind el sobrenadante
Los tubos se cubrieron con parafilm, se realizaron pequefios orificios con aguja estéril
Colocar los tubos en un lugar limpio a temperatura ambiente y luego almacenar hasta su
uso a-70 °C

Nounbkwh

3. Procedimiento de cuantificacion del RNA

Reactivos:
e AguaDEPCal 0.1%
Método:
1. Las muestras se hidrataron con 80 pL de agua DEPC al 0.1% estéril y se agitaron por 5
minutos.

2. Se centrifugo a 14000 rpm durante 5 min. a 4°C
3. Las muestras se diluyeron 1:200 y se determind la absorbancia a 260nm

4. Se calcul6 la concentracion de RNA en pg/ ulL de acuerdo a la siguiente formula.

1 40pg

[RNA] = AbS3gp pm X (m x 200
[RNA] = pg/ uL
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Se utilizaron 1.5 pg de RNA. Se ajust6 el volumen a 10 uL. con: Agua DEPC,
1.0 pL de Oligo dT (0.05 pg/puL)

Incubar a 65°C durante10 min. Usando el termociclador ¢ inmediatamente
colocar en hielo durante 5 minutos. Centrifugar a 14000 rpm durante 5
segundos e incubar en hielo.

Adicionar 10 pL de la mezcla de retrotranscripcion.

Reactivos 1 Reaccion # Reacciones
Amortiguador First Strand 4L

Inhibidor d RNAsa 0.1 uL

dNTP’s 5nfM 2L

Agua estéri® 1.7 uL

Enzima MILV-RT 0.2 uL

DTT 0.1 M 2 pL

L J

e Seincubo a 37°C por una hora
e Seincubo a 95°C durante 5 minutos
e Se colocaron en hielo durante 5 minutos y se centrifugé a 14000 rpm durante 5

segundos.

e Se adicionaron 80 pL de agua DEPC y se almacen6 a -70°C hasta su uso

5. Procedimiento para realizar PCRq.
1. Preparacion de las muestras a analizar. (maximo 44 muestras por placa)

2. Se centrifugaron y colocaron en hielo.
3. Se limpio la campana de extraccion e irradiar con luz UV por 10 minutos.
4. Se prepardla mezcla de reaccion, se separaron las alicuotas y se adicioné el

DNAc.
Reactivos [ |/Rx 1 Rx # de Rx * 1.11
AguaMQ | emeeeeees 1.47 pL
Mezclade Rx []2x 1x 2.5uL
MgClx []50 mM 3mM 0.3 pL
ROX 50x 1x 0.1 ul
Oligonucledtido B-actina [
110 mM 200nM 0.1 puL
TAQ 50u/ pL. 0.03u/ plL 0.03 uLL
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DNA. [ 15ng/ uL 0.5 uL
Volumen Total 5 puL
5.

6. Se mezcl6 cada tubo y se llend la placa con 5 pL por pozo (cada muestra se
hace por triplicado incluido el control negativo).

Cubrir la placa con film 6ptico y se protegio de la luz con papel aluminio.

Se centrifugd a 1600 rpm/Smin. a 4°C.

9. Se corri6 el siguiente programa de ciclaje

* N

Ejemplo. B- Actina con los siguientes parametros:
a) 50 °C 2 minutos
b) 95 °C 2 minutos
c) 95°C 30 Seg.
d) 60 °C 45 Seg.
e) 72°C 45 Seg.
e Repetir los pasos c-d, 45 ciclos.
10. Guardar los resultados, para su posterior analisis.

Formulas y ecuaciones.

Para llevar a cabo el analisis de resultados de las PCRq se utilizo el método AACt en este modelo
se evaluaron las diferentes eficiencias de la amplificacion tanto para los genes en estudio como
para los genes de referencia se tomaron en cuenta como se muestra en la siguiente ecuacion:

ACP leanrral — sample)

- Tatgel

“Target

ratio =
o A
{ f;'l'u:l'-:}

'P“_II:-'rn,lr.'f'ull' satamgprde)

En esta ecuacion el cociente del gen en estudio se expresa en una muestra frente a un
control en comparacion con un gen de referencia. Etarget representa la eficiencia de la PCR en
tiempo real del gen en estudio; Eref representa la eficiencia de la amplificacion del gene de
referencia; ACPtarget es la diferencia del Ct del control menos la muestra del gene en estudio; y
ACPref es la diferencia en Ct del control menos la muestra del gen de referencia.

Como se menciond, en este modelo también es necesario conocer la eficiencia de amplificacion
de cada gen estudiado.
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Las eficiencias de las amplificaciones por PCR en tiempo real se calcularon a partir de las
pendientes de la curva estandar obtenidas después de realizar diluciones seriadas de una muestra
positiva (Pfaffl, 2004) de acuerdo a la siguiente formula:

E=10[-1/pendiente]-1.

Resultados.
Expresion de INF gamma en ratones machosy hembras tratados
con estradiol e infectados con Plasmodium berghei ANKA.
32
16 T
g
E 8 Hembras
2
;E _ B Machos 2y 3
S
= 4
&
=
p
1

Discusiones y conclusiones.

El principal motivo para tratar de entender los mecanismos que regulan la respuesta inmune en
malaria es la necesidad de desarrollar vacunas eficaces contra esta enfermedad. Debido a que
pese a los esfuerzos realizados esta enfermedad sigue siendo un problema de salud publica a nivel
mundial.

A pesar de que han pasado muchos afios desde que se conoce que los humanos pueden ser
inmunes a la malaria los mecanismos que generan esta inmunidad aun no se han entendido
completamente. Esto es atribuible a la complejidad del Plasmodium y su ciclo de vida. La
respuesta inflamatoria de tipo celular generada por la infeccion con Plasmodium induce la
liberacion de citocinas pro-inflamatorias como el interferon gamma por los linfocitos T que

493



Tlamati Numero Especial 2 (2014)

Memorias

activa a los macrofagos, los cuales sintetizan especies reactivas del oxigeno conducen a la muerte
del parasito. Las citocinas pro-inflamatorias constituyen una parte muy importante en la respuesta
inmune contra la malaria. Se conoce que el IFN-y citocina pro-inflamatoria muy importante en la
eliminacién del Plasmodium, se regula por el estradiol lo que da origen a un fenémeno conocido
como dimorfismo sexual. Debido a este fenomeno los sintomas de esta enfermedad son mas
severos en hombres que en las mujeres. En el presente trabajose estudio el efecto del estradiol
sobre los mecanismos inmunes de malaria.

