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Ciencias de la nutricion, Farmacologia, Medicina interna, Medicina general, Medicina interna, Medicina
preventiva.
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publicacién Seriada en Nichos de Ciencia de Universidades Autonomas - Universidades Publicas
Estatales - IES Federales - Universidades Politécnicas - Universidades Tecnoldgicas - Institutos
Tecnoldgicos Federales - Escuelas Normales - Institutos Tecnol6gicos Descentralizados - Universidades
Interculturales - Consejos de CyT - Centros de Investigacion CONACYT.

Alcances, Cobertura y Audiencia

Revista de Ciencias de la Salud es un Research Journal editado por ECORFAN-México S.C en su
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Efecto de un extracto hidroalcoholico de Bursera fagaroides sobre los niveles de
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Effect of a hydroalcoholic extract of Bursera fagaroides on intestinal and kidney
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Resumen

Las poliaminas (PAs), Putrescina (Pu), Espermidina (Spd) y
espermina (Spm) son alkilaminas poliacationicas indispensables
para el crecimiento y diferenciacion celular. En adicion a su
sintesis de novo, las células pueden incorporar PAs de fuentes
extracelulares, como tejido canceroso, el alimento, y la
microbiota intestinal. Sin embargo, se requiere de mas estudios
que permitan dilucidar la distribucion y el flujo de las mismas,
tanto en tejido normal como en el fendmeno del cancer. En el
modelo de linfoma murino L5178Y, el nivel de PAs intestinales
disminuy6 en presencia de tumor mas el tratamiento con Bursera
fagaroides pero no en sanos con tratamiento. En el rifion los
niveles de PAs aumentan en los ratones con linfoma y aquellos
que no tenian tumor. Probablemente y dado que las células
intestinales se estan dividiendo rapidamente y las células renales
no, esto puede ser una prueba que las PAs son necesarias para
mantener el crecimiento tumoral. Con el fin de dilucidar la
distribucion y el papel de las PAs en el organismo. EI modelo de
linfoma murino L5178Y es muy utilizado en estudios
inmunolégicos. En particular, para probar in vivo la actividad
antitumoral de sustancias de origen natural.

Poliaminas, L5178Y in vivo, Rifion, Intestino, Derivatizacion
postcolumna

Abstract

The polyamines (PAs), Putrescine (Pu), spermidine (Spd) and
spermine (Spm) are naturally occurring polycationic alkilamines
that are indispensable for growth and cellular differentiation. In
addition to their de novo synthesis, cells can incorporate PAs
from extracellular sources, such as cancerous tissue, food, and
intestinal microbiota. However, more studies are required to
elucidate the distribution and flow of these, both in normal tissue
and in the cancer phenomenon. In the murine lymphoma model
L5178Y the level of intestinal PAs were diminished in presence
of tumor plus Bursera fagaroides treatment borden but not in its
absence. Interestingly, the levels of PAs increase in the kidney of
mice with lymphoma and those were tumor free since intestinal
cells are rapidly dividing and renal cells are not this may be proof
the PAs are necessary to maintain cellular growth. In order to
elucidate the distribution and role of PAs in the cell. The L5178Y
murine lymphoma model is widely used in immunological
studies. In particular, to test in vivo the antitumor activity of
substances of natural origin.

Polyamines, L5178Y in vivo, kidney, intestine, post-column
Derivatization

Citacion: REYNOSO-OROZCO, Ramén, SANTERRE, Anne, PUEBLA-PEREZ, Ana Mariay NOA-PEREZ Mario. Efecto
de un extracto hidroalcohélico de Bursera fagaroides sobre los niveles de poliaminas de intestino y rifién en el modelo de
linfoma murino L5178Y. Revista de Ciencias de la Salud. 2018. 5-14: 1-8.

*Correspondencia al Autor (Correo Electronico: ramon.reynoso@academicos.udg.mx)

1 Investigador contribuyendo como primer Autor
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Introduccion

Las poliaminas (PAs) son cationes organicos de
peso molecular bajo, esenciales para el
crecimiento 'y la diferenciacion celular
(Kobayashi, 2003). Todos los sistemas
bioldgicos contienen las PAs consideradas
clasicas en los sistemas bioldgicos, como son:
Espermidina (Spd), Espermina (Spm) y su
precursor Putrescina (Pu), son las principales
PAs en los tejidos de mamiferos. Sin embargo
muy poco se sabe sobre la contribucion de varios
organos a las concentraciones extracelulares de
las mismas.

La recuperacion significativa de PAs
marcadas con radioisétopos en humanos
(Rosenblum, 1978) y en modelos animales son
excelentes marcadores para describir varios
eventos celulares, y muestran en el rifién un nivel
alto de Spm y bajo en Pu, ésta Gltima, se absorbe
casi totalmente por el intestino donde se utiliza
para producir energia. La Spd se encuentra a
nivel medio y no se excreta por el rifion
(Kobayashi, 2003). Su control celular tiene
cuatro mecanismos diferentes: sintesis de novo,
de interconversion, degradacion terminal y su
transporte (Urdiales, 2001). El transporte de PAs
hacia el citoplasma de las células epiteliales es
dependiente del contenido intestinal de las
mismas en el lumen (Uemura, 2011). Las PAs
dietarias son absorbidas completamente y
representan una fuente importante para el
metabolismo. El intestino las absorbe y pasan a
la circulacion sistémica, para de ahi ser dirigidas
hacia tejidos y 6rganos que han sido estimulados
para crecer debido a sefiales metabdlicas
(Jeevanadam, 2001).

En muchos vertebrados la maduracion del
intestino y del tracto digestivo en general
requiere de las PAs, esenciales para que el
organismo se adapte especificamente a
alimentos nuevos u antigenos (Sabater-Molina,
2011). La maduracion del intestino, higado y
pancreas se logra a partir de la Spm administrada
oralmente (Deloyer, 2001). Los resultados
obtenidos por el grupo de Bardocz (Pryme,
1994) sugieren que el crecimiento inducido del
epitelio intestinal, puede funcionar como un
competidor efectivo en la captacion de PAs
exdgenas, que son necesarias para el tumor, lo
que reduce la disponibilidad de las mismas y
disminuye el crecimiento tumoral (Pryme,
1994).
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Los resultados sugieren que hay una
competenciaporla PAs entre el tumor y los
organos, lo cual permite manipular el
metabolismo del raton con tumor y desarrollar
nuevas estrategias antitumorales (Pryme vy
Bardocz, 2001).

Por otro lado, la determinacion de los
niveles de PAs como compuestos con estructura
similar requieren separacion selectiva y se
prueban técnicas cromatograficas,
electroforéticas, radioinmunoldgicas, asi como
enzimaticas. De eéstas, los procedimientos
cromatograficos son atractivos y los maés
utilizados por las innovaciones en materiales y
equipos, sus detectores y la posibilidad de
automatizar todo el proceso (Khuhawar, 2001).

Es importante ponderar las ventajas y
desventajas de todos y cada una de las técnicas y
su mejor aplicacion. El presente trabajo utiliza la
modalidad de intercambio idnico con
derivatizacion ~ postcolumna, dados  los
beneficios que representa sobre el método de
extraccion respecto a otras técnicas.

En el modelo de linfoma murino L5178Y,
el cual es muy utilizado en estudios
inmunoldgicos en particular para probar in vivo
(Reynoso-Orozco, 2008; Preza, 2010; Paniagua-
Dominguez, 2008), la actividad antitumoral de
sustancias de origen natural, como Bursera
fagaroides (Puebla-Pérez, 1998), y sintético
como los analogos de PAs. Evaluar los niveles
de PAs en el rifion e intestino permitira avanzar
en el estudio del metabolismo en general y su
participacién en el fenémeno del cancer.

Materiales y Métodos
Grupos de animales

Se formaron 6 grupos de ratones BALB/c
(haplotipo H-29), 6 semanas de edad, 20-24 g de
peso. Fueron mantenidos en condiciones
estandar de laboratorio con agua y alimento ad
libitum, con 5 ratones cada grupo. Tres grupos
de sanos y tres grupos de animales con tumor de
los cuales 4 grupos recibieron extracto
hidroalcohdlico de Bursera fagaroides a razon
de 100 mg/Kg. de peso por dia ya sea oral o
intraperitonealmente (i.p.) durante 15 dias y sus
grupos control y testigo, respectivamente.

REYNOSO-OROZCO, Ramén, SANTERRE, Anne, PUEBLA-PEREZ,
Ana Mariay NOA-PEREZ Mario. Efecto de un extracto hidroalcohélico
de Bursera fagaroides sobre los niveles de poliaminas de intestino y
rifién en el modelo de linfoma murino L5178Y. Revista de Ciencias de
la Salud. 2018.
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Obtencion de tejidos

A todos los animales se extirpo el intestino
delgado, asi como el rifién y a éste ultimo se le
retiro un trozo de tejido para analisis
cromatografico a los 17 dias de evolucién del
tumor.

Material Biologico

Se utilizaron ratones singénicos BALBI/c
(haplotipo H-2% machos de 6 a 8 semanas de
edad, alojados en jaulas de policarbonato. Los
animales se mantuvieron en habitaciones con
temperatura controlada de 22°C y ciclos alternos
de iluminacion-oscuridad de 12 h, alimentados
con una dieta balanceada especial para roedores
y agua purificada para consumo voluntario. El
experimento se realiz6 segun los lineamientos de
la Ley General de Salud de la Republica
Mexicana y los establecidos de la “Guide for the
care and use of laboratory animals”.

Células tumorales

Se utiliz6 como modelo el linfoma murino
L5178Y, el cual es un tumor timico (haplotipo
H-2%) de origen inducido con ésteres de forbol.
Se conservo por trasplante i.p. semanalmente en
ratones BALB/c que son compatibles con el
locus H-29 de los ratones DBA/2. El tumor es de
alta malignidad ya que 20X10° células L5178Y
inoculadas por via i.p. mata a los ratones en 15 +
2 dias.

Obtencion de Intestino

A cada raton se le extirpo el intestino delgado.
Se mezclo el tejido en TCA 5N-HCI al 0.05% y
se homogeneizaron mecanicamente en mortero,
se centrifugaron a 10,000 rpm 20 min y se
almacenaron a —80°C. Al sobrenadante se le
adicion6 como estandar interno (1,7
Diaminoheptano) para su analisis
cromatografico.

Obtencidén del Rifién

Se extirpo el rifidén del lado derecho y se obtuvo
una porcién que se pesd. Se mezcldé con 1 ml de
TCA 5N-HCI al 0.05% por mg de tejido, se
homogeneiz6 con mortero y se centrifugd a
10,000 rpm, durante 20 min, el sobrenadante se
congel6 a —80°C y se adiciond el estandar
interno (1,7 Diaminoheptano) para su analisis
cromatografico.

