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Resumen

Este estudio se realiz6 del 21 de enero al 11 de junio del 2014.
En ese periodo se capturd al pez escorpion (Scorpaena mystes),
de la Bahia de Chamela Jalisco, México, y su posterior traslado
al Laboratorio de Péptidos Naturales Antimicrobianos, en el
Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias
(CUCBA). El objetivo de este trabajo fue estudiar la actividad
antimicrobiana y la composicion cromatografica del extracto de
espinas del pez escorpion que contienen veneno, mediante
bioensayos microbiolégicos y geles de poliacrilamida. Lo
anterior para dar a conocer el potencial farmacéutico.
Actualmente es una prioridad mundial encontrar nuevos
medicamentos alternos a los convencionales, debido a la
creciente resistencia observada de los microorganismos
causantes de infecciones. Los resultados mostraron que el
extracto de S. mystes inhibid a Staphilococcus aureus (G+), y a
la levadura Candida albicans, no asi a Escherichia coli (G-).
Ademas, se observd mediante geles de poliacrilamida, la
presencia de bandas cromatogréaficas de bajo peso molecular lo
cual puede deberse a moléculas de péptidos naturales
antimicrobianos, que habra que aislar y secuenciar.

Péptidos, Actividad antimicrobiana, Scorpaena mystes

Abstract

This study was realized from January 21th, to June 11th, 2014.
In that term the scorpion fish (Scorpaena mystes) was captured,
from the Chamela Bay, Jalisco, Mexico, and it was transferred to
the Antimicrobial Natural Peptides Laboratory, in the University
Center of Biological and Agricultural Sciences (CUCBA). The
objective of this work was to study the antimicrobial activity and
the chromatographic composition of the extract of scorpion fish
spines containing the poison, by means of microbiological
bioassays and polyacrylamide gels. The above mentioned is
relevant to make known the pharmaceutical potential of this
natural resources. Currently it is a global priority to find new
alternative medicines to conventional ones, due to the increasing
observed resistance of microorganisms that cause infections. The
results showed that the extract of S. mystes inhibited
Staphylococcus aureus (G +), and the yeast Candida albicans. In
contrast Escherichia coli (G-) was not inhibited. In addition, the
presence of low molecular weight chromatographic bands
observed using polyacrylamide gels, may be due to molecules
own to natural antimicrobial peptides, which must be probed, by
isolation and sequencing.

Peptides, Antimicrobial activity, Scorpaena mystes

Citacion: SOTO-DE LUNA, Itztli Nefertari Ketzalli, GUTIERREZ-VILLEGAS, Cintia, LOPEZ-CORTES, Georgina Ivette,
GALVAN-VILLA, Cristian Moisés, e ISLAS-RODRIGUEZ, Alfonso Enrique Actividad antimicrobiana del veneno del pez
escorpion (Scorpaena mystes) de Chamela, Jalisco, México. Revista de Ciencias de la Salud. 2018. 5-15: 1-6.

*Correspondencia al Autor (Correo Electronico: islas.alfonso@gmail.com)

+ Investigador contribuyendo como primer Autor

©ECORFAN-Bolvia

www.ecorfan.org/bolivia



Articulo

2
Revista de Ciencias de la Salud

Introduccion

Los organismos marinos y en particular los
teledsteos, representan una importante fuente de
nuevas sustancias de gran diversidad. Esta
variedad de estructuras quimicas puede ser
utilizada como instrumento para la sintesis de
nuevas moléculas con actividad farmacoldgica,
(Pastrana, O. et al., 2014). Particularmente los
organismos venenosos han sido fuente de
investigacion con el propdsito mencionado de
encontrar  productos  farmacéuticos.  Sin
embargo, debido a las dificultades que se tienen
para adquirir y almacenar extractos de los
venenos de organismos marinos,
especificamente los peces, continda siendo un
campo poco estudiado, (Jarrod, C. & Wayne, H.,
2002).