Utilizamos técnicas de biologia molecular para medir la expresion de IFN-y en ratones de la cepa
CBA/Ca tratados con estradiol, un grupo se infectd con Plasmodium berghei ANKA. Se extrajo
RNAm de los higados de estos ratones, se retrotrancribié y el DNAc obtenido se utilizd para
medir la expresion de [FN-ycon la técnica de PCRq. Los resultados obtenidos se analizaron con
el método AACt y se graficaron en Excel. En estos experimentos se evalud la diferencia
significativa entre la expresion de IFN-y en hembras infectadas tratadas con estradiol y machos
infectados tratados con estradiol, utilizando como grupo control hembras y machos tratados con
estradiol sin infeccion. En los resultados se observd un incremento en la expresion de IFN-y en
machos tratados comparados las hembras tratadas. Estos resultados demuestran el efecto inductor
del estradiol sobre la expresion de IFN-y.
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Resumen

El Fluor se encuentra de manera natural en el ambiente y en las capas superficiales de la corteza terrestre,
en forma de fluorita o fluoruro de sodio, la ingesta de agua contaminada por fuentes geologicas es la principal fuente
de exposicion por fluor. En el cerebelo, el glutamato es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso
central, cuando se encuentra de manera exacerbada causa excitotoxicidad, por lo tanto tiene que ser removido por
transportadores especificos de glutamato que estan presentes en las células gliales de Bergmann, como el
transportador de glutamato GLAST y exportado al espacio extracelular por el transportador SNAT3. En este estudio
se trabajo con cultivos de células de Bergmann que fueron suprimidos, posteriormente se estimularon por diferentes
tiempos con NaF (5, 15, 30 y 60 min), después del estimulo, se cosechan para la posterior lisis del paquete celular y
la cuantificacion de proteinas. Se realiza una inmunodeteccion en fase solida (Western Blot), para la inmunodeteccion
se trabajo con anticuerpos (anti-GLAST, anti-SNAT3 y Anti-Rabbit). Los resultados sugieren que la neurotoxicidad
del fliior, esta asociada a un decremento transitorio en la sintesis proteica en las células mas abundantes del sistema
nervioso: las células gliales. Hay evidencia de que la presencia de este xenobiotico en el tejido cerebral disminuye la
sintesis de proteinas, proceso celular de alta demanda energética; es por ende que en este proyecto de investigacion,
se evaluara el efecto que tiene el Fluor en la expresion de los transportadores GLAST y SNAT3.

Palabras Claves: Fluor, neurotoxicos, xenobiotico, células gliales de Bergmann, proteinas.
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Introduccion

El fluor es el halogeno mas abundante en la corteza terrestre, con una concentracion de 950 ppm. En el agua
de mar este se encuentra en una proporcion de aproximadamente 1.3 ppm. Este elemento no se encuentra en estado
libre, sino en forma de fluoruro. El fluoruro se encuentra en muchos materiales como carbon y arcilla. Estos pueden
ser liberados al aire cuando son calentados a temperaturas altas, como es el caso de las fundidoras de aluminio, vidrio,
ladrillos, materiales para azulejo y fabricas de plastico (ATSDR, 2007). Los mecanismos de toxicidad del Flior,
aunque el mecanismo de accion del fluoruro en el Sistema Nervioso Central (SNC) se desconoce, hay estudios en
donde se relaciona con alteraciones en la neurotransmision y en la destruccion del tejido neuronal (Basha ez al., 2011).
Se sabe que alrededor de 20 millones de personas pueden estar expuestas a este compuesto y que esto esta asociado a
efectos toxicos sobre el sistema nervioso. Hay evidencia de que la presencia de este xenobidtico en el tejido cerebral
disminuye la sintesis de proteinas y causa degeneracion neuronal, lo cual podria ser mediante la regulacion de la
traduccion. Se sabe que la regulacion traduccional puede ser a nivel del inicio, elongacion y terminacion. Sin embargo,
la regulacion a nivel elongacion es rapida y con gasto energético bajo, por lo que podria ser un blanco del fluoruro.
Otro posible mecanismo de accion mediante el cual el fluoruro puede estar actuando a nivel neuronal es afectando el
proceso de la traduccion.

Glutamato, el glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor excitador del SNC de vertebrados. Participa en
la transmision sinaptica excitadora y de muchas formas de plasticidad sinaptica que se cree estan implicadas en los
procesos de aprendizaje y memoria (Hsieh et al., 2006). Este aminoacido esta distribuido ampliamente en el cerebro y
actiia mediante receptores que se encuentran expresados tanto en células gliales y neuronas (Garattini, 2000). Toxicidad
de glutamate, aunque el Glu es un aminoacido esencial para una adecuada neurotransmision, los niveles elevados de
este en el espacio extracelular pueden tener efectos toxicos en el SNC como; excitoxicidad y degeneracion neuronal
(Garattini, 2000). Por lo anterior, es importante que las concentraciones de Glu sean reguladas. Se sabe que este sistema
se encuentra presente tanto en neuronas como en células gliales (Rothstein ef al., 1994).

Células Gliales de Bergmann; el sistema nervioso esta constituido por dos tipos de células: neuronas y células
gliales (CG). Las CG son exclusivas de la capa molecular del cerebelo, se encuentra rodeando las sinapsis
glutamatérgicas formadas entre las fibras paralelas y las células de purkinje (Somogyi et al., 1990; Yang et al., 2008).
Las caracteristicas tan particulares que poseen convierten a las células GB en un buen modelo de estudio debido a que
son importantes durante la neurotransmision, asi como en la maduracion neuronal. Por lo tanto el estudiar el efecto de
la exposicion a fluoruro en estas células en particular permitira conocer el posible mecanismo y los blancos de este
neurotoxico, ya que al dafar a este tipo de células se puede comprometer la integridad neuronal y de esta forma afectar
la capacidad cognitiva. Esto es relevante ya que como se ha mencionado, las células GB son las mas abundantes del
SNC, en una relacion de 10:1 con respecto a las neuronas. También se ha demostrado que un defecto en este tipo
celular se relaciona con diversas patologias neurodegenerativas. Esto debido a la deficiencia en los sistemas de captura
de Glu, ya que la glia es uno de los principales tipos celulares responsables de la captura del Glu extracelular.