ISSN- 2410-3551
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Sistema Cromatografico de Intercambio
I6nico

Este estudio se Ilevo a cabo en el Laboratorio de
Cromatografia del Departamento de Biologia
Celular y Molecular del CUCBA. El analisis
cromatografico se realizd segin el método
desarrollado por Villanueva et al., (1986), donde
se utilizé una resina de intercambio cationico BC
X-12 (Benson Co, Reno, Nevada, USA))
empacada en una columna de vidrio (0.4 cm de
didmetro interno por 9 cm de altura) mantenida
a 74°C. Se utiliz6 un sistema de dos
amortiguadores (ver cuadro 8), basados en
citrato de litio, los cuales se utilizan en secuencia
por medio de una bomba reciprocante a 33 mL/h
de flujo. Los amortiguadores fueron filtrados en
membranas de 0.45 um de didmetro de poro
(Millipore corporation, Bedfort, MA, USA).

Tiempo Citrato KCI HsBOs | pH Etanol | Acido

Caprilico

Amortiguador | 30 min . . . 100 pl
|
Amortiguador [ 50 min | 0.6N 2.0N 6.10* | 5.5%
11

*El pH fue modificado del método original utilizado por
Villanueva et al. (1986), con el fin de obtener una buena
separacion de las PAs en el cromatograma, encontrando el
indicado en este caso de pH = 6.10 (reactivos de Merck,
Darmstadt, Alemania).

Tabla 1 Componentes de los amortiguadores (fase movil)

Al final del ciclo, la columna se lavd
durante 10 min, con una solucion de Hidréxido
de Litio (LiOH) 0.3 N, KCL 0.2 N y EDTA 100
mg/L. La columna se reequilibré con
amortiguador I durante 10 min.

La deteccion post-columna se realiz con:
ortoftaldehido (OPA) (Sigma Chemical, San
Luis, Missouri) como derivatizante, preparado
con 800 mg de OPA en 10 mL de etanol y 2 mL
de 2-mercaptoetanol (Sigma Chemical, San
Luis, Missouri). Esta mezcla se llevé a un litro
de &cido bérico (0.4 M, ajustando pH a 10.4 con
hidroxido de sodio) y se le adiciond 3 mL de Brij
35 (Merck, Darmstadt, Alemania) al 30%. Se
utiliz6 un detector de fluorescencia (Shimatzu
modelo RF-530) con una longitud de onda de
excitacion de 345 nm y una longitud de onda de
emision a 455 nm, el derivatizante fluye por
medio de una bomba a 15 ml/h. El estandar
interno utilizado fue el 1,7-diaminoheptano
(DAH) (Sigma Chemical, San Luis, Missouri).
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En estas condiciones el primer Analisis Estadistico

amortiguador eluye los precursores ornitina,
tiempo de retencion 8.86 min y arginina TR
19.10; el segundo amortiguador eluye a la Pu
TR 39.29, la 2Spd TR 46.70, la *Spm TR 60.00
y al estandar interno 1,7-diaminoheptano TR
68.88.

1 Estandares putrescina y espemidina
(Sigma, San Luis Missouri). 2 Estandar
espermina (Merck, Darmstadt, Alemania).

Los cromatogramas se obtuvieron por
medio del integrador Spectra-Physics SP 4290.
Para determinar los niveles de PAs se utilizé una
curva de regresion lineal en la calibracion.

Mediante un programador disefiado por
Villanueva y Adlakha, 1978, se le aplicé al
sistema cromatogréafico el siguiente ciclo:

Linea Tiempo |Amortiguador | Amortiguador Reactivo

minutos | | 11 Derivatizante

*ortoftalaldehido

Tabla 2 Ciclo programado al sistema cromatografico.
FALTA LiOH. El Tiempo de corrida se estableci6 en 80
min.

Niveles de PAs y Andlisis Cromatografico

La separacion de las PAs se realiz6 segun
la técnica descrita por Villanueva y cols. 1987
con las modificaciones siguientes: La segunda
solucion (solucion 1) de citratos (CsHsLisO7 0.6
N + KCI 2 N) con 5.5% etanol y pH final 6.1 se
inyecto durante 60 min, eluye a Pu, Spd y Spm;
se lavo durante 11 mins con una solucion de
LiOH 0.3 N para reutilizar la columna en un
nuevo analisis. La columna se reequilibré con el
paso de solucion | durante 10 min. Los
resultados se expresan por concentracion en
picomoles de PAs por mg de tejido.

Parametros Cromatograficos

Se utilizd un analizador automatico con dos
bombas de flujo continuo y controlado, Detector
de fluorescencia (Shimatzu) y muestreador
automatico con espiral de 100 pl de volumen
(Spectraphysics), en el cual se analizaron, por
duplicado, todas las muestras bioldgicas.
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Se utilizo la prueba de ANOVA de una via para
pruebas pareadas y la prueba de Student
Newman Keules para comparar las medias con
el paquete estadistico Sigma Stat 11.

Resultados y Discusion

La grafica 1 muestra los resultados obtenidos de
la cuantificacion de las PAs en intestino. La Spm
es la molécula que se encuentra en mayor
concentracion. Con respecto al grupo de ratones
sanos y con tumor la cual se considera la PA mas
importante, biol6gicamente activa.

Niveles de Pu en Intestino

O Desviacién 5.

O Promedio

pmol/mg de tejido

Sancs SanclP SencO Tumor Tumer 1P Tumar O

Niveles de Spd en Intestino

10 x O Desviacién S.
8 O Promedio

Sanas SanolP Sancd Tumas Tumer P Tumar

pmol/mg de tejido

Niveles de Spm en Intestino

400

300

200 x O Desviacion S.
0O Promedio

100

pmol/mg de tejido

Sanos SanolP Sanc0 Tumer TumorlP TumerQ

Gréfica 1 Niveles de PAs en intestino de ratones sanos y
tratados con extracto hidroalcoh6lico de Bursera
fagaroides a raz6n de 100 mg/Kg, asi como su contraparte
de ratones con tumor L5178Y, tratados de la misma
manera
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Gréfica 2 Niveles de PAs en rifién de ratones sanos y
tratados con extracto hidroalcohdlico de Bursera
fagaroides a razon de 100 mg/Kg, asi como su contraparte
de ratones con tumor L5178Y, tratados de la misma
manera

Aqui también se puede apreciar que en
ratones con tumor hay una mayor elevacion de
PAs con respecto a los ratones sanos, lo cual es
de esperarse ya que como se ha dicho
anteriormente, las PAs juegan un papel
importante en la proliferacion tumoral. En el
rindn también el tratamiento disminuyd la
concentracion de PAs. En el grupo con tumor
parece ser la aplicacion del extracto
hidroalcohdlico de Bursera fagaroides via i.p. la
inductora de dicho resultado, pero no la via oral.
También es evidente que la Spm es la PA de
mayor concentracion en el rifion (Grafica 2).

En el presente trabajo se estandarizd la
técnica cromatografica bajo el principio de
intercambio ionico, para determinar los niveles
de PAsen el rifion e intestino de ratones BALB/c
y corresponde a la continuacién de trabajos
previos (Preza, 2010; Puebla-Pérez, 1998;
Reynoso-Orozco, 2004 y 2008; Sandoval-
Salazar, 2004; Paniagua-Dominguez, 2008)
cuyo objetivo general es la determinacion de los
niveles de PAs en células, tejidos y fluidos en el
mismo modelo de linfoma murino L5178Y.
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Es importante mencionar que la presente
linea de investigacion en sus inicios trata de
establecer a las PAs como bioindicadores del
desarrollo neoplasico (Reynoso-Orozco, 2008) y
que ademas se valido la prueba analitica
(Delgado-Saucedo, 2003) como tal. Otro
objetivo del proyecto en extenso es determinar la
actividad de la enzima limitante de la sintesis de
las PAs, la ODC, y dadas sus caracteristicas de
expresion diferencial en organos, se estudid
dicha actividad en intestino y en el rifion de estos
roedores (Reynoso-Orozco, 2008).

Para  fortalecer el  conocimiento
bioquimico de las PAs en estos oOrganos, es
necesaria la determinacion de sus niveles. Otra
parte importante de esta linea de investigacion es
estudiar el efecto sobre el metabolismo de las
PAs en tratamientos que inducen la regresion del
tumor, tanto de origen natural como el extracto
hidroalcohdlico de Bursera fagaroides (Puebla-
Pérez, 1998) como de origen sintético como es
el caso de difluorometilornitina DFMO (Gerner,
2004).

El grupo de Pryme y Braddcz (2001)
propone, y dados los resultados que ellos han
obtenido en un modelo muy parecido al nuestro,
con un linfoma no Hodking inoculado i.p., que
existe una competencia por las PAs entre el
tumor y los tejidos sanos para mantener viables
a las células tumorales y probablemente su
indice de proliferacion (Pryme, 2001). Sin
embargo, no se han realizado estudios que
determinen el patron de distribucion de las PAs
en los distintos tejidos, células y 6rganos durante
el crecimiento neopléasico (Jeevanandam, 2001).

El alcance del presente trabajo nos permite
sentar las bases para iniciar el estudio de la
biogimica de las PAs en los organos
relacionados con las vias de administracion de
los farmacos. En el caso del mesotelio
peritoneal, que ya fue estandarizado (Sandoval-
Salazar, 2004) permite estudiar el efecto directo
sobre estos tejidos; y en el caso del rifion nos
permite estudiar el efecto a nivel sistémico de
estos tratamientos sobre el metabolismo de las
moléculas de interes.

La Pu es un elemento esencial pero no tan
evidente en los 6rganos en estudio a diferencia
de la Spd y la Spm que corresponden a las
moléculas Utiles y funcionales en la célula
(Kobayashi, 2003).
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Nuestros resultados confirman lo anterior,
ya que las mayores concentraciones
corresponden a las tri y tetraminas en los 6rganos
de estudio. La estandarizacion de esta técnica
(Villanueva, 1978), y quizas sea el dltimo
reporte con la misma, permite observar el
aumento, casi al doble, en la concentracion de
Spd y Spm inducido por la presencia del tumor
en rifibn, mas no asi la Pu. La ventaja mas
importante del sistema de determinacion, es que
el proceso de extraccion es sumamente sencillo
y no requiere de purificaciones extenuantes,
como el caso de HPLC, por ejemplo.

Kobayashi (2003) determin0 los niveles de
PAs en intestino, higado y riiién en ratas
inoculadas con células asciticas (AH109A)
tumorales, en asociacion a las concentraciones
incluidas en la dieta. En el intestino, los niveles
de PAs fueron muy similares, de acuerdo con la
nocion de que hay un reservorio de PAs
ex0genos que son captadas por difusién pasiva
hacia el intestino. En el rifion encontro altos
niveles de Spm, seguido por la Spd y minima
cantidad de Pu. Se especula que, la Pu fue la PA
que estuvo en menor cantidad, probablemente
debido a que es degradada por las enzimas
oxidasas y utilizada para producir energia
disponible inmediatamente y mantener el
sistema funcionando. En el mismo érgano no se
observan diferencias estadisticas significativas
al comparar los niveles de PAs de ratones sanos
y ratones a los 17 dias de evolucion del tumor.
Probablemente realizando mediciones en
momentos  adecuados  del  crecimiento
neoplésico, se podria probar la validez de la
teoria del grupo de Pryme y Bardocz (2001).