El pez Scorpaena mystes pertenece al
orden Scorpaeniformes; familia Scorpaenidae,
es comunmente conocido de acuerdo con la
region en la que se encuentre, como pez
escorpién, pez piedra, lapén, o diablo. Es una
especie gque habita en aguas poco profundas,
comUnmente en arrecifes rocosos de mares
templados, y en areas arenosas abiertas. ES un
depredador oportunista, permanece oculto en la
superficie del arrecife en espera de presas
potenciales. Es la especie mas abundante de la
familia Scorpaenidae a lo largo de la costa este
de la peninsula de Baja California, y su
abundancia varia a partir del sur de Baja
California hasta Chile. (Froese, R. et al., 2018),
(Jakes, U. et al., 2017), (Scott, M., 1998).

Es una especie que presenta cuerpo
robusto, ligeramente comprimido, llega a medir
entre 28-45 cm de longitud; debajo del ojo
presenta una marcada  depresion,  sus
branquiespinas localizadas en los arcos
branquiales, son cortas y gruesas; tienen entre
44-49 escamas en serie longitudinal, y
abundantes prolongaciones membranosas a lo
largo del cuerpo, las cuales le confieren su
camuflaje. Los peces de la familia Scorpaenidae
Ilegan a tener de 11 a 17 radios o espinas en la
aleta dorsal, la cual se origina por delante angulo
posterior opercular; su aleta anal tiene 3 espinas,
siendo la segunda més fuerte que la tercera; las
pectorales estan dispuestas en forma de abanico;
las ventrales estan insertadas por detras de las
pectorales, de gran tamafio y los radios inferiores
estan engrosados.

ISSN- 2410-3551
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El sistema donde se produce el veneno de
los Scorpaenidae se constituye por glandulas de
veneno alargadas que se encuentran en los
surcos anterolaterales de las espinas en la aleta
dorsal, pélvica y anal. En el caso del pez leon y
el pez escorpion no presentan conducto excretor,
mientras que el pez piedra tiene glandulas con un
gran incremento en su tamafio emparejadas de
manera longitudinal y tiene un conducto
desarrollado, (Torres, R. 1991), (Amezcua, F.
1996) (Khora, S. 2013).

Scorpaena mystes como todos los seres
vivos tiene mecanismos de defensa inmune, en
especial de inmunidad innata; fagocitosis,
cascadas proteoliticas, y sintesis transiente de
péptidos naturales antimicrobianos, que lo
protegen de manera eficiente como su primera
linea de defensa. El veneno es un elemnto
defensivo del pez y es expulsado por las espinas
por presion mecanica. Contiene por lo menos
uno de estos elementos mencionados de la
inmunidad innata, que son los péptidos naturales
antimicrobianos, (Hoffman et.al., 1999), (Loyo,
Jesus. et al, 2008). En nuestro laboratorio hemos
desarrollado aplicaciones analiticas de extractos
naturales. En este caso se realiz un extracto a
partir de las espinas del pez escorpion para
estudiar si  este presentaba actividad
antimicrobiana. Posteriormente se realizaron
geles de poliacrilamida para estudiar su
contenido de bandas protéicas y explorar si
algunas de ella, las de bajo peso molecular,
corresponden a péptidos naturales
antimicrobianos que son uno de los tres
mecanismos de primera linea de la Respuesta
Inmune innata de todos los seres vivos, que les
permite sobrevivir darwinianamente en la
adaptacion y sobrevivencia de la “lucha por la
vida” (Hoffman et.al., 1999).

El objetivo de este trabajo es, proponer una
alternativa al uso de antibidticos convencionales
que ahora se ha visto, han causado resistencia
por parte de microorganismos patogenos. Por
ejemplo, el cloranfenicol, que fue la primera
opcidn contra la fiebre tifoidea, ya no es efectivo
en muchas partes del mundo, Mycobacterium
tuberculosis se ha hecho ampliamente resistente
a los medicamentos, Staphylococcus aureus es
resistente a la meticilina (SARM), Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae son resistente a
multiples medicamentos, constituyendo
amenazas graves para la salud publica.