Metodologia

Supresion de Células Gliales; Suprimir las células con suero fetal al 0.5 % en medio Opti-Mem (2 ml por caja
p-60). Se incuban 2 h a 37 °C a 4.8 % de CO2, en 11 mL de Assay buffer se coloca 110 uL de NaF 50 mM, para el
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estimulo. Pasada las 2 h de incubacion, se retira el medio de supresion de supresion., estimular en diferentes tiempos
en las cajas p-60, el control, 5'minutos, 15 ‘minutos, 30 'minutos y 60 minutos, se afiade el NaF (Fluoruro de sodio) en
los diferentes tiempos y se queda por el tiempo establecido. Pasado el tiempo de estimulo de cada una de las cajas se
retira de forma inmediata y se coloca el assay buffer, las cajas se dejan incubando por un tiempo de 2 horas a 37 °C en
incubadora a 4.8 % de CO,. Después de haber pasado las 2 h de incubacion, Se le retira el assay buffer y se le coloca
inmediatamente el Buffer de fosfatos salino (PBS) con inhibidores PMSF (Fluoruro de Fenil Metils Sulfonilo) frio un
mililitro en cada caja de (5, 15, 30 y 60 min). (Por cada ml de PBS, se agrega 10 uL de PMSF). Se raspa con el
cosechador para bajar todas las células, se retira todo con una micropipeta y se coloca en un tubo de 1.5. Centrifugar
a las células por 7minutos a 13,000 rpm a 4°C y tomar el pellet.

Lisis celular, alas células se le coloca la solucion de lisis, centrifugar a 13,000 rpm durante 7 minutos a 4 °C.
Se recupera el sobrenadante y cuantificar las proteinas por el método de Bradford. Se hace el calculo para cargar 50ug
de proteina con sample buffer 3X, después mezclar con simple buffer 3X se hirvieron por 5 minutos para que se
desnaturalicen.

Electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS (SDS-PAGE); se hace la mezcla de los
reactivos para el gel separador al 15 % y gel (“stacking”). Se prepara el gel separador y se pone el vidrio hasta el tope,
se coloca alcohol encima para hacer el gel homogéneo. Esperamos a que gelifique por 10 minutos, pasado el tiempo
de gelificacion, por decantacion se le tira el alcohol y se seca, y se procede a realizar la mezcla del gel concentrador,
se coloca en la parte de arriba del separador y de forma inmediato se le coloca el peine, y esperamos a que gelifique
por 4 minutos, se retira el peine y se pone agua destilada a presion para evitar que se tapen los pozos, se cargan las
muestras en los diferentes pozos, ya con la concentracion de proteinas, sample buffer 3x hervidas previamente, se deja
un carril para el marcador de peso molecular que se colocara hasta el final en este caso de 6500 a 20500 Da, ya cargadas
las muestras se tapa y se acomoda del modo correcto el polo positivo (rojo) con positivo y negativo (negro) con
negativo. Posteriormente correr las muestras a 100 V a voltaje constante por 1 hora y media aproximadamente en
buffer de corrida. Después de haber pasado el tiempo de corrida se procede a realizar la transferencia en membranas
de nitrocelulosa, se retiran los geles y nos quedamos con el gel separador, que se colocara en forma de sanwich entre
la membrana, esponja y filtros que se humedecen previamente en buffer de transferencia, se coloca en el casete de
transferencia primeramente la esponja y el filtro del lado negativos, después el gel y luego la membrana, por ultimo
un filtro y una esponja simulando un saindwich, se coloca en la camara de transferencia y transferir el gel a 140 Am a
un amperaje constante por un tiempo de 2 horas en buffer de transferencia frio. Terminada la transferencia de hace la
captura de la fotografia y se tifie con el rojo de ponceau, bloquear la membrana 1 hora para SNAT3 y GLAST con
leche descremada al 5% en 20 ml, después del bloqueo lavar las membranas con TBS Tween 0.01%. 3 lavados por
membrana de 10 minutos, incubar con anticuerpo primario GLAST (1:1000) y SNAT3 (1:1000) toda la noche a 4°C.
30. Incubar con el anticuerpo secundario anti-rabitt (1:4000) por 2 horas a temperatura ambiente, después de incubar
con anticuerpos lavar las membranas con TBS Tween 0.01%. 3 lavados por membrana de 10 minutos, colocar 150 pl
de luminol a cada membrana para el revelado.

La cuantificacion de proteinas se hizo por el método de Bradford, como se muestra en la grafica 1
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Tabla 1. Cuantificacion de proteinas por muestra
Muestra Abs Pro Absl Ab2 [Proteina] [Proteinajug/Ul Muestra para 50ug
Ctl 0.634 0.634 0.634 15.7005076 7.85025381 Ctl 3.82153249
5 0.4955 0.492 0.499 12.1852792 6.09263959 5 4.92397417
157 0.4375 0.448 0.427 10.713198 5.35659898 157 5.60056859
30° 0.295 0.288 0.302 7.0964467 3.54822335 30° 8.45493562
60" 0.5635 0.576 0.551 13.9111675 6.95558376 60" 4.31308155
Ctl 0.344 0.352 0.336 9.13351499 9.13351499 Ctl 5.47434368
5 0.419 0.43 0.408 11.1771117 11.1771117 5 4.4734276
15 0.3605 0.374 0.347 9.58310627 9.58310627 15 521751493
30 0.371 0.359 0.383 9.86920981 9.86920981 30 5.06626173
60 0.3935 0.415 0.372 10.4822888 10.4822888 60 4.76995061
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Resultados

Se muestran los resultados obtenidos en este proyecto en las siguientes figuras 1, 2 y 3.

Figura 1. Tincion con rojo de Ponceau. Se observa la visualizacion de las
bandas con la misma intensidad lo que confirma que se carga la misma
cantidad de proteina en cada carril.