Los resultados sugieren que en el intestino
hay concentraciones bajas debido a que estas
moléculas son aprovechadas al maximo en este
6rgano. Probablemente son transformadas en
energia o0 metabolitos, e incluso como
regeneradores de tejidos de la mucosa, tal como
es Spm (Deloyer, 2001). Debido a las altas
concentraciones de Spm, y por la competencia
que puede haber con la Spd, por ejemplo para
entrar en las células para su aprovechamiento
(Guerner, 2003). Esta molecula debe ser
eliminada para no causar efectos toxicos, por lo
cual el sistema de eliminacion adecuado seria
por el rifidn, mismo que desecha esta molécula
por la orina. En conjunto, contribuyen para
entender la ruta bioquimica de las PAs, en
particular Pu, Spd y Spm en rifion e intestino de
ratones BALB/C con linfoma murino L5178Y.
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El tratamiento de ratones sanos y con
tumor, con el extracto de Bursera fagaroides no
representd una disminucion del tumor, de
manera significativa en el momento de cohorte.
Por el contrario en ratones sanos, parece influir
en la elevacion de Spm en intestino y rifion, lo
que sugiere de mas estudios al respecto.
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Conclusiones

En el rifion los niveles de PAs se encuentran
altos para Spm, seguido por la Spd y minima
cantidad de Pu. Para el intestino hay
concentraciones bajas de las tres PAs
determinadas y los cambios en dichos niveles se
ven alterados por la presencia del tumor, asi
como el tratamiento con Bursera fagaroides.

El tratamiento de ratones sanos y con
tumor, con el extracto de Bursera fagaroides no
representd una disminucion del tumor, de
manera significativa en el momento de cohorte
del presente trabajo.
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Resumen

En el é4rea de medicina regenerativa, continuamente se buscan
alternativas para la regeneracion de diferentes tejidos corporales. En lo
que respecta al tejido 6seo se han redoblado esfuerzos debido a que los
huesos pueden sufrir dafios por diversas causas como infecciones
agravadas, dafios congénitos, accidentes y traumas. Evaluando el
potencial de diferenciacion de las células madre a diferentes lineas
celulares, en este estudio se emplearon células madre de pulpa dental
embebidas en un medio de cultivo que contiene dexametasona, acido
ascorbico y betaglicerol fosfato, sustancias conocidas por inducir la
osteoinduccion. Se empled una estructura polimérica para que fungiera
como soporte, sin embargo, esta estructura polimérica no posee las
caracteristicas mecanicas adecuadas para asemejar la resistencia de un
hueso, por lo que reforz6 con nanotubos de carbono que es un
nanomaterial que tiene con gran resistencia mecanica. Segin los
resultados de los ensayos de caracterizacién mecanicos demostraron un
incremento en el moédulo elastico. Los ensayos biolégicos demuestran
que al ser funcionalizados los nanotubos de carbono, se eliminan sus
efectos citotoxicos al observarse células vivas y en constante
proliferacién. El ensayo osteogénico pudo demostrar que se formaron
depositos de calcio, lo que sugiere que pueden ser empleados como
andamios tisulares para regenerar 6seo.

Andamios tisulares, Células madre, Osteodiferenciacién, Nanotubos
de Carbono, Regeneracion 6sea

Abstract

In the area of regenerative medicine, alternatives are continually being
sought for the regeneration of different body tissues. Regarding the bone
tissue, efforts have been redoubled due to the fact that the bones can
suffer damages due to various causes such as aggravated infections,
congenital damage, accidents and traumas. Evaluating the differentiation
potential of stem cells to different cell lines, this study used dental pulp
stem cells embedded in a culture medium containing dexamethasone,
ascorbic acid and betaglycerol phosphate, substances known to induce
osteoinduction. A polymer structure was used to act as a support,
however, this polymer structure does not have the appropriate
mechanical characteristics to resemble the strength of a bone, so it
reinforced with carbon nanotubes which is a nanomaterial that has great
mechanical resistance. According to the results of the mechanical
characterization tests, they showed an increase in the elastic modulus.
The biological tests show that when carbon nanotubes are functionalized,
their cytotoxic effects are eliminated when living cells are observed and
in constant proliferation. The osteogenic assay could demonstrate that
calcium deposits formed, suggesting that they can be used as tissue
scaffolds to regenerate bone.

Tissue scaffolds, Stem cells, Osteo differentiation, Carbon
nanotubes, Bone regeneration
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Introduccion

Se ha reportado sobre mdltiples investigaciones
sobre el potencial de las células madre para
poder diferenciarse en células Gseas gracias a
tres componentes principales: dexametasona
(Porter, Huckle, and Goldstein 2003), acido
ascorbico (Xing, Pourteymoor, and Mohan
2011) y beta glicerol fosfato (Langenbach and
Handschel 2013; Wang, Cao, and Zhang 2017);
por lo que al ser empleados en el medio de
cultivo de células madre derivados de pulpa
dental humana, se observé una preferencia hacia
la diferenciacion osteogénica gracias a los
resultados de los ensayos realizados in vitro, al
notarse la formacion de depositos calcicos
(Baykan et al. 2014).

Los materiales que se emplean en el area
médica, deben ser aprobados por la Food and
Drugs Administration (FDA), por lo que en este
estudio se empled el &cido polilactico (PLA) que
es un biomaterial biocompatible que ha
demostrado mdltiples aplicaciones en el area
médica (Rajendran and Venugopalan 2015), los
cuales debieron ser reforzados con nanotubos de
carbono (NTCs) funcionalizados para que
asemejen la resistencia de los huesos (Mukherjee
et al. 2016).

Posteriormente, lo materiales fueron
caracterizados fisica, quimica y biol6gicamente
para conocer si tendran el potencial para ser
empleados como andamios tisulares. Los NTCs
fueron funcionalizados quimicamente mediante
oxidacion &cida (Avilés et al. 2009), lo que
permitio eliminar la citotoxicidad y permitir su
biocompatibilidad al modificar quimicamente su
estructura (Vardharajula et al. 2012; Flores-
Cedillo et al. 2016).

Gracias al ensayo de vida/muerte se
comprobo la existencia de celulas vivas y con el
ensayo de von Kossa (Analysis of New Bone,
Cartilage, and Fibrosis Tissue in Healing Murine
Allografts Using Whole Slide Imaging and a
New Automated Histomorphometric Algorithm,
2016) se noté la formacion de depdsitos
minerales como el calcio que es el principal
componente de los huesos. La proliferacion de
las HDPSCs gracias al ensayo de alamar blue se
observé que estos biomateriales presentan un
ambiente favorable para que en un futuro se
puedan utilizar para regenerar defectos 0seos
empleando biomodelos.
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Descripcion del método

En este estudio se prepard un andamio con 2
gramos de acido polilactico (PLA) disueltos en
30 ml de cloroformo de grado histologico y se
dispersaron con el mismo disolvente 0.3% los
CNTs funcionalizados con HNO3z y H2SO4 para
eliminar su citotoxicidad. Posteriormente se
mezcld el polimero con los CNTs y se dejaron
por 120 minutos en un bafio de ultrasonido para
asegurar la correcta interaccion molecular de
ambas sustancias.

Se sembraron células madre derivadas de
pulpa dental (HDPSCs, por sus siglas en inglés)
y cultivadas por explante (Kawai et al. 2013)
empleando un medio de cultivo enriquecido con
dexametasona, acido ascorbico y betaglicerol
fosfato para favorecer la osteodiferenciacion de
las HDPSCs. Se realizo el ensayo microscopia
electronica de barrido (MEB) para poder
visualizar la adherencia de las células en la
estructura del andamio.

Se evalu6 la viabilidad celular con el
ensayo de vida/muerte y se cuantifico la
proliferacion celular mediante el ensayo von
Kossa hasta los 21 dias. El grupo control
empleado es el PLA puro, contra el cual se
compararon los resultados obtenidos.

Resultados y discusion

En la Figura 1 (a) se observa la microscopia del
andamio de PLA donde pueden notarse algunas
células entre las fibras del polimero y en 1 (b)
CNTSs se muestran también células adheridas a la
superficie del andamio, lo que demuestra que
con los CNTs y sin ellos, la superficie es
favorable para las HDPSCs.

FLORES-CEDILLO, Maria Lisseth, OROS-MENDEZ, Lya Adlih,
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Figura 1 Micrografias en microscopio electronico de
barrido (a) PLA y (b) PLA-CNTs

En la Figura 2 (a) se observa la
microscopia de fuerza atémica con el modo
tapping del andamio de PLA donde pueden
observarse una superficie de con porosidad
homogénea y en la Figura 2 (b) los andamios de
PLA-CNTs se muestran una distribucion no
homogénea de los CNTs y una reduccion del
tamafio de poros sobre la superficie para que
permita la interaccion entre las células y sus
nutrientes.

(b)

Figura 2 Micrografias en microscopio de fuerza atémica
de campo claro (a) PLAy (b) PLA-CNTs
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En la Figura 3 se muestra el conteo de
células vivas y muertas, obteniendo un
porcentaje de viabilidad del 99 % en los
andamios de PLA, lo que no sorprende porque se
sabe que este biopolimero por si solo esta
aprobado por la FDA por su biocompatibilidad,
en los andamios de PLA-CNTSs se obtuvo un 98
% de células vivas al dia 21, lo que indica segln
lo que se ha reportado que un porcentaje superior
al 90% indica una viabilidad éptima (Niles et al.
2007), lo cual significa que los CNTs no
presentan  condiciones  significativas de
citotoxicidad.

H % de células muertas B % de células vivas
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Figura 3 Grafico de Live/Dead al dia 21 para los andamios
de PLAy PLA-CNTs

En la Figura 4 se presentan los resultados
del ensayo de tensién de cuyo promedio se
obtuvo de 20 muestras. Puede notarse que el
Modulo elastico del PLA al introducir los CNTs
aumenta de 808.14 a 1521.25 MPa, es decir casi
una relacién de 1:2 por la adicién de los CNTs,
lo que se buscaba para poder reforzar
mecanicamente la estructura del polimero.
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Figura 4 Resultados del ensayo de tension de los
andamios PLA y PLA-CNTSs
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Al realizar el ensayo histologico de von
Kossa mostrado en la Figura 5 b, pueden
observarse manchas de color rojizo oscuro en
diversos sectores de la superficie del andamio, lo
que indica la formacién de depdsitos de calcio,
en contraste con el scaffold del PLA puro de la
Figura 5 ().