SOTO-DE LUNA, Itztli Nefertari Ketzalli, GUTIERREZ-VILLEGAS,
Cintia, LOPEZ-CORTES, Georgina Ivette, GALVAN-VILLA, Cristian
Moisés, e ISLAS-RODRIGUEZ, Alfonso Enrique Actividad antimicrobiana
del veneno del pez escorpi6n (Scorpaena mystes) de Chamela, Jalisco,
México. Revista de Ciencias de la Salud. 2018.
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Plasmodium falciparum (el parasito que
causa la forma mas peligrosa de la malaria) esta
desarrollando resistencia a todas las clases
conocidas de medicamentos antipaltdicos. En
muchos sentidos, la resistencia a los antibioticos
es similar al cambio climatico, es decir es
irreversible. Ambos son procesos que operan a
escala global y de los cuales los humanos son en
gran parte responsables. (Woolhouse, M. &
Farrar, J., 2014)

Justificacion

El veneno del pez escorpién presente en los
extractos acuosos preparados en nuestro
laboratorio ha sido reconocido como ictiotoxico,
pero al mismo tiempo, como potencial agente
farmacoldgico (Khora, 2013) y herramienta
fisioldgica. Este trabajo pretende demostrar que
el veneno del pez piedra posee actividad
antimicrobiana para aplicarlo como agente
antimicrobiano.

Problema

Resolver la resistencia los antibi6ticos
convencionales por medio de la aplicacion de las
moléculas presentes en el veneno del pez
Scorpaena mystes.

Hipotesis

El veneno de S. mystes presente en los extractos
acuosos preparados en nuestro laboratorio,
contiene péptidos con actividad antimicrobiana.

Objetivo

1. Analizar el veneno de Scorpaena mystes
presente en los extractos acuosos
preparados en nuestro laboratorio para
averiguar si tiene actividad antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus (Gram
positivas), Escherichia coli (Gram
negativas) y Candida albicans (Levadura)
usando el bioensayo de Dalgaard & Peek.

2. Por medio de geles de acrilamida SDS-
PAGE, conocer si el extracto del pez
piedra contiene bandas de bajo peso
molecular las cuales pueden ser péptidos
antimicrobianos.
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Los teledsteos son organismos marinos los
cuales presentan una respuesta inmune con
similitudes funcionales a la de los vertebrados
superiores. Esta respuesta se vera afectada por
diversos factores como situaciones adversas en
el medio, o cambios en los factores abioticos, asi
como la edad del individuo entre otros
(Olabuenaga, S. 2000).

El epitelio de los peces secreta un mucus
el cual contiene péptidos antimicrobianos y
carbohidratos con la funcion de protegerlo de
parasitos, bacterias y hongos. Ademas de este
sistema de defensa, otros peces, como es el caso
de la mayoria de las especies pertenecientes a la
familia Scorpaenidae, se distinguen por su gran
capacidad toxicologica. Las toxinas que estos
generan estan compuestas de lipidos, aminas,
quinonas, compuestos de amonio cuaternario,
alcaloides, bases guanidinicas, fenoles,
esteroides, mucopolisacaridos o compuestos
halogenados. Las sustancias que generan la
toxicidad continGan activas aun después de la
muerte del pez, sin embargo, no presenta la
misma intensidad.

El veneno que liberan ocasiona en el
humano la degradacion de proteinas y
glicosaminoglicanos en la matriz extracelular
del tejido conectivo, asi como dafios sistémicos
de tipos cardiovasculares y neuroldgicos.
Adicionalmente estas sustancias han reportado
varias actividades bioldgicas y farmacoldgicas
registradas para las moléculas aisladas de los
venenos de las especies marinas que
comprenden desde actividad antitumoral,
antibacteriana, antifangicas, antivirales,
inmunosupresoras, insecticidas, propiedades
neurotdxicas y citotoxicas. El tipo de
organismos del que estos compuestos activos
han sido aislados incluye invertebrados marinos,
(Schillaci, D. etal., 2010), (Chun, Lietal., 2015)
(Chun Li et al., 2008), (Escobar, R. et al. 2015),
(Loyo, J. et al. 2008), (Olabuenaga, S. 2000). Se
han realizado investigaciones referentes a las
propiedades farmacoldgicas que tienen otros
peces venenosos como el Pez ledon (Pterois
volitans) perteneciente a la misma familia que S.
mystes (Scorpaenidae) en estos estudios se
plantea que el veneno de estas especies podria
proporcionar un medicamento alternativo para
controlar la  resistencia  generada  por
Staphylococcus aureus a la meticilina (MRSA),
(Escobar, R. et al. 2015).
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En este trabajo se plantea que el pez
escorpién, Scorpaena mystes, basa su inmunidad
innata en parte gracias a que posee actividad
antimicrobiana, debida a los péptidos naturales
antimicrobianos (PNA).