Ponceas N W S S W

150+
°
§ 100- T
°
2
E 50
=
w
0- .
NS 5 15 30 60 t(min)
F-[0.5mM]

Figura 2. Expresion de GLAST en diferentes tiempos.
Se observa la expresion del transportador GLAST en
diferentes tiempos con NaF (0.5mM), donde se muestra
que a 30 minutos hubo una mayor expresion. 500



Tlamati Numero Especial 2 (2014)

Memorias

n

(3.

o
1

*k

[\%]

3

']
—

-

(4]

o
1

GLAST/EAAT1 % of Control
=]
e 2

o
1

NS 5 15 30 60 t(min)
F- [0.5mM]

Figura 3. Expresion de SNAT3 en diferentes tiempos.
Se observa la expresion del transportador SNAT3 en
diferentes tiempos con NaF (0.5mM), donde se muestra
que disminuye por conforme pasa el tiempo de
exposicion.

Discusiones y conclusiones

En este trabajo observamos que la exposicion a concentraciones de 0.5mM (9.5 ppm) de fluoruro de sodio
afecta a los transportadores GLAST y SNAT3 en células GB. Existen varios estudios que han descrito los efectos
neurotoxicos asociados con la exposicion a fluoruro en diversos modelos y gran parte de su toxicidad tiene como
blanco areas relacionadas con la funcioén cognitiva (Paul ef al., 1998; Ding et al., 2011; Rocha et al., 2011). En la
exposicion a este contaminante ambiental es posible su acumulacion en diversos 6rganos. En el estudio de Inkielewicz
y Krechniak, (2003) realizado en ratas que ingirieron agua con 25 ppm durante 12 semanas se puede apreciar que
comparativamente con las ratas control, en las ratas expuestas se observo un incremento significativo en la
concentracion de fluoruro de 11.8, 8.5,7.5, 6.7, 5.1 y 1.8 veces en testiculos > cerebro> riiidn> higado > orina > suero,
respectivamente. La concentracion promedio presente en el homogenado de cerebro de rata expuesta a fluoruro fue de
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5.8 ppm. La concentracion de fluoruro empleada en el presente estudio esta acorde a los niveles de concentraciones
encontrados en muestras bioldgicas de rata y de poblaciones humanas expuestas a fluoruro, por lo que el estudio de
los efectos que provoca es relevante bioldgicamente. En este proyecto se siguen llevando a cabo distintos experimentos
para evaluar el efecto del Fluor. En los experimentos que se han realizado a la fecha se ha observado que existe una
modificacion en la expresion de los transportadores GLAST y SNAT3 y por tanto en la regulacion de los niveles de
glutamato.
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Resumen

Las dispersiones solidas (DS) son una alternativa para aumentar la velocidad de disolucion de farmacos poco
solubles, con el uso de calentamiento por microondas que sustituye el calentamiento convencional permitiendo el
calentamiento homogéneo de la muestra sin afectar la estructura molecular. El objetivo de éste estudio fue formar
dispersiones solidas de Ibuprofeno-Polietilenglicol 4000 (PEG4000) utilizando calentamiento por microondas y
comparar sus propiedades con las mezclas fisicas. Se usaron diferentes composiciones de Ibuprofeno y de PEG4000
para DS y mezclas fisicas, se evaluo la dureza en el durometro Schleuniger, la velocidad de desintegracion en el
desintegrador y altura utilizando un vernier digital. Los resultados mostraron que las dispersiones solidas no alteran
la densidad de los materiales, disminuyen la resistencia mecanica y aumentan la velocidad de desintegracion en
comparacion con las mezclas fisicas. El calentamiento de microondas es directamente proporcional al elevar la
potencia y es un método eficaz para formar las dispersiones solidas. En el diagrama de fases se encontré un punto
eutéctico cercano al 20% de ibuprofeno.

Palabras clave: Dispersiones solidas, velocidad de disolucion, ibuprofeno, calentamiento por microondas.

Introduccion

En el sistema de clasificacion de biofarmacéutica (BCS), los farmacos pueden dividirse en cuatro clases,
dependiendo de su solubilidad y permeabilidad. Los farmacos que pertenecen a la clase II se caracterizan por baja
solubilidad y alta permeabilidad (Moneghini, et al., 2008). Junto con la permeabilidad, el comportamiento de
solubilidad de un farmaco es un factor determinante de la biodisponibilidad (Leuner, et al., 2000), el ibuprofeno es un
farmaco muy poco soluble en agua y muy permeable a las membranas bioldgicas, por tanto la preocupacion de mejorar
su solubilidad. En la actualidad, existen métodos para mejorar la velocidad de disolucion de farmacos con baja
solubilidad, uno de estos es la formacion de dispersiones solidas (DS) a base de complejos de ciclodextrina de
inclusion, polivinilpirrolidona y polietilenglicoles 4000 y 6000 (Moneghini, et al., 2008). El término dispersiones
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solidas se refiere a un grupo de productos solidos consistentes de dos pequefios componentes diferentes, generalmente
una matriz hidrofilica y un farmaco hidrofobico. La matriz puede ser cualquiera de los dos o cristales o amorfos. El
farmaco puede ser una molécula dispersa, en particulas amorfas (grupo) o en particulas cristalinas (Dhirendra K, ef al.,
2008). Las DS son sistemas en los cuales la liberacion del farmaco es mayor a la liberacion obtenida a partir de una
formulacion convencional. Esto se debe principalmente, a que las particulas en una DS tienen una mayor superficie
especifica (menor tamafio de particula) y, en consecuencia, presentan una mayor velocidad de disolucion (Castro,
2008). Recientemente se ha incorporado el uso del calentamiento por irradiacion de microondas para la preparacion
de DS. Las microondas sustituyen al calentamiento convencional, es decir, la conduccion, convencion o la radiacion
con luz infrarroja. La irradiacion por microondas ofrece varias ventajas, tales como: calefaccion volumétrica rapida,
sin sobrecalentamiento en la superficie, permiten la produccion de calor en cualquier punto de la muestra al mismo
tiempo sin afectar la estructura molecular, ahorro de energia y bajo costo operativo. La principal ventaja de no utilizar
disolventes organicos es la ausencia de cualquier riesgo procedente de residuos de disolventes. El objetivo de éste
estudio es formar dispersiones solidas de Ibuprofeno-Polietilenglicol 4000 utilizando calentamiento por microondas y
comparar sus propiedades con las mezclas fisicas.

Metodologia

Curva de calentamiento del agua; se pesaron 100 g de agua y se registro la temperatura con un termometro
infrarrojo digital. Se someti6 a calentamiento durante 2 minutos en el horno de microondas a potencia de 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100. Se registro la temperatura inmediatamente.