'

7
»
(b)

Figura 5 Ensayo de rojo von Kossa al dia 21 para (a) PLA
y (b) PLA-CNTs

Conclusiones

De acuerdo a las micrografias realizadas con el
microscopio electronico de barrido, se muestran
células adheridas en la superficie de los
andamios con PLA-CNTSs, lo que coincide los
resultados obtenidos en el ensayo de Live/Dead
en los que se observa que los CNTs al ser
funcionalizados elimina sus posibles efectos
citotoxicos, por lo que se podrian ser empleados
como andamios tisulares sugiriendo que estos
andamios puedan ser empleados en la
regeneracion de hueso esponjoso Yy cortical por
las caracteristicas mecanicas que adquiere al
reforzar el PLA con los CNTSs, lo que representa
un aumento en su Mddulo el&stico y por ser un
material que soporta cargas este aspecto es
fundamental.
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Al confirmarse la diferenciacion de las
células HDPSCs en osteoblastos gracias al
ensayo histologico de von Kossa, donde se
observé la formacion de depdsitos célcicos,
puede afirmarse que el medio de cultivo
adicionado con las tres sustancias osteogénicas
de &cido ascorbico, dexametasona y betaglicerol
fosfato favorece la osteodiferenciacion (Ciapetti
et al. 2012) por lo que estos andamios deberan
ser probados con biomodelos para evaluar si
efectivamente se acelera la formacion de hueso,
lo que resultaria en un material prometedor para
la regeneracion Gsea en la Ingenieria Tisular.
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Resumen

El SM constituye la enfermedad a vencer en el siglo XXI.
El incremento de sedentarismo, malos habitos alimenticios
y estrés, contribuyen de manera importante a la aparicion
de los componentes del SM. De no atenderse, el paciente
con SM representa una carga econémica importante para
el sector salud, empresarial y familiar, por las
consecuencias incapacitantes de la enfermedad. Objetivo.
Analizar factores asociados al desarrollo de SM en
poblaciéon econdmicamente activa. Metodologia. Se
incluyeron 46 trabajadores del sector educativo (35
mujeres y 11 hombres) a los cuales se les realizaron
determinaciones de Glucosa, Colesterol, Triglicéridos,
Tension arterial, IMC y Perimetro abdominal; ademas se
les aplicé el BMI como medida de Burnout. Resultados.
El 36% de la poblacion presenta hipertrigliceridemia, sin
presencia de hiperglicemia o hipercolesterolemia. EI 30%
(14 sujetos) de la poblacion presenta hipertrigliceridemia
y obesidad central. De estos, 13 se perciben con un estado
de salud de bueno a excelente. Conclusiones. El
diagnostico temprano de componentes del SM en
poblacién en edad productiva no es suficiente si no se
incluye ademas un proceso de sensibilizacion que lleve al
cambio en el estilo de vida del paciente.

Dislipidemias, Obesidad, Hiperglicemia

Abstract

The MS constitutes the disease to overcome in the 21st
century. The increase in sedentary lifestyle, poor eating
habits and stress contribute significantly to the appearance
of the components of MS. If not treated, the patient with
MS represents a significant economic burden for the
health, business and family sectors, due to the
incapacitating consequences of the disease. Objective.
Analyze factors associated with the development of MS in
an economically active population. Methodology. Forty-
six workers from the education sector (35 women and 11
men) were included, who were determined Glucose,
Cholesterol, Triglycerides, Blood pressure, BMI and
Abdominal Perimeter; in addition, the Maslach Burnout
Inventory was applied as a measure of Burnout. Results.
36% of the population has hypertriglyceridemia, without
the presence of hyperglycemia or hypercholesterolemia.
30% (14 subjects) of the population have
hypertriglyceridemia and central obesity. Of these, 13 are
perceived with a health status of good to excellent.
Conclusions. The early diagnosis of MS components in
the population of productive age is not enough if a
sensitization process is not included that leads to a change
in the patient's lifestyle.

Dyslipidemias, Obesity, Hypertriglyceridemia
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Introduccion

El Sindrome Metabdlico (SM) ha sido estudiado
desde 1975, sin embargo, su denominacion,
definicion y criterios diagnosticos se han
modificado a lo largo del tiempo. Hasta el
momento, organizaciones como la National
Cholesterol ~ Education  Program  Adult
Treatment Panel Il (ATP I1I), Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), American
Association of Clinical Endocrinologists
(AACE), International Diabetes Federation
(IDF) definen diferentes criterios para su
diagnostico. (Lizarzaburu, 2013) En todos los
casos mencionados, se considera los siguientes
como componentes del SM: Triglicéridos por
arriba de 150 mg/dL, HDL menor a 40 mg/dL en
hombres y 50 mg/dL en mujeres, presion arterial
superior a 130/85 mmHg.

Sin embargo, existen otros componentes
que se utilizan de manera diferencial por las
distintas asociaciones. Entre ellos encontramos
la Insulino Resistencia (IR) la cual sélo es
criterio de diagnostico para la OMS. Por otro
lado, los niveles de glucosa por arriba de 100
mg/dL es un criterio importante para la ATP I,
AACE y la IDF. A su vez, la IDF y la ATP Il
dan mayor relevancia a la obesidad central,
mientras que la OMS y la AACE utilizan el
Indice de Masa Corporal (IMC) como medida de
obesidad. (Lizarzaburu, 2013; Fernadez-
Travieso, 2016) Hasta el momento se ha
relacionado la presencia de estrés laboral con la
aparicion de SM, sin embargo, no existe
evidencia cientifica fuerte que compruebe la
relacion directa. (Perfeito, 2015) Al respecto
existen hallazgos que relacionan el estrés
ocupacional cronico con el doble de
probabilidad de desarrollar SM y Burnout.
(Limongi, 2005).

En 2015, Perfeito y Cols. realizaron un
estudio en trabajadores del area de la salud, en
donde lograron correlacionar la presencia de SM
y ansiedad, asi como de SM vy estrés y SM, sin
encontrar correlacion entre SM y depresion.
Dada la relevancia econdémica sobre los sistemas
de salud, las empresas y la propia economia
familiar, el estudio de los factores que
contribuyen al desarrollo de SM en poblacion
ocupacionalmente expuesta cobra relevancia.
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Por ello, en el presente estudio evaluamos
la presencia de componentes bioquimicos y
antropométricos del SM en poblacién
ocupacionalmente expuesta. Ademas, se incluyo
la determinacion de Burnout como una medida
psicosocial que pudiera contribuir al desarrollo
de SM.

Metodologia

El presente trabajo de investigacion es de tipo
descriptivo, observacional y transversal, constd
de 5 fases, la primera fue la seleccion aleatoria
de los participantes descrita en el apartado
poblacion de estudio, en la segunda fase se
aplicaron dos encuestas, la primera sobre habitos
alimenticios y la segunda sobre estrés laboral, en
la tercera fase se realiz6 una evaluacion médica
en las cuales se realizaron mediciones
antropomeétricas y clinicas, para la cuarta fase se
realizaron determinaciones bioquimicas, en las
cuales se incluyé glucosa (Glu), colesterol (Col)
y triglicéridos (Tgl), y la quinta fase consistio en
la recopilacion de la informacion recabada de
todas las fases anteriores para su tratamiento
estadistico.

Poblacion de estudio

La Poblacion de estudio son los trabajadores
activos de la Universidad Auténoma de San Luis
Potosi — Unidad Académica Multidisciplinaria
Zona Huasteca (UASLP — UAMZH), con
funcién docente y administrativa. La poblacion
consta de 180 trabajadores, de los cuales
participaron 46 de manera voluntaria, de estos,
35 (77.78%) son mujeres y 11 (22.2%) hombres,
con edad promedio de 39.34 £ 9.35 y 39.09 +
10.04 afos, respectivamente. Todos estos
participantes, expresaron su consentimiento para
formar parte del estudio, mediante la firma de la
carta de consentimiento informado
proporcionada por el personal responsable de
dicho estudio.

Aplicacion de encuestas

Se aplicaron dos encuestas diferentes, la primera
fue el Maslach Burnout Inventory (MBI) sobre
situaciones de estrés dentro del centro de trabajo,
esta consta de 22 preguntas que plantean una
serie de enunciados sobre los sentimientos y
pensamientos en relacion al trabajo.
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El MBI utiliza escala Likert de frecuencia
y otra de intensidad. (Llaneza Alvarez, 2008) La
segunda abarca antecedentes heredofamiliares,
hébitos y costumbres alimenticias, asi como
actividad fisica y esta compuesta por 59
cuestionamientos, también en escala Likert,
donde se podia seleccionar una respuesta de una
escala categorica ordinal. A esta encuesta le
denominaremos AFyH (Antecedentes
Familiares y Habitos) a partir de este momento.
(Caetano-Anolles,  Teran-Garcia, Rafaelli,
Alvarado Sanchez, & Mellado Garrido, 2013)

Medidas clinicas

En este aspecto se determind la presion o tension
arterial como se describe a continuacion.

Tension arterial (TA)

La tension o presion arterial, de acuerdo con el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion, es la presidn que ejerce la sangre, al
ser bombeada por el corazon, en contra de los
vasos sanguineos (Fernandez et al., 2016). Se
realiz6 la toma de TA, de acuerdo con lo
marcado por el PROY-NOM-030-SSA2-2017,
la cual marca que previo a realizarse la medicion
el paciente debe encontrarse en postura erguida
en una silla que se lo permita (figura 1).
Adicional a esto, debié contar con al menos 5
minutos de reposo y abstenerse de consumir
alimentos con cafeina y tabaco, al menos 30
minutos antes de realizar la medicion.

Figura 1 Posicion para la correcta toma de presion arterial
(Fuente: NOM-030-SSA2-2009)

Se verificO que la aguja del
esfigmomandmetro se encontraraen 0 mmHg, se
coloco el brazalete de este en el antebrazo del
paciente, sobre la arteria humeral y dos
centimetros (cm) por encima del pliegue del
codo.
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Se palpo la arteria humeral y se procedié a
inflar lentamente el brazalete hasta 40 mmHg
aproximadamente, posteriormente se desinflo
éste y en donde se localiz6 el pulso de la arteria
se colocd la capsula del estetoscopio, para
después proceder a inflar nuevamente el
brazalete hasta 160 mmHg aproximadamente,
una vez llegada a esa presion, se procedio a abrir
lentamente la valvula (2 mmHg/seg) hasta que se
escuch6 el primer latido (sistole), se continud
abriendo la valvula hasta que el Ilatido
desaparecio, en este punto se tomo la segunda
lectura (diastole). El procedimiento se realizd
por duplicado, esto con el fin de confirmar los
valores obtenidos. Los valores tomados como
referencia se muestran en la tabla 1.

Categoria Sistolica Diastolica
(mmHg) (mmHg)
Optima <120 <80
Presion arterial normal |120 — 129 80 -84
Presmq arterial 130 — 139 85_ 89
fronteriza
I—!lpertensmn sistélica > 140 <90
aislada

Tabla 1 Valores de referencia para presion arterial
Fuente: PROY-NOM-030-SSA2-2009

Medidas antropométricas
Peso

El peso corresponde a una medida de la masa
corporal total de un individuo; la cual refleja el
crecimiento de tejidos corporales, o el impacto
que existe en el organismo de acuerdo con las
variaciones en la ingesta de alimentos. (NIEER,
2010)

Para realizar la medicion correspondiente
para la determinacion del peso, se pidio al
participante que se retirara el calzado y ropa
adicional que portara (como chamarra, bufanda,
gorras, etc). Se le indico que subiera de espaldas
a la balanza, la cual se encontraba previamente
calibrada a 0 g. Se procedi6 a mover las pesas en
las varillas de la bascula, hasta lograr que la
aguja se encontrara perfectamente equilibrada en
el centro del sitio indicador. Se procedié a
registrar el dato obtenido de esta medicion en
unidades de kilogramo (kg).