Material y métodos
Cepas microbianas

Las cepas utilizadas fueron, Staphylococcus
aureus (ATCC® 6538™) (G+), Escherichia coli
(ATCC® 9637™) (G-) y Candida albicans
(levadura) obtenida del Instituto Dermatoldgico
de Jalisco.

Pez y extraccién del veneno

El pez se capturé en la bahia de Chamela,
Jalisco. Se sacrifico y mantuvo en congelacion
hasta llegar al laboratorio, en donde se cortaron
las espinas con material de diseccion, y
posteriormente se prepar6 el extracto acuoso a
partir de un macerando de las espinas en un
mortero de 10 cm de didmetro, con solucion
salina, PBS (buffer de fosfato salino pH 7.2),
hasta obtener una suspension, la cual se vertio en
tubos eppendorf para centrifugar a 5,000 rpm
con una temperatura de 25°C durante 25 min
para obtener el sobrenadante, el cual se esterilizo
por filtracion (0.22 micras) y se guard6 a 4°C.

Bioensayo microbioldgico

Se realizaron bioensayos en Agar Soja Triptica
(BD), y medio Saboraud (DIBICO), poniendo en
contacto al extracto concentrado y sus diluciones
seriadas contra cada una de las cepas
mencionadas arriba usando el método de
microdilucién convencional, (Dalgaard et.al.,
1994), seguido por la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria usando el
ensayo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC), (Ong et.al., 1994). Finalmente, con los
datos obtenidos se creo una grafica en Microsoft
Excel.

Perfil Electroforético en SDS-PAGE

Las muestras para el corrimiento electroforético
se prepararon a partir de una dilucion 1:1 del
extracto/buffer -Laemmli 2X (BioRad) con 5%
de 2 mercaptoethanol (Sigma).
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Antes de cargar en el gel, las muestras se
sometieron a choque térmico, en bafio maria a
100°C durante 2-10 min, posteriormente se
desactivo la solucion proteica colocandola 1
segundo en el congelador, por dltimo, se
agregaron 10 pl de la muestra en cada pozo del
gel al 18%, (SDS-PAGE). EIl corrimiento se
llevd a cabo en buffer de corrimiento 1X
Tris/Glicina SDS

Buffer® (BioRad) pH 8.3 2130 V por 113
min. La tincion se llevd a cabo usando una
solucion con 1 g de azul de Coomassie R-250,
450 mL de metanol, 450 mL de agua desionizada
y 100 mL de acido acético glacial, se agregaron
20 mL para cada gel y se tifid 24 horas, después
para destefiir y realizar su observacion vy
documentacién se colocé el gel en solucion al
10% de metanol, 10% acido acético glacial y
80% de agua desionizada (Bollag y Edelstein,
1991).

Resultados y Discusion

Actividad Antimicrobiana del veneno de
Scorpaena mystes

Los resultados observados en los bioensayos
muestran que el veneno de S. mystes inhibe el
crecimiento de Staphylococcus aureus (ATCC®
6538™) (G+). Se observd una inhibicion tipica
dosis-respuesta, (Figura 1).