Mezclas fisicas y dispersiones solidas; se usaron diferentes composiciones de Ibuprofeno y de PEG4000:
80/20, 60/40, 40/60 y 20/80 para DS y mezclas fisicas. Las dispersiones solidas fueron sometidas a calentamiento por
radiacion de microondas a potencia de 30 en tiempos diferentes por cada composicion hasta formar una solucion, se
solidifico y se triturd. De las mezclas fisicas y las DS se elaboraron 10 tabletas de 500 mg y se evaluo la dureza en el
durémero, la velocidad de desintegracion en el desintegrador a 37°C y la altura usando un vernier digital. Se
compararon las DS y mezclas fisicas.

Diagrama de fases; Se fundié lentamente en una parrilla eléctrica una muestra de las DS de composicion
90/10, 80/20, 70/30, 60/40, 50/50, 40/60, 30/70, 20/80 y 10/90, se registr6 la temperatura de fusion y se elaboro el
diagrama de fases buscando el punto eutéctico. También se registr6 la temperatura de fusion del ibuprofeno y del
PEG4000.

Resultados
Tabla 1. Datos de las temperaturas del agua a potencias de 10, 20, 30, 40 y 50, en el tiempo de 2 minutos.

Potencia 1" Corrida (°C) 2% Corrida (°C) 3% corrida (°C) Promedio

Q)
10 39.8 36.2 38.6 382
20 514 51.8 56.7 533
30 65.4 66.3 68.8 66.8
50 80.4 83.1 81.1

81.5
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Grafica 1. Curva de calentamiento.

Tabla 2. Espesor de las tabletas de las mezclas fisicas y las DS.

Mezcla ibuprofeno/PEG Potencia/tiempo Temperatura
4000 (°0C)

80/20 30, 3 min; + 30, 2 min; + 30, 2 min 80.2
60/40 30, 3 min; + 30, 30 s. 85.1
40/60 30, 3 min 102.5
20/80 30, 3 min; + 30, 30 s. 115
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Grafico 2. Espesor contra composicion de las mezclas fisicas y las DS.

11.34 9.52
12.06 10.16

10.68 7.88
8.5 7.9

10.64 8.86

+1.537 +1.15

Tabla 3. Comparacion de la dureza de las mezclas fisicas y las DS en kilopond (kp).
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Dureza vs composicion
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Grafico 3. Dureza contra composicion de las mezclas fisicas y las DS.

5
30
40

18.75
+19.31

80
60
70
52.5
+35.93

0 0

Tabla 4. Las pruebas de desintegracion se realizaron en el desintegrador de tabletas a temperatura de 37°C.
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% de desintegracion vs composicion

90 -
80 -
70 -
60 -
\550—

30 -
20 -
10 -

80/20 60/40 40/60 20/80

Grafico 4. Porcentaje de desintegracion contra composicion de las mezclas fisicas y las DS.

90/10 66.8
80/20 69
70/30 58
60/40 54.7
50/50 51
40/60 46.3
30/70 449
20/80 41
10/90 49

Tabla 5. Punto de fusion de las diferentes concentraciones de las dispersiones sélidas de Ibuprofeno y de PEG.
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Figura 1. Ejemplificacion de un diagrama del punto eutéctico de una mezcla de dos solidos donde el punto eutéctico
es el punto de fusion mas bajo que se obtiene marcado con la letra G.
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Grafico 5. Diagrama de fases de las dispersiones sélidas de diferentes composiciones, el punto eutéctico esta cercano
al 20% de ibuprofeno.
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Discusién y conclusiones

En la curva de calentamiento del agua a diferentes potencias usando microondas se observa que el
calentamiento es proporcional al aumentar la potencia. Esto se comprueba al hacer pasar la linea de tendencia de
cualquiera de las curvas y tienen una r cuadrada cercana a uno. La reproducibilidad del calentamiento se puede observar
al ver que las graficas estan practicamente superpuestas y esto se puede medir con la desviacion estandar a cada
potencia empleada.

Las condiciones de calentamiento para obtener las dispersiones solidas fueron superiores a los puntos de
fusion reportados para ibuprofeno (75 a 77 °C) y del PEG 4000 (50 a 58 °C). Sin llegar a degradar al Ibuprofeno. Y si
se alcanzaba a formar una solucion después del calentamiento. El espesor de la dispersiones solidas y de las mezclas
fisicas fue practicamente el mismo, por lo que se puede suponer que el tratamiento con microondas no modifico la
densidad de los materiales. La dureza de las dispersiones solidas disminuyd por lo que tienen menor resistencia
mecanica que las mezclas fisicas. Y en consecuencia se esperaria que se disolvieran mas rapidamente. La prueba de
tiempo de desintegracion no fue aceptada, ya que tanto las dispersiones solidas como las muestras fisicas no pasaban
la prueba y se fij6 un tiempo limite para determinar el grado de desintegracion en una hora. En ese tiempo las
dispersiones solidas presentaron mejor desintegracion que las mezclas fisicas. Y eso indica claramente que para poder
darse en forma de tabletas van a requerir la presencia de un desintegrante para que el farmaco pueda estar en contacto
con el fluido bioldgico. En el diagrama de fases muestra los puntos de fusion de las DS en donde el punto eutéctico
puede estar cercano al 20% de ibuprofeno.
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Resumen

El presente trabajo describe la comparacion entre mezclas fisicas (MF) y dispersiones solidas (DS) entre la
Ranitidina HCI y el Polietienglicol (PEG) 4000. Para realizar las DS se utilizo la energia de microondas para
aprovechar las ventajas que tiene sobre el calentamiento convencional. Se realizé una curva de calentamiento por
triplicado para evaluar el comportamiento de calentamiento en el horno de microondas. Se hicieron mezclas en
proporciones 80/20, 60/40, 40/60 y 20/80 de ranitidina y PEG 4000 respectivamente, se elaboraron 10 tabletas con
la tableteadora con manémetro para las MF y las DS de las cuales se evaluo la dureza con el durémetro Schleuniger,
la altura con el vernier digital, y el tiempo de desintegracion con el aparato de desintegracion. Se intento obtener el
diagrama de fases calentando en la parrilla eléctrica distintas mezclas con distintos porcentajes de ranitidina. El
calentamiento por microondas es lineal, reproducible y muy rapido. Las DS obtenidas presentaron mayor dureza y
menor espesor. La ranitidina no forma DS con PEG 4000, pues se descompone al llevar a cabo el calentamiento y no
se incorpora en el PEG fundido.