Talla

La talla es una medida utilizada para conocer el
tamafio de un individuo, de manera lineal
(NIEER, 2010).
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Para realizar esta medicion, se pidié al
paciente que se retirara el calzado, y en el caso
de las mujeres que se soltaran el cabello, esto con
el fin de no interferir en la determinacion de la
estatura en el tallimetro. Se pidid al paciente que
se colocara de espaldas al instrumento de
medicion teniendo una postura completamente
erguida, a continuacion, se procedi6 a realizar la
medicion, en el punto donde se formara un
angulo recto entre la parte superior de la cabeza
y la escala de tallimetro. Se procedio a registrar
esta medida en metros.

Determinantes de obesidad.
Indice de Masa Corporal (IMC)

El indice de masa corporal (IMC) es definido por
la Organizacion mundial de la salud (OMS)
como un indicador auxiliar entre la relacion que
existe del peso y la talla de un individuo. Para
realizar este célculo, fue necesario emplear la
ecuacion (1)

IMC = —Pesokg) )

estatura "2 (m)

Para interpretar los resultados obtenidos,
se utilizaron los valores de referencia marcados
por la OMS en la siguiente tabla (tabla 2):

Clasificacion  Valor |

Desnutricion  [<18.50
Normal 18.5-24.99
Sobrepeso >25.00
Obesidad >30.00

Tabla 2 Clasificacion de obesidad de acuerdo con criterios
de la OMS
Fuente: Moreno, 2012

Perimetro abdominal (PAbd)

El perimetro abdominal, es una medida
antropométrica auxiliar en la determinacion del
didmetro abdominal, esta es muy util para
diagnosticar si existe obesidad central o visceral,
la cual se encuentra muy relacionada con la
presencia de concentraciones elevadas de lipidos
en sangre (McCarthy et al., 2003), la cual se
toma con una cinta métrica y de acuerdo con los
protocolos establecidos por la NOM-043-SSA2-
2012.
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En esta norma se menciona que se debe
localizar el punto inferior a la tltima costilla y el
punto superior a la cresta iliaca, en este punto
medio de colocd la cinta métrica, tratando de que
esta no apriete o cifia el abdomen de la persona.
Se le indicé al paciente que inhale profundo y
que exhale y en el punto donde terminé de
exhalar se toma la medicion y se registré en
centimetros (cm).

Los valores tomados como referencia para
esta medicion se encuentran registrados en la
tabla 3.

Sexo Valor de referencia

Hombre [<90cm
Mujer <80cm

Tabla 3 Referencia para medicion de PAbd
Fuente: NOM-043-SSA2-2012

Determinaciones bioguimicas

A cada uno de los participantes se les realizé una
serie de determinaciones, dentro de las cuales se
incluyeron Glu, Col y Tgl. Para realizarlas, se
dieron indicaciones previamente al paciente
sobre las condiciones en las cuales debia
presentarse a la toma de muestra, esto con un
ayuno no menor de 8 horas y no mayor a 12
horas, tal como lo marca la NOM-037-SSA2-
2012.

Después, se procedié a recolectar una
muestra de sangre venosa, mediante el
procedimiento de venopuncion habitual, en un
tubo  estéril (BD  Vacutainer®)  sin
anticoagulante con particulas de silicon para la
activacion de la coagulacién. Se dejé reposar
sobre una superficie plana durante 20 minutos,
esto para permitir la formacion completa del
coagulo, posteriormente se centrifugo la muestra
en una centrifuga refrigerada (Thermo IEC) a
3500 revoluciones por minuto (rpm) durante 15
minutos. Una vez realizado el fraccionamiento,
el suero obtenido se trasvasé a un tubo limpio,
previamente rotulado con los datos del paciente
y se procedio a realizar las determinaciones antes
mencionadas.

Para realizar las cuantificaciones, se
utilizé un equipo semiautomatizado Mindray
BS-120, con reactivos SpinReact, previamente
cargados en el equipo (No. De lote: Glucosa:
L1Q441, Colesterol: LIQ459 y Triglicéridos:
L1Q341).
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Los valores de referencia tomados para
estas determinaciones se muestran en la tabla 4.

Determinaciéon = Valor de referencia

Glucosa > 100 mg/dL
Colesterol > 200 mg/dL
Triglicéridos > 150 mg/dL

Tabla 4 Valores de referencia para la clasificacion de
alteraciones bioquimicas Fuente: NOM-015-SSA2-1994 y
NOM-037-SSA2-2002

Andlisis estadistico

Los datos recolectados en ambas encuestas y en
las mediciones clinicas y antropomeétricas, asi
como los resultados obtenidos de las
determinaciones bioquimicas se concentraron en
una base de datos digital en el programa Excel
2016 para posteriormente realizar el analisis
correspondiente en el programa estadistico
GraphPad Prism V6, en el cual se realizé un
analisis de estadistica descriptiva para obtener la
media + desviacion estandar, asi como el valor
de proporcion.

Resultados

En la tabla 5 se muestran las caracteristicas
generales de la poblacion participante. El total de
participantes fue de 46 personas, de las cuales 11
son hombres y 35 son mujeres, con un promedio
de edad de 39.2 afios. Las medidas clinicas que
se analizaron fueron tesion arterial, ademas de
las pruebas bioquimica (Glu, Col y Tgl) y las
medidas antropométricas (peso, talla, IMC y
PAbd). Para los valores de tension arterial la
media de la poblacion se muestra dentro de los
valores establecidos como normales; sin
embargo, al clasificarse por sexo, se observa que
los hombres tienen valores mas aumentados que
las mujeres (116.4 / 79.09 para varones y 107.7
[74.0 para mujeres), sin sobrepasar los valores de
referencia, ver Tabla 1.

Determinacion | Total n=46 Hombres n=11 Mujeres n=35

(100%) (22.22%) (77.78%)
Medida clinica

T.A (mmHg) |109.8 / 75.22|116.4 / 79.09 +|107.7 / 740 *
+10.80 11.65 10.13

Determinaciones bioguimicas

Glu (mg/dL) 85.65 + 10.24 | 93.27 + 17.74 83.26 +4.64

Col (mg/dL) 153.8 £30.09 | 170.4 + 20.65 148.6 +30.92

Tgl (mg/dL) 157.0+£122.4 | 162.0 + 64.28 155.4 +136.30

Determinantes de Obesidad

IMC 26.63+4.05 |30.0+4.81 25.57 +3.89

PAbd 87.93+14.94 [101.9 + 12.45 83.54 +12.91

Tabla 5 Caracterizacion de la poblacién de estudio.
(\VValores mostrados: media + desviacion estandar)
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En el caso de las determinaciones
bioquimicas, para Glu y Col, los valores se
encuentran dentro de los valores de referencia
marcados por las Normas Oficiales Mexicanas
como aceptables, ver tablas 4 y 5. Caso contrario
en Tgl, en donde la media de la poblacidn total
se encuentra 7 puntos por encima del punto de
corte establecido por la NOM como aceptable;
sin embargo, al dividir a la poblacién por sexo,
se observa que los varones muestran un valor
promedio con 12 puntos por encima del valor de
referencia y las mujeres 5.4 puntos por encima.

En 2015, Hernandez-Vite y Cols.
describen una correlacion positiva entre los
niveles de glucosa séricos de glucosa en ayunas
y de triglicéridos en la busqueda de pardmetros
sencillos que ayudaran en el diagnostico de
resistencia a la insulina y por tanto a diabetes
mellitus y sindrome metabdlico en el caso de
presentarse dos o tres de estos factores.

En cuanto a los determinantes de obesidad,
en el caso de IMC el promedio total se encuentra
dentro del rango para determinar Sobrepeso (SP)
con un valor de 26.63 kg/m?. Al dividir por sexo,
los hombres muestran un IMC de 30.0 kg/m2, lo
cual los sitia dentro de la clasificacion de
Obesidad periférica (OP), mientras que en las
mujeres se conserva en el rango de SP.

Para el segundo determinante de obesidad,
que es el Perimetro abdominal (PAbd), en
promedio se encuentran dentro del valor
aceptable para ambos sexos; al separar por sexo,
en el caso de los hombres la medida se eleva 11
puntos sobre el valor de referencia marcado (<90
cm), y en mujeres se eleva 3.5 puntos (<80 cm),
de cualquier manera, ambos grupos muestran en
promedio OC.

Estudios previos han asociado la presencia
de sobrepeso u obesidad con resistencia a la
insulina, la cual se considera el paso previo al
desarrollo de diabetes. (Hernandez-Vite,
Elizalde-Barrera, Flores-Alcantar, Vargas-
Ayala, & Loreto-Bernal, 2015) Ademas si a este
hecho le agregamos la presencia de
dislipidemias, que en este caso esté determinada
por los niveles elevados de triglicéridos,
tenemos una proporcion elevada de sujetos en
riesgo de padecer SM en edad productiva.
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El diagnostico de salud del personal en
activo cobra relevancia por las implicaciones
economicas que esto representa para la empresa,
las instituciones de salud, asi como de manera
personal y familiar. En cuanto a los
determinantes de obesidad, en el caso de IMC el
promedio total se encuentra dentro del rango
para determinar Sobrepeso (SP) con un valor de
26.63 kg/m?.

Al dividir a la poblaciéon de estudio por
sexo, los hombres muestran un IMC de 30.0
kg/m2, lo cual los situa dentro de la clasificacion
de Obesidad periférica (OP), mientras que en las
mujeres se conserva en el rango de SP. Para el
segundo determinante de obesidad, que es el
PAbd, en promedio la poblacion se encuentra
dentro del valor aceptable para ambos sexos; al
separar por sexo ambos grupos presentan valores
promedio dentro de la clasificacion de obesidad
central (OC).

Tanto la obesidad periférica como la
obesidad central se asocian a SM y Resistencia a
la Insulina (RI), sin embargo, la presencia de
grasa abdominal definida como PAbd se
relaciona mas estrechamente con SM, (Grundy,
Hansen, Smith, Cleeman, & Kahn, 2004) por lo
que su deteccion temprana y conducente
tratamiento se considera importante para la
prevencion del desarrollo de SM.