Veneno S. mystes Vs S. aurens
120

100

UFC
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(=]
—

—

> > & & A % Q
& Q > N > > ‘
0 SR R G g

Consentraciéon mg/mL

Figura 1 Resultados del bioensayo realizado con veneno
de pez piedra Vs S. aureus

En contraste, el veneno de S. mystes no
presentd0 actividad antimicrobiana  dosis-
respuesta contra Escherichia coli (ATCC®
9637™) (G-), no obstante, todas las
concentraciones del veneno causaron menor
crecimiento en comparacion al control (Figura
2).
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Veneno S. mystes Vs E. coli SDS - PAGE 18%
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Figura 2 Resultados del bioensayo realizado con veneno f 4 o
de pez piedra Vs E. coli. . . A

Candida albicans (levadura) presento
también una inhibicién tipica dosis-respuesta
hasta la tercera concentracion, en el resto de las
diluciones el nimero de UFC fue casi uniforme,
(Figura 3).

Veneno S. mystes Vs C. albicans

UFC
(=)}

> > & v}
& o Q-\ N Y
& ' ’
Concentracién mg/mL

Figura 3 Resultados del bioensayo realizado con veneno
de pez piedra Vs C. albicans

Perfil Electroforético en SDS-PAGE 4-18%

En la figura 4 se puede observar el corrimiento
electroforético por carril en el gel al 18% de
acrilamida. En el primer carril se colocaron los
marcadores moleculares, en los siguientes tres
carriles se agregaron 15 pl del de espinas del pez
escorpion que contiene el veneno, enel 4,5y 6
se pusieron 10 pl y en los ultimos tres se
colocaron 5 pl. En todas las muestras a probar se
observaron bandas de alto peso molecular que
pueden corresponder a diferentes formas de
colagena. Pero de manera muy clara se observo
una banda de bajo peso de aproximadamente 10
Kda, y otras menos claras cercanas a 15 Kda.

Los resultados anteriores de la
electroforesis en geles de poliacrilamida
sugieren que la banda de 10 Kda y las de 15 Kda
podrian corresponder a péptidos
antimicrobianos, lo cual se debe confirmar
secuenciando esas bandas (Figura 4).
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Figura 4 Corrimiento electroforético realizado en gel de
poliacrilamida con diferentes concentraciones de veneno

Se puede decir que el veneno del pez
escorpién tiene moléculas de bajo peso
molecular -péptidos antimicrobianos, que
inhiben eficientemente a S. aureus y a C.
albicans, no asi a E. coli. Lo anterior puede
deberse a que el pez escorpion ha desarrollado
estas moléculas por seleccion darwiniana de
acuerdo a su medio ambiente.

Por Gltimo sera necesario aislar las bandas
de 10 Kda, y las otras menos claras cercanas a 15
Kda, para repetir los bioensayos, para después en
caso positivo de reproducibilidad de los mismos,
secuenciar esas bandas.

Conclusion

1.  El veneno de S. mystes muestra actividad
antimicrobiana contra S. aureus y C.
albicans, no asi para E. coli.

2.  Lasbandas de bajo peso molecular pueden
indicar la presencia de peptidos naturales
antimicrobianos presentes en el veneno.
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Resumen

El guandbano (Annona muricata L.) es una planta fruticola
de la familia Anonéceas. Se ha reportado la presencia de
acetogeninas citotoxicas. La investigacion tiene gran
relevancia debido a sus actividades bioldgicas .El presente
trabajo analiza el efecto del extracto acuoso y etandlico de
A.muricata en células HelLa(CCL-2,adenocarcinoma
cervicouterino  humano).Materiales:  marcador  de
proteinas(BIOLINE), cadmaraAxioCamERC5(ZEISS) y
microscopio(LABOMED). Metodologia: Se molié con
mortero hojas de Nayarit México. Se obtuvo extracto
acuoso de 10 g con 50 ml de agua destilada hirviendo. El
extracto etanolico empleé 10 g de material molido, se hizo
una extraccion con 50 ml de etanol al 95%, se filtr6 y se
realizé una evaporacién hasta tener 25ml.Se cultivé a las
células en medio DMEM con SFB10% a 37°C en
incubadora de CO2 HealForce al 5%.La actividad
metabodlica mitocondrial se determind por ensayo XTT, la
biomasa por método de cristal violeta y el patrén de
proteinas totales por SDS-PAGE al 10%.Los resultados
muestran que ambos extractos tienen efecto sobre las
células cancerigenas Hel a, ya que el analisis morfolégico
por tincion con azul de metileno indica alteraciones. No
hay degradacion de proteinas totales. En conclusion se
observa que las hojas de A.muricata si causan dafio en la
estructura de las células y un efecto significativo sobre la
actividad metabdlica celular dependiendo de la
concentracion.