Palabras clave: Calentamiento por microondas, Dispersiones solidas, Mezclas fisicas
Introduccion

Las dispersiones solidas (DS) son un producto de dos componentes, un acarreador hidrofilico y un farmaco
hidrofobico. (Dhirendra et al, 2009). Las cuales, se han utilizado como un medio eficaz para mejorar la velocidad de
disolucion y por lo tanto la biodisponibilidad de farmacos. (Singh et a/, 2011). Para formar la DS se empleandiversos
métodos como: el método de fusion, extrusion de fusion en caliente, método de disolvente, entre otros. (Dhirendra et
al, 2009). Para obtener las DS por medio del método de fusion se ha aplicado la energia por microondas, por las
ventajas sobre el calentamiento convencional, entre ellas calentamiento mas homogéneo y veloz, mayor eficiencia y
mayor eliminaciéon de humedad. (Cuevas y Hernandez, 2011). Como la ranitidina es un farmaco soluble y las DS
ayudan a la solubilidad, en este caso se quiere observar si en farmacos solubles las DS actuan de manera favorable. Se
evalu¢ el efecto de la temperatura y la composicion en la formacion de DS fdrmaco-polimero usando calentamiento
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por microondas y se intentaron establecer las condiciones de calentamiento por microondas que permitan la formacion
de DS entre la Ranitidina y el PEG 4000.

Metodologia

Diagrama de fases; se ealizan 9 mezclas con distinto porcentaje de ranitidina (90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20,10%),
realizar el calentamiento por microondas, colocar una muestra de DS en un vaso de precipitados, fundir la muestra de
la DS en la parrilla, registrar temperatura, disolucion con un solvente organico, realizar mezclas (80% raniridina y 20%
un acarreador), usar diferentes polimeros: Parteck M200, PVP K30, K90 y PEG 6000. A la mezcla agregarle alcohol
hasta formar una pasta. Someter a calentamiento por microondas hasta que el solvente se evapore. (Fijar condiciones).

Fusion y disolucion; pesar 80% ranitidina y 20% PEG 4000 para realizar mezcla, fundir el PEG 4000 por
calentamiento en microondas, mezclar ranitidina y un solvente orgénico (alcohol) y someter a calentamiento hasta que
el solvente se evapore.

Resultados
En la tabla 1 se muestra la curva de calentamiento de potencia

Tabla 1. Registro de temperaturas obtenidas para cada potencia en microondas

1" corrida (°C) 2% corrida (°C) 3% corrida (°C)

39.8 36.2 38.6

51.4 51.8 56.7

65.4 66.3 68.8

76.5 77.0 77.9

80.4 83.1 81.1
'-_;—".‘

(L]
340 ﬁ/ emge= |* Corrida (°C)
£30 == 2" Corrida (°C)
=20 3% Corrida (°C)
10
0
10 20 30 40 Pstf)tencia

Grafica 1. Comportamiento de la temperatura relacionada al aumento de potencia.
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Mezclas fisicas/Dispersiones solidas, se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Registro de las temperaturas obtenidas de las diferentes mezclas con distintas condiciones

- 82 °C Potencia 30/4 Min.

90 °C Potencia 30/7:30 Min.
92.2 °C Potencia 30/ 5:30 Min.
95.2 °C Potencia 30/ 4:30 Min.
3.2
y= 0.0061x + 3.079 Mezclas ﬁsicas,
R2=0.4811 3.111
g 31 W
€
: M
g Dispersiones solidas,
< 3 3.063
y=0.011x+3.014
R2=0.8755
2.9

80%Ranitidina 60%Ranitidina 40%Ranitidina 20%Ranitidina

Grafica 2. Altura de las pastillas realizadas con MF y DS en relacion al porcentaje de
Ranitidina
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18 Grafica 3. Dureza de las pastillas

Dispersiones :
16 e ke reahz'a,ldas con MF y. DS en
14 relacion alporcentaje de
Ranitidina
2 ¢/¢ == —$

(=7
~
] 10 Mezclas fisicas,
2 g 11.66
=
a
6
4
2
0
80%Ranitidina 60%Ranitidina 40%Ranitidina 20%Ranitidina
07:12 Dispersiones
: solidas, 06:35
=0.0427x + 0.1094
g 06:00 " R 09852
2 Mezclas fisicas
3] . 5
g 04:48 06:11
2 y=0.0347x +0.1146 Grafica 4. Tiempo de desintegracion de las
5 03:36 Rl pastillas realizadas con MF y DS en
< relacion al porcentaje de Ranitidina
< 02:24
=3
£
2 01:12
=
00:00

80%Ranitidina  60%Ranitidina  40%Ranitidina  20%Ranitidina
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90
o 80
e Temperatura de
Nl 70 fusion de Ranitidina
"
= °C, 78.8
[}
o
© 60
=1 M‘
2
o
é’. 50 Temperatura de
o fusion de PEG 4000
= 40 >

C 562
30
90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10%

Ranitidina Ranitidina Ranitidina Ranitidina Ranitidina Ranitidina Ranitidina Ranitidina Ranitidina

Grafica 5. Temperaturas de fusion de los componentes de mezclas con distinto porcentaje de
Ranitidina y PEG 4000

Tabla 3. Distintas condiciones y diferente cantidades de alcohol empleadas con diferentes polimeros.

Polimero Condiciones Gotas de alcohol
PVP K90 Potencia 20/ 42 seg 76 gotas
PEG 6000 Potencia 20/15 seg 69 gotas
PVP K30 Potencia 20/ 53 seg 59 gotas
Parteck M200 Potencia 20/ 25 seg 84 gotas
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PVP K90 PEG 6000

Figura 1. Izquierda, muestra una pasta formada por Figura 2. Izquierda, muestra una pasta formada por
ranitidina, PVP K90 y alcohol. Derecha la mezcla ranitidina, PEG 6000 y alcohol. Derecha la mezcla
después se someterse a calentamiento. después se someterse a calentamiento.