Determinaciones y Hombre

mediciones (n=11)

Glu (> 100 mg/dL) 217% | 217 %
(n=1) | (n=1)

Col (> 200 mg/dL) 217 % 217 %
(n=1) (n=1)

Tgl (> 150 mg/dL) 36.95% | 13.04 % 2391 %
(n=17) | (n=6) (n=11)

TA (> 140/90 mmHg) | 217% | 217 %
(n=1) | (n=1)

> 90 cm 21.74 %
= Hombres (n=10)
< > 80 cm 47.82 %
o Mujeres (n=22)
Nor 3478% | 217 % 32.60 %
(< 25 kg/m?) (n=16) | (n=1) (n=15)
SP 34.78 % | 6.51 % 28.26 %
(>25-<30|(n=16) | (n=3) (n=13)
0 kg/m?)
S OP 30.43% | 15.21% 15.21 %
- (> 30 kg/m?) (n=14) | (n=7) (n=7)

Tabla 6 Prevalencia de alteraciones en mediciones y
determinaciones bioquimicas

En la tabla 6 se muestra la prevalencia de
alteraciones en las determinaciones bioquimicas
y mediciones realizadas a los participantes.
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Para los casos de glucosa, tension arterial
y colesterol, solamente una persona en cada caso
presento niveles fuera del rango de referencia.
Sin embargo, en triglicéridos se obtiene un total
de 17  participantes  (36.95%) con
concentraciones por arriba del valor de
referencia, de los cuales 6 (13.04%) son hombres
y 11 (23.91%) restantes son mujeres.

Para el caso de perimetro abdominal; de
los hombres se obtuvo que el 21.74% (10
individuos) tienen una circunferencia abdominal
por arriba de 90 cm, y en el caso de las mujeres
el 47.82% (22 individuos) muestran un
perimetro abdominal por arriba de 80 cm que es
el valor marcado como aceptable o normal para
las mujeres, de acuerdo con la Secretaria de
Salud. De estos sujetos, 14 (30%) tienen ademas
valores de triglicéridos por arriba de los niveles
de referencia. Es decir, cumplen con dos de los
parametros para SM de acuerdo al National
Cholesterol ~ Education  Program  Adult
Treatment Panel 11 (ATP I11) y la International
Diabetes Federation (IDF). (Lizarzaburu
Robles, 2013)

En la figura 2, se muestra el grafico de
prevalencia de antecedentes de enfermedades
cronico-degenerativas (ECD) en primer y
segundo grado para padecimientos como
Diabetes,  hipertension  arterial  (HTA),
dislipidemias (Dislip) y, obesidad y sobrepeso
(OB y SP).

En el caso de antecedentes con familiares
de primer grado, para diabetes el 43.47% de los
participantes  refieren tener  antecedentes
familiares de diabetes, siendo el 8.69% hombres
y el 34.78% mujeres. En HTA el 41.30% refieren
antecedentes, siendo 8.69% hombres y 32.60%
mujeres. Para Dislip, el 26.08% menciona tener
antecedentes de este padecimiento, siendo el
4.37% hombres y 21.73% mujeres. Por ultimo,
en el caso de OB y SP, el 36.95% refiere tener
antecedentes familiares con esta condicion de
salud, siendo 8.69% hombres y 26.08% mujeres.

En el caso de antecedentes para familiares
de segundo grado, se refiere que, en el caso de
diabetes, el 36.95% menciona tener antecedentes
de este padecimiento, siendo 10.86% hombres y
26.08% mujeres. Para HTA el 15.21% del total
de participantes mencionan tener antecedentes
de segundo grado para este padecimiento, siendo
2.17% hombres y 13.04% mujeres.

ALVARADO-SANCHEZ, Brenda, ZARATE-PADRON, Algjandra,
PEREZ-GARCIA, Luis Antonio y MACIAS-PEREZ, José Roberto.
Pardmetros bioquimicos, antropométricos y burnout como factores de
riesgo para el desarrollo de Sindrome Metabdlico. Revista de Ciencias
de la Salud. 2018.



Articulo

20
Revista de Ciencias de la Salud

Para Dislip, el 13.04% del total dicen
tener antecedentes familiares de dislipidemias,
de los cuales los 13.04% son mujeres. Por
altimo, en el caso de OB y SP, el 8.69% refiere
tener familiares de segundo grado con alguna de
estas condiciones, siendo 6.52% hombres y
2.17% mujeres.
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Enfermedades cronico-degenerativas.

Primer grado Segundo grado

m Total

Frecuencia

Figura 2 Frecuencia de antecedentes heredofamiliares de
enfermedades cronico-degenerativas

El 19.56% refiere no tener antecedentes de
diabetes en ninguno de los dos grados familiares
mencionados, 43.47% no tienen antecedentes de
HTA, 60.86% de Dislip y 58.69% de OB y SP.
En la figura 2 podemos observar que mas del
25% de la poblacion estudiada refiere tener al
menos un  antecedente  heredofamiliar
relacionado al desarrollo de Sindrome
Metabdlico (SM), siendo la Diabetes mellitus la
enfermedad mas comun en el historial familiar
del paciente. Por otro lado, también es
interesante observar que la mayor proporcion de
enfermedades cronico-degenerativas es referida
como antecedente en mujeres comparada con los
hombres. Esto puede reflejar efectivamente la
ausencia de antecedentes heredo familiares en
hombres o la falta del referente familiar en los
mismos.
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Figura 3 Percepcion del estado de salud fisica de los
participantes

En la figura 3 se muestran los porcentajes
de respuestas obtenidas en la encuesta AFyH a
la pregunta sobre el nivel de salud que perciben
los sujetos incluidos en la presente
investigacion. El 17.39% de los individuos
manifestaron creer que su salud era regular,
siendo las mujeres las que méas contribuyeron a
este porcentaje con un 15.22%. El 54.35%
refiere tener una salud buena, de los cuales
10.87% son hombres y 43.48% mujeres.

En el punto de muy buena, el 21.74% de
los sujetos indica tener esta condicion de salud,
de los cuales son el mismo porcentaje en
hombres y mujeres (10.87%). Caso contrario en
el punto de excelente, solo el 6.52% refieren
tener esta condicién de salud, siendo este
porcentaje en su totalidad indicado por mujeres.
Es importante sefialar que el 83% de la poblacion
refiere considerar su salud como buena o hasta
excelente a pesar de que el 60% de la poblacion
analizada padece sobrepeso u obesidad como se
mostro en la tabla 6, ademas de tener niveles de
triglicéridos por encima de los valores normales.
De los 14 sujetos que presentan OC y Tgl
elevados, 13 manifiestan percibir su salud como
buena a excelente y s6lo una persona percibe su
salud como regular.

Garza y Cols. en 2005, sefialan que el SP y
la Ob son los principales factores causales
modificables del SM a través del cambio de
habitos alimenticios y de actividad fisica. Sin
embargo, para modificar estas conductas es
necesario en primer lugar identificarse como una
persona que no goza de buena salud. Por lo que
se requiere la intervencién dedicada del médico
para concientizar al paciente sobre su condicion.
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El MBI permite identificar la presencia de
burnout y aunque inicialmente fue elaborado
para trabajadores del sector salud, rapidamente
fue adecuado su uso para otro tipo de ambientes.
Para analizar los resultados del MBI, se
dividieron a los participantes en dos grupos, los
que presentaron valores normales para
triglicéridos (<150 mg/dL) y los que presentaron
valores por arriba del rango de referencia
marcado como normal. Para el caso de Glucosa
y Colesterol, no se muestran las gréaficas de la
relacion con las respuestas, puesto que
Unicamente un participante presenté valores por
encima de los normales. Caso contrario para
triglicéridos, por lo que en las siguientes gréaficas
muestran los resultado de la poblacion dividida
en funcién de los niveles de Tgl normales (a) y
elevados (b).

40.0
35.0
30.0

25.0

Frecuencia (%)

20.0

15.0

10.0
E i ﬂ Le
o0 AR 1K 1

0123 45¢6 78910 012 3 456 7 8 910

Escala de respuesta (raramente O - constantemente 10).

= No puedo darle solucion a los problemas que se me asignan
BEstoy atrapado en mi trabajo sin opciones

m Soy incapaz de infuenciar en las deciciones que me afectan. Estoy incapacitado y no hay nada que pueda
hacer al respecto

Figura 4 Situaciones de impotencia dentro de los sitios de
trabajo. a) Triglicéridos normales. b) triglicéridos
elevados

En la figura 4 se observan los resultados
para las situaciones que pueden generar
sensacion de impotencia dentro del centro de
trabajo. Para el grupo a, se encontraron 25
participantes  con concentraciones  de
triglicéridos por debajo del punto de corte y para
el grupo b, 11. En este apartado se plantearon 3
situaciones en las cuales se hace referencia a la
imposibilidad de solucionar  situaciones
laborales de la vida cotidiana. Para todos los
casos se utilizd la escala de raramente (0) a
constantemente (10) para responder a los
cuestionamientos.
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En la primera situacion (figura 4) se
planteo el hecho de no poder dar solucion a los
problemas que se les asignan; de los 46
participantes (100%), en el grupo a, el 35.7%
hizo referencia a que, en la escala utilizada para
responder, del O al 10, se encuentran en uno (1),
mientras que Unicamente el 2.4% refirid
encontrarse en un 8. Para el caso del grupo b, el
19.0% respondieron que se encontraban en esa
situacion solo en 1, el 4.8% que se encuentra en
el nimero 3.

La siguiente situacion fue si estaban
atrapados dentro de su trabajo sin opciones, de
igual manera para el grupo a, el 35.7% respondid
que se encuentran en 1; sin embargo, el 4.8%
respondié que se encuentran en un valor de 5y
el 2.4% respondié que se encontraba en esta
situacion en un rango de 6.

En el grupo b, el 9.5% dijo que raramente
se encontraba en esta situacion, el 19.0%
respondio en la escala con el numero 1, 2.4% con
el 2, 4.8% con el 3y 2.4% que se encontraba en
la escala con el nimero 8.

Para la tercera situacion, en el grupo a, el
11.9% respondid que raramente se encontraba en
esta situacion, el 28.6% respondid en la escala
numeérica que 1, 9.55 respondi6 con el nimero 2,
2.4% respondieron el namero 3y 4, y el 4.8%
respondieron en la escala con el nimero 5.

45.0 a) b)
40.0

35.0
30.0
25.0

20.0

15.0

10.0

a1 1T
oo Fei 1 11

012345617 8910012345¢6738910
Escala de respuesta (raramente 0 - constantemente 10)

Frecuencia (%)

® Me siento atrapado en medio. Debo satisfacer demandas confictivas

@ Estoy en desacuerdo con las personas en mi trabajo debo violar procedimientos para
hacer mi trabajo

Figura 5 Prevalencia de situaciones de conflicto laboral.
a) Triglicéridos normales. b) triglicéridos elevados

El siguiente apartado a evaluar, fue el de
situaciones de conflicto.
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En la figura 5 se analizaron dos
cuestionamientos; el primero fue tener el
sentimiento de estar atrapado en medio y
satisfacer demandas conflictivas, para el grupo
a, el 31.0% respondid que en la escala numérica
de respuestas se encuentran en el nivel 1, el 7.1%
dijo que raramente, el 2.4% respondieron que se
encuentran en el 2 y 4, y el 48% que se
encuentran en la posicion nimero 3. En el caso
del grupo b, el 9.5% respondid que se encuentran
raramente en esta situacion, 19.0% dijeron que
se encuentran en el nimero 1, 7.1% en el nimero
2y 2.4% que se encuentran en la posicion 3y 4
(para cada nimero de escala).

La siguiente situacion planteada fue si se
encontraban en desacuerdo con las personas con
las que laboran o si debian violar procedimientos
para poder realizar las labores asignadas en su
lugar de trabajo.

Para el grupo a, el 7.1% respondié que
raramente se encuentra en esta situacion, el
42.9% respondi6 que se encuentran en la escala
con el valor 1, 2.4% en el nimero 2, 4.8% en el
namero 3y 2.4% en el nimero 4.

En el caso del grupo b, los participantes
respondieron que se encuentran raramente en
esta condicion (11.9%), y en el nimero 1 el
21.4% vy en el nimero 2 el 7.1% dijo que se
encuentra en esta situacion. Con estos resultados
podemos asumir que los sujetos incluidos en el
estudio no se encuentran en situaciones de
conflicto laboral.

l|l EREY i'll 1

012345678910012345678 910
m Mi trabajo tsARASSRRHF SR F@shif O - constantemente 10)

#®Tengo demaciadas cosas que hacer en muy poco tiempo. Debo trabajar
en mi propio tiempo
Mi carga de trabajo es abrumadora

Erecuencia (0@ Now
© a1 ¢ a o
o o o o o

o
=

Figura 6 Incidencia de situaciones de sobrecarga laboral
en los trabajadores participantes. a) Triglicéridos
normales. b) triglicéridos elevados
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Otra de las situaciones planteadas en la
encuesta fue la de sobrecarga de trabajo (figura
6), para la primera situacion planteada, dentro
del grupo a, solo 7.2% de la poblacién manifestd
que el trabajo interfiere con su vida personal.
Para el grupo b, 2.4% en el numero se afectaron
en niveles semejantes al grupo a.

Para el planteamiento, “tengo demasiadas
cosas que hacer en muy poco tiempo”, 12% de
los sujetos con valores normales de Trig se
vieron afectados por esta situacion, mientras que
el 16.7% de la poblacion con Trig elevados se
vieron afectados por esta misma situacién. Por
altimo, respecto a la pregunta sobre si la carga
de trabajo les resulta abrumadora, sélo el 6.4%
(@) y el 5.5 (b) indicé verse afectado por esta
situacion.
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Escala de respuesta (raramente O - constantemente 10)
m Tengo pocas cosas que hacer

EEl trabajo que realizo actualmente no esta acorde con mi calificacion. Mi

trabajo no es desafiante.
Mi carga de trabajo es abrumadora.

Figura 7 Prevalencia de situaciones de aburrimiento
laboral. (Grupos: a) Triglicéridos normales. b)
triglicéridos elevados)

Las siguientes situaciones planteadas
(figura 7), fueron sobre situaciones de
aburrimiento dentro de los sitios de trabajo. Las
situaciones planteadas para este item fueron
“tengo pocas cosas que hacer”, “el trabajo que
realizo actualmente no esta acorde con mi
calificacion. Mi trabajo no es desafiante” y “mi

carga de trabajo es abrumadora”.

Ante estos cuestionamientos, sélo el 4.8%
del grupo a con niveles de Trig normales
manifesto tener pocas cosas que realizar, al igual
que para el segundo cuestionamiento y 9.6%
para la tercera pregunta. En el caso del grupo b,
con valores elevados de Trig manifestd en un
4.8% verse afectado por la primera y segunda
situacion, y 9.6% en la tercera situacion.
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En 2015, Perfeito y Cols. determinaron
correlacion entre estrés y SM, asi como entre
ansiedad y SM en una poblacién de trabajadores
de la salud. Mientras que al medir la relacién
entre depresion y SM no encontraron relacion. A
su vez, Marmot en 2005 y Alves en 2004,
sefialan la relacion entre SM vy estrés cronico, y
la relacion HTA y SM, respectivamente.

En general, los factores psicologicos
como, estrés y ansiedad se han relacionado con
SM o con alguno de los indicadores de éste. En
el presente estudio se reviso la influencia de
burnout como componente psicoldgico, sobre
los indicadores de SM, sin embargo, no se
encontraron diferencias entre los pacientes con
niveles elevados de Trig y los individuos con
niveles normales. Se debera hacer un analisis
mas profundo para identificar de manera
individual aquellos sujetos que cumplan con los
indicadores de SM de acuerdo a las diferentes
organizaciones de salud y determinar su relacion
con burnout. Es importante sefialar que,
dependiendo de los criterios de diagnostico
utilizados para SM, se obtienen diferentes
proporciones de sujetos con SM, por lo que la
posible relacién con burnout se veria afectada
por dichos criterios.

Conclusiones

El SM es un padecimiento que ha ganado terreno
en los Gltimos afios, en consecuencia, el estudio
de los factores asociados a su desarrollo cobra
relevancia. En particular, su deteccion en etapas
tempranas y en poblacidn laboralmente activa es
aun mas relevante, dado el impacto econémico
de su tratamiento y las consecuencias
incapacitantes de éste. Aunado a esto, la
sensibilizacion de la poblacion afectada sobre
los cuidados y cambios en estilo de vida que
deben hacer para no verse mayormente afectados
se vuelve otra tarea importante del equipo
multidisciplinario que debe atender a este tipo de
pacientes. Sin embargo, como podemos apreciar
en este estudio, la diferencia de criterios
diagnosticos, asi como la percepcion del
paciente respecto a su propia salud, dificultan
enormemente la tarea. Por ello se deberan
realizar mas estudios al respecto, hasta lograr un
consenso mas uniforme y sensible, que permita
captar a la mayor parte de la poblacion afectada
en una etapa temprana de la enfermedad.
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Resumen

Evaluacion de L-Carnitina como tratamiento profilactico en
la intoxicacion por compuestos organofosforados. En México
la primera causa de intoxicacion por plaguicidas es debido al
uso de compuestos organofosforados (OF). El metil paration
(MP) es un pesticida OF, considerado peligroso debido a que
puede inducir intoxicaciones mortales. Las medidas de
seguridad se basan en evitar la exposicion directa de estos, ya
que no existen tratamientos profilacticos. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto protector de la
L-carnitina en la intoxicacion inducida por MP (4mg/kg, via
intragastrica) en ratas. Nuestros resultados muestran que
después de 4 h de haberse administrado el plaguicida, se
redujo la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE), mientras
que se incrementaron los niveles séricos de las enzimas ALT,
AST y FA. Las micrografias con tincién de H&E de higado,
cerebro y cerebelo mostraron el dafio generado por MP. Por
otra parte, la administracién de L-carnitina (250 mg/kg, via
intragastrica, 2 horas antes del MP), protege de manera
significativa de las alteraciones hemodinamicas e
histolégicas inducidas por el MP. El presente trabajo sugiere
gue L-carnitina puede ser una estrategia para prevenir el dafio
inducido por los compuestos OF.

Metil paration, L-carnitina, Organofosforados

Abstract

Evaluation of L-Carnitine as prophylactic treatment in the
intoxication by organophosphorus compounds. In Mexico,
the first cause of pesticide poisoning is due to the use of
organophosphorus compounds (OPs). Methyl parathion (MP)
is an OPs pesticide, considered dangerous because it can lead
to death. The safety measures are based on avoiding direct
exposure of these, since there are no prophylactic treatments.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the
protective effect of L-carnitine in MP-induced intoxication (4
mg/kg, intragastric route) in Wistar rats. Our results show that
after 4 h of MP exposition, the activity of the
acetylcholinesterase (AChE) was reduced, while serum levels
of ALT, AST and ALP were increased. The liver, brain and
cerebellum micrographs with H&E staining showed the
damage generated by the MP. On the other hand, the
administration of L-carnitine (250 mg/kg, intragastric route,
2 hours before the MP), protects significantly the
hemodynamic and histological alterations induced by the MP.
The present work suggests that L-carnitine may be a new
strategy to prevent the damage induced by OPs.

Methyl parathion, L-carnitine, Organophosphorus
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Introduccion

Los compuestos organofosforados (OF) son
substancias quimicas que son producidas por el
proceso de esterificacion entre el acido fosforico
y el alcohol (Adeyinka and Pierre 2018). Estos
quimicos son los principales componentes de
herbicidas, pesticidas e insecticidas, por lo que
es muy frecuente que se presenten
intoxicaciones por estos compuestos (Terry
2012). La ruta principal de intoxicacion es por
inhalacion, pero el contacto dérmico y la
ingestion  inadvertida  también  pueden
presentarse (Edwards and Tchounwou 2005).

El metil paration (MP) es un compuesto
OF de uso restringido que es usado como
insecticida agricola. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) lo ha clasificado como
extremadamente toxico (Jaga and Dharmani
2006). Estos compuestos desarrollan su
toxicidad a través de la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), con la subsecuente
acumulacién de acetilcolina (Garcia, Abu-Qare
et al. 2003). Ademas, se ha descrito que la sobre
estimulacion del sistema nervioso colinérgico
mediada por OF va seguida de una generacion
intensificada de especies reactivas y dafio
oxidativo (Vanova, Pejchal et al. 2018).

La L-carnitina es una sustancia enddgena
que transporta los acidos grasos a través de la
membrana mitocondrial interna, mecanismo
necesario para la beta-oxidacion y la produccién
de ATP. Ademas, es un potente antioxidante v,
por lo tanto, puede proteger a los tejidos del dafio
oxidativo (Ribas, Vargas et al. 2014). Diversos
estudios han sugerido que la suplementacion con
L-carnitina tiene beneficios en la funcion
cerebral, ganancia de masa muscular y masa
0sea, y como antidoto contra intoxicaciones
agudas inducidas por el acido valproico (Adeva-
Andany, Calvo-Castro et al. 2017; Maldonado,
Guevara et al. 2017).

Asimismo, se ha sugerido que debido a
que L-carnitina puede cruzar facilmente la
barrera hematoencefalica, puede ser benéfica
para prevenir el dafio neuroldgico derivado de
dafo oxidativo (Ribas, Vargas et al. 2014;
Mescka, Rosa et al. 2016). Sin embargo, no
existe estudios que exploren el efecto L-carnitina
ante la intoxicacion inducida por compuestos
OF. Por lo tanto, este trabajo investigo el posible
efecto protector de la L-carnitina utilizando un
modelo experimental en rata.
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Metodologia a desarrollar
Animales

En el presente trabajo se emplearon ratas Wistar
machos de entre 200 y 250 g de peso. Se
mantuvieron con una dieta estandar con libre
acceso al agua potable. Recibieron cuidados y
atencion humana de acuerdo con las directrices
de bioética del NIH para la investigacion con
animales (National-Research-Council 2011).