Fig. 3. Izquierda, muestra una pasta formada por Fig. 4. Izquierda, muestra una pasta formada por
ranitidina, PVP K30 y alcohol. Derecha la mezcla ranitidina, Parteck M2000 y alcohol. Derecha la mezcla
después se someterse a calentamiento. después se someterse a calentamiento.

Discusion

En la curva de calentamiento del agua a diferentes potencias usando microondas se observa que el
calentamiento es proporcional al aumentar la potencia. Esto se comprueba al hacer pasar la linea de tendencia de
cualquiera de las curvas y tienen una r cuadrada cercana a uno. La reproducibilidad del calentamiento se puede observar
al ver que las graficas estan practicamente superpuestas y esto se puede medir con la desviacion estandar a cada
potencia empleada. Las condiciones de calentamiento para obtener las dispersiones solidas fueron inferiores a los
puntos de fusion reportados para ranitidina (130 °C) y del PEG 4000 (50 a 58 °C). En el estudio se llego a degradar la
ranitidina. Y no se alcanzaba a formar la dispersion solida después del calentamiento. Por lo que se requiere buscar
otra metodologia para obtener las dispersiones. El espesor de la dispersiones solidas y de las mezclas fisicas fue
diferente por lo que se puede suponer que el tratamiento con microondas modifico la densidad de los materiales
obteniendo dispersiones mas densas que las mezclas fisicas. Al igual que en el espesor, se ve afectada la dureza de las
nuevas composiciones y eso lleva a suponer que las tabletas seran mas densas. Los resultados de tiempo de
desintegracion fueron muy semejantes por lo que no hay diferencia significativa entre los datos. El diagrama de fase

516



Tlamati Numero Especial 2 (2014)

Memorias

muestra que no hubo modificaciones al variar la composicion de las mezclas por lo que se puede suponer que no hay
formacion de la dispersion solida. Ademas tuvimos problemas de estabilidad por la ranitidina que incluso cambio de
color durante el calentamiento. Y se sugiere que se emplee otra metodologia diferente que no degrade la molécula de
ranitidina y que si permita la obtencion de las dispersiones solidas. Solo se formo una especie de suspension. En las
cuatro mezclas que se realizaron con diferentes polimeros se pudo observar que el polimero si se fundia pero la
ranitidina no, en cuanto al solvente organico este se evaporaba pero al momento de hacerlo la ranitidina se quemaba.
Se confirma que este método tampoco es el adecuado para que se realice una dispersion solida con la ranitidina. Este
fue el método que pudo hacer que una parte de la ranitidina se fundiera, pero de igual forma que en los anteriores
métodos para realizar una dispersion solida con la ranitidina, esta se quemo.

Conclusién

El calentamiento por microondas es lineal, reproducible y muy rapido. El método de fabricacion de
dispersiones solidas por microondas es rapido, pero dependiente de la composicion de las mezclas. Las dispersiones
obtenidas presentan mayor dureza y menor espesor de las tabletas por lo que se modifico la dureza de dichas mezclas.
Segun los resultados obtenidos, ademas del diagrama de fase se concluye que la ranitidina no es una molécula que
forme dispersion solida con el PEG 4000. Por los datos de la literatura se supone que la ranitidina se descompone antes
de alcanzar su punto de fusion, por lo que en las condiciones estudiadas no se formo la dispersion sélida.
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Resumen

Medir prevalencias de riesgos a la salud en una poblacion de estudiantes de 20 a 25 arios de
edad del area de la salud. Es un estudio de tipo transversal, descriptivo. El instrumento utilizado
fue una encuesta original autoaplicada, previamente validada por los autores y que se les aplico
a 334 estudiantes de 20 a 25 arios del darea de la salud. Se confecciono una base de datos con la
informacion de las entrevistas y se obtuvieron los porcentajes de las variables seleccionadas. De
la encuesta realizada a 462 alumnas 334 pertenecen al grupo de edad entre 20 y 25 aiios
estudiantes del area de la salud se encuentra que el 40.72% ah fumado alguna vez en su vida, el
84.13% consume alcohol y solo el 5.99% ah probado drogas alguna vez en su vida. Las alumnas
del area de la salud presentan un alto riesgo y darios a la salud por lo que es conveniente
realizar programas de intervencion para evitar la desercion escolar en las unidades académicas
relacionadas con la salud.

Palabras clave: riesgos, salud, estudiantes, adulto joven
Introduccion:
La adultez es la llamada segunda edad de la vida del ser humano, incluye el final de la adolescencia

por lo que no pueden verse aisladas una de otra, es el periodo comprendido entre los 20 y los 59
afios de edad.
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El hombre alcanza la etapa plena de desarrollo humano, se enfrenta a la sociedad con un nivel de
responsabilidad en la formacion de las nuevas generaciones

Clasificacion por edades

Adulto joven ----de 18 afios a----35 afios

Adulto maduro----de 35 afios a----59 afios

A esa edad el ADULTO JOVEN alcanza la madurez fisica y sus sistemas corporales funcionan a
optimo nivel adquieren una filosofia de la vida acorde con los cambios sexuales las
transformaciones fisicas y el momento social en el cual se desarrollan. La percepcion sensorial e
intelectual y el vigor muscular estan al maximo

Adulto sano
Se considera a una persona saludable cuando esta en equilibrio con su medio ambiente, cuando hay
autonomia, dignidad y responsabilidad en su familia y en la comunidad.

Salud depende de dos grandes grupos de factores fundamentales:

Los factores constitucionales 6 genéticos que marcan al ser humano desde su nacimiento.

El Medio ambiente que ejerce su influencia sobre los factores genéticos.

El primer grupo conformado por los factores constitucionales 6 genéticos que marcan al ser
humano desde su nacimiento

El segundo grupo esta dado por el Medio ambiente que ejerce su influencia sobre los factores
genéticos

Hay que orientar y exigir a las personas con respecto a la necesidad de responsabilizarse en las
cuestiones de salud, es importante la reorientacion del concepto de Salud.

Aproximadamente el 90% de los jovenes opinan que su salud es excelente, muy buena o buena. La
gente de este grupo de edad informa que tiene mucho menos resfriados e infecciones respiratorias
que cuando nifios; y que cuando tiene resfriados, generalmente se deshace de ellos facilmente.
Muchos adultos jovenes nunca estan seriamente enfermos o incapacitados. Menos de 1% estan
limitados en la habilidad de moverse y hacer cosas por dolencias cronicas o deterioro.