Disefio experimental

Las ratas fueron divididas en cuatro grupos,
constituidos de 5 ratas cada uno (Figura 1). A los
animales del primer grupo se les administré via
intragastrica el petrolato liquido (grupo Control),
el cual fue el vehiculo utilizado para administrar
el MP. Al segundo grupo de ratas se les
administr6 MP (4mg/kg) via intragastrica
(Grupo MP). Al tercer grupo de animales se les
administro la L-carnitina (250 mg/kg) 2 h antes
de la intoxicacion con MP (Grupo L-carnitina +
MP). Finalmente, el cuarto grupo constd en la
administracion de L-carnitina, 2 h antes del
petrolato liquido (Grupo L-carnitina). Todos los
animales fueron sacrificados 4 h después de
haber administrado el MP o el petrolato.

A) CONTROL Peﬂlﬂlﬂlo Sacrificio
oh 4h
MP
B) MP 4 mg/kg Sacrificio
o'h 4n
C) L-carnitina + MP
L-carnitina MP
250 mgfkg 4mg/kg Sacrificio
) H
2hantes Oh 4n
D) L-carnitina
L-carnitina
250 mg/kg Petrolato Sacrificio

Ll

2hantes 0h 4h

Figura 1 Disefio experimental. A) Grupo control:
animales sanos administrados con petrolato (vehiculo del
MP); B) Grupo MP; C) Grupo L-carnitina + MP; D)
Grupo L-carnitina. MP: metil paration. n=5 cada grupo
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Sacrificio de los animales

Las ratas fueros anestesiadas con una mezcla de
pentobaribital sédico (29 mg/kg, i.p.) vy
sedaject® (0.6 mL/kg, i.p.). La sangre fue
colectada con heparina por puncion cardiaca,
para posteriormente obtener el suero. Los
higados, cerebros y cerebelos fueron disecados
cuidadosamente, y fijados en formalina neutra.

Determinacién de AChE

Para determinar la actividad enzimética de la
AChE se mezclaron 10 pL de solucién de NaCl
y 10 uL del suero. En seguida se incubaron en
bafio de agua a 60°C, durante 10 minutos.
Posteriormente se les agregaron 139 pL de PBS,
100 pL de solucion de Rojo Neutro y 200 pL de
Cloruro de Acetilcolina. La absorbancia se leyd
30 minutos después a 315 nm (Jaramillo-Juarez
2011).

Marcadores de dafio hepatico

Un paso inicial para detectar problemas en el
higado es mediante la determinacion en suero o
plasma de las enzimas alanina
aminotranspeptidasa (ALT), la aspartato
aminotransferasa (AST) y la Fosfatasa alcalina
(FA). En patologias hepéticas, se elevan los
niveles de estas enzimas en la sangre, siendo
indicadores del problema. Por lo tanto, en el
presente trabajo se midieron las actividades de
estas enzimas mediante el uso de kits, siguiendo
las especificaciones de los fabricantes (ALT-
Beckman Coulter®, AST-Beckman Coulter
AU480® y FA-Beckman Coulter AU480®).

Tincion histologica con H&E

Para visualizar el dafio histologico inducido por
MP fue utilizada la tincion de hematoxilina y
eosina (H&E), como se describe en el “Manual
of Histologic Staining Methods of the Armed
Forces ““ (Luna 1968).

Resultados

La intoxicacion por plaguicidas OF produce
dafios severos sobre diversos tejidos. En el
presente trabajo se utiliz6 como modelo
experimental la intoxicacion aguda inducida por
MP en la rata, evaluando la capacidad
profilactica de la L-carnitina para proteger del
dafio toxico sobre el cerebro, cerebelo, asi como
en el higado.
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Inhibicion de la AChE por MP

Nuestros resultados indican que después de 4 h
de haber administrado el MP, se reduce en suero
significativamente la actividad de la enzima
AChE (Grupo MP) al comparar con el grupo
Control. Por otra parte, el pre-tratamiento con L-
carnitina tiende a regresar a los valores normales
(L-carnitina + MP) (Figura 2). La evaluacién del
riesgo de toxicidad hacia plaguicidas OF
involucra la determinacion de indicadores
bioldgicos de exposicion, los cuales pueden
servir como una alarma previa a la aparicion de
las manifestaciones clinicas.

La OMS sugiere la medicion de la
actividad de AChE plasmaética como indicador
biolégico a la exposicion, asi como una
disminucion de la actividad de la colinesterasa
de un 30 % indicaria una exposicién baja y
disminuciones mayores al 50 % indicarian una
alta exposicion relacionada a una intoxicacion
aguda  (Humani-Pacsi  2005).  Nuestros
resultados muestran una reduccion del 61.1% en
la actividad de la AChE (Figura 2).

15+
= 104
)
. T
O & J_
< 59 o
0= T T
\N
& V§ @2 \\th
N x S
O e ®
‘{\\(\ je)
& v
<
\

Figura 2 Evaluacion de la actividad de la enzima AChE
en suero. Las ratas fueron divididas en cuatro grupos:
Grupo control: animales sanos; Grupo MP; Grupo L-
carnitina + MP; Grupo L-carnitina. MP: metil paration.
n=5 cada grupo. Cada barra representa el valor promedio
de los resultados de los animales estudiados, realizados
por duplicado + SE (n <5). a: significativamente diferente
con respecto al grupo control, p <0.05
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L-carnitina previene el dafio hepatico
inducido por MP

Dado que el MP produce hepatotoxicidad
subaguda y crénica en la rata (Fuentes-Delgado
2011), en el presente trabajo el dafio hepético
inducido por MP fue evaluado mediante el
analisis en sueros de las actividades enzimaticas
de laALT, la AST y de laFA. Las enzimas ALT
y AST son enzimas que se encuentran en el
citosol de los hepatocitos y cuando estas células
son dafiadas, liberan las enzimas hacia el torrente
sanguineo, por lo que niveles incrementados de
estas enzimas en suero indican dafio hepatico.

Asi mismo, la enzima FA se encuentra
presente en casi todos los tejidos del organismo,
siendo particularmente alta en huesos, higado,
placenta, intestinos y rifién. Tanto el aumento,
asi como su disminucion en plasma tienen
significado clinico. Cuando existe incremento de
la FA, asi como de las enzimas ALT y AST, se
confirma la presencia de dafio hepatico. El
estudio de la FA a menudo se utiliza para
detectar dafio de los conductos biliares, ya que
esta enzima se encuentra a concentraciones
elevadas en los margenes de las células que
limitan los conductos (Reitman and Frankel
1957; Bergmeyer 1983).

Los resultados de los estudios bioguimicos
del presente trabajo (Figura 3) muestran que el
grupo MP incrementd significativamente la
actividad de las enzimas ALT, AST y FA al ser
comparado con el grupo Control. Mientras que
el grupo L-carnitina + MP reduce de manera
parcial pero significativamente las actividades
de las enzimas ALT y AST, y previene
completamente el incremento de la enzima FA.

Por lo que se puede deducir que la L-
carnitina tiene un efecto hepatoprotector frente a
la toxicidad aguda inducida por MP. Consistente
con nuestros resultados, otros estudios han
sugerido que la suplementacion con L-carnitina
previene el dafio hepatico inducido con CCl4, asi
como por la ligacion del conducto biliar comun
en la rata (Cetinkaya, Kantarceken et al. 2013;
Kaya, Koca et al. 2015). Sin embargo, por
primera vez se explora la capacidad
hepatoprotectora de la L-carnitina durante la
exposicion aguda con compuestos OF.
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Figura 3 Evaluacion de las actividades enzimaticas de la
ALT, AST y FA. Grupo control: animales sanos; Grupo
MP; Grupo L-carnitina + MP; Grupo L-carnitina. MP:
metil paration. n=5 cada grupo. Cada barra representa el
valor promedio de los resultados de los animales
estudiados de cada grupo, realizados por triplicado + SE
(n <5). a: significativamente diferente con respecto al
grupo control, p <0.05. b: significativamente diferente con
respecto al grupo MP, p <0.05

L-carnitina previene el dafo estructural del
parénquima hepatico inducido por MP

Las tinciones histoldgicas hepaticas (Figura 4)
muestran que el grupo Control no presentd
alteraciones estructurales en el parenquima
hepatico. En los higados del grupo MP se
observé una importante presencia de infiltrado
inflamatorio con la presencia de pequefias zonas
necroticas.
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Por otra parte, los higados del grupo L-
carnitina + MP, mostraron una arquitectura y
organizacion celular méas parecida al grupo
Control, aunque si se puede observar presencia
de infiltrado inflamatorio. Finalmente, el
parénquima hepético del grupo L-carnitina es
muy similar al grupo Control. Estos resultados
son consistentes con los estudios bioquimicos
obtenidos de las enzimas ALT, AST y FA. La
necrosis hepatica se relaciona directamente con
el incremento significativo de las actividades
séricas de las transaminasas.

'_?j.’—.' A

o

4

Figura 4 Microfotografia del higado tefiido con H&E.
Fotografias representativas de cada grupo (n=5 cada
grupo): Grupo control: animales sanos; Grupo MP: ratas
tratadas con MP; Grupo L-carnitina + MP; Grupo L-
carnitina. MP: metil paration.40X

L-carnitina previene el dafio estructural del
cerebro y cerebelo

Las tinciones de H&E del cerebelo (Figura 5) en
el grupo Control, muestran la histologia normal,
tanto en la substancia blanca, como en las tres
capas de la substancia gris. EI grupo MP muestra
algunas alteraciones en la substancia gris, siendo
mas evidente la diferencia entre la eosinofilia de
las células de Purkinje, observandose por lo
tanto mas tefiidas que el grupo Control. Las
histologias del grupo L-carnitina + MP
mostraron una apariencia muy parecida al grupo
Control. Por otra parte, al observar las células del
cerebro se observd una cadena de neuronas del
hipocampo que en el caso del grupo con MP
desarrollaron dafio similar al descrito por
isquemia, mientras que este dafio disminuyé con
L-carnitina. Diversos trabajos han descrito que
L-carnitina posee actividad neuroprotectora
(Mescka, Moraes et al. 2011).
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L-carnitina aminora los sintomas inducidos
por la intoxicacion por MP

Los sintomas caracteristicos de la intoxicacion
por MP, son mareos, voOmitos, diarrea,
convulsiones, paro respiratorio y en casos
extremos la muerte (Garcia, Abu-Qare et al.
2003). En el modelo experimental utilizado en
este trabajo, las ratas presentaron signos de
intoxicacién por la ingesta del MP (grupo MP),
caracterizados por temblores y ojos saltados. El
grupo L-carnitina + MP no mostré signos de
intoxicacion. Estas observaciones muestran ser
congruentes con los resultados bioquimicos e
histologicos previamente obtenidos.
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Figura 5 Microfotografia del cerebelo y cerebro tefiido
con H&E. Fotografias representativas de cada grupo (n=5
cada grupo): Grupo control: animales sanos; Grupo MP:
ratas tratadas con MP; Grupo L-carnitina + MP; Grupo L-
carnitina. MP: metil paration.40X.
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Conclusiones

Nuestros resultados demuestran que L-carninita
disminuye el dafio al higado, cerebelo y cerebro
inducido por la intoxicacion aguda con MP.
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