Ademas de las defunciones por accidentes, que afectan principalmente a la poblacion joven, las
enfermedades que en la actualidad preocupan por su irreversibilidad son el VIH/SIDA y la
leucemia. De igual forma, llama la atencion el creciente nivel de violencia interpersonal, la
depresion y el aislamiento en el que se encuentran muchos adolescentes y jovenes, que son
particularmente susceptibles a los homicidios y al suicidio.

Cerca de la mitad de todas las dolencias agudas experimentadas en la vida adulta joven son
respiratorias, y otro 20% son heridas. Las dolencias cronicas mas frecuentes, especialmente en
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familias de bajos ingresos, son problemas de la espalda o de la columna, deterioro de la audicion,
artritis e hipertension. Las razones mas frecuentes para la hospitalizacion en estos afios son
alumbramientos, accidentes y enfermedades del sistema digestivo y genitourinario causado
generalmente por el estilo de vida que llevan las personas

El presente estudio forma parte del proyecto “Riesgos y Dafios a la Salud en estudiantes
Universitarias del Area de la Salud del estado de Guerrero financiado por Promep que esta llevando
a cabo el CA “Riesgos a la Salud Colectiva” de la UA Enfermeria No. 1. El objetivo fue medir
prevalencias de riesgos a la salud en las estudiantes de los grupos de edad de 20 a 25 afios.

Materiales y metodos:

El estudio es transversal, descriptivo.

Lugar de estudio: Unidades académicas del area de la salud de la UAGro.

Poblacion blanco. Estudiantes del grupo de edad de 20 a 25 afos.

Poblacion de estudio. Estudiantes universitarias del area de la salud de 20 a 25 afios.

La muestra fue bietapica, por conglomerados.

La primera etapa fue seleccion de las Unidades Académicas y la segunda etapa la seleccion de
los grupos. La unidad de muestreo el grupo y la unidad de analisis cada alumna.

De la muestra de 462 alumnas del 4rea de la salud de la UAGro se seleccionaron 334 alumnas
del grupo de edad de 20 a 25 afios.

Criterios de inclusion. Alumnas legalmente inscritas que aceptaron participar mediante
consentimiento informado.

Criterios de exclusion. Alumnas que no desearon participar y alumnos varones. Se utilizo encuesta
autoaplicada, previamente validada.

El presente estudio fue autorizado por la comisién de Bioética e Investigacion de la UAGro y se
apega a los principios de Helsinki y la a la Ley General de Salud de México. Por lo tanto cumple
con el principio basico de equidad, no dafio, confidencialidad y beneficencia

Se construyo una base de datos en el programa EpiData version 3.0 y el analisis estadistico se llevo
acabo en Stata 8.0. Se determinaron frecuencias, porcentajes y se construyeron graficas.

Resultados:

De un total de 462 estudiantes de nivel superior del area de la salud de la UAGro encuestadas 334
representando el 72.29% de las se encuentra entre las edades de 20 a 25 afios (ver grafica No.1)
Las caracteristicas determinadas en el grupo de alumnas encuestadas se presentan en los
siguientes cuadros:
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CUADRO No.1 Caracteristicas socio demograficas de Alumnas del Area de la Salud de 20-25

afios de la UAGro.
VARIABLE FRECUENCIA PORCENTAIJE
Edad 20 82 24.55
21 104 31.14
22 78 23.35
23 35 10.48
24 18 5.39
25 17 5.09
Estado Civil Soltera 371 80.30
Casada 53 11.47
Union libre 33 7.14
Divorciada 4 0.87
Viuda 1 0.22
Pertenece grupo Si 78 16.88
indigena No 256 83.12
Pueblo original mixteco 26 29.55
Amuzgo 6 6.82
Tlapaneco Me’phaa | 37 42.05
Néhuatl 19 21.59
Tamaiio de la De mas de 10000 191 43.12
poblacion de origen habitantes
Entre 2500 a 10 000 | 135 30.47
habitantes
De menos de 2500 191 43.12
habitantes
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CUADRO No.2. Caracteristicas Epidemiologicas de Alumnas del Area de la Salud de 20-25

afos de la Gro.

VARIABLE FRECUENCIA PORCENTAIJE
Fumaste alguna vez Si 136 40.72
No 198 59.28
Antes fumaban, ahorano | Si 67 20.06
No 267 79.94
Consumo de tabacoenel |Si 51 15.27
ultimo ano No 283 84.73
Consumo de tabacoenel |Si 33 9.88
ultimo mes No 301 90.12
Papa ingieren alcohol Nunca 92 27.54
Antes tomaba, ahora |97 29.04
ya no
Una a doce veces al | 84 25.15
afo
Cada quince dias 34 10.18
Cada ocho dias 18 5.39
Casi a diario o diario |9 2.69
Mama ingieren alcohol Nunca 211 63.17
Antes tomaba, ahora |36 10.78
ya no
Una a doce vecesal |81 24.25
afo
Cada quince dias 4 1.20
Cada ocho dias 2 0.60
Han tomado bebidas Si 281 84.13
alcoholicas No 53 15.87
Probadoras de droga ilegal | Si 20 5.99
No 314 94.01
Tipo de droga consumido | Ninguno 321 96.11
Marihuana 13 3.89
Tienes pareja Si 303 9.01
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No 30 90.99
Uso de preservativo Si 175 52.40
No 159 47.60
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Riesgos y dafios a la salud UAGro

Existe un amplio rango de edades que presentan las alumnas de la salud de 20 a 25 afios de edad,
en este estudio se pudo encontrar que existen varios riesgos y dafios a la salud que se han operado
este grupo de edad relacionado con su estilo de vida asi como del entorno que las rodea y los
antecedentes que presentan personas cercanas a ellas principalmente familiares, de acuerdo a los
resultados el principal problema que aqueja a este grupo de edad son la presencias de adicciones.
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Conclusion

Es necesario elaborar un programa de intervencion para ofertar medidas de prevencion asi como
informacion a alumnas, debido a los riesgos a la salud a los que son susceptibles este grupo de
edad lo cual se desarrollan debido a estilos de vida no saludable, al ambiente que las rodea al igual
que el consumo de tabaco, alcohol, y /o drogas, la oferta de métodos anticonceptivos y por medio
de estas medidas evitar la desercion estudiantil y la igualdad de género.
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