Citotoxicidad, Cancer, HeLa

Abstract

The guanabano (Annona muricata L.) is a fruit plant of the
family Anonédceas [1]. The presence of cytotoxic
acetogeninas has been reported. The present work
analyzes the effect of the aqueous and ethanolic extract of
A. muricata on HelLa cells (CCL-2, human cervical
adenocarcinoma) .Materials: protein marker (BIOLINE),
cameraAxioCamERc5  (ZEISS) and  microscope
(LABOMED). Method: Nayarit México was ground with
mortar. A 10 g aqueous extract was obtained with 50 ml
of boiling distilled water. The ethanolic extract used 10 g
of ground material, an extraction was made with 50 ml of
95% ethanol, filtered and evaporated to 25 ml. Cells were
cultured in DMEM medium with SFB10% at 37 ° C in a
5% CO2 HealForce incubator. Mitochondrial metabolic
activity was determined by XTT assay, biomass by crystal
method violet and total protein pattern by 10% SDS-
PAGE. The results show that both extracts have effect on
the HeLa cancer cells, since the morphological analysis by
staining with methylene blue indicates alterations. There
is no degradation of total proteins. In conclusion, it is
observed that A.muricata leaves do cause damage to the
cell structure and a significant effect on the cellular
metabolic activity depending on the concentration.

Cytotoxicity, Cancer, HeLa
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Introduccion

El cancer es una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en el mundo. En 2012
se registraron alrededor de 14 millones de
nuevos casos. El cancer es la segunda causa de
muerte en el mundo; en 2015, ocasiono 8,8
millones de defunciones. Casi una de cada seis
defunciones en el mundo se debe a esta
enfermedad. El impacto econdmico del cancer es
sustancial y va en aumento. Segun las
estimaciones, el costo total atribuible a la
enfermedad en 2010 ascendié a US$ 1,16
billones. La Annona muricata, también conocida
como guanabana es un pequefio arbol
perteneciente a la familia Annonaceae, género
Annona. Es un arbol frutal con una larga historia
de uso tradicional. Annona muricata también es
conocida como graviola guanabana, es una
planta perenne que es principalmente
distribuidas en  regiones tropicales 'y
subtropicales del mundo.

Tiene una amplia gama de aplicaciones
medicinales en comunidades indigenas de Africa
y América del sur. Los frutos de A. muricata se
utilizan para preparar jarabes, caramelos,
bebidas, helados y batidos. Por otra parte,
existen numerosas investigaciones que han
probado que tiene una actividad anti cancer,
anticonvulsivo, antiartritico, antiparasitario,
antipaltdico, hepatoprotector, antidiabético,
hipotensor, analgésico y antiinflamatorio.

Dichas propiedades se deben a la presencia
de acetogeninas principalmente en las hojas de
Annona muricata. Las acetogeninas de
anonaceas, son sustancias cerosas que resultan
de la combinacion de acidos grasos de cadena
larga (C33 0 C34), con una unidad de 2-ptopanol
en el carbono 2 para formar una lactina. Los
mecanismos de la actividad bioldgica es
mediante la inhibicion del complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrial. La actividad
inhibitoria de las ACG sobre la proliferacion
celular de las lineas cancerosas es heterogénea,
y esto no es sorprendente si se considera que
cada linea proviene de eventos de carcinogénesis
especificos, por lo que diversos genes se
expresan y/o suprimen, aun en las lineas que
provienen de un mismo Organo. Asi, otros
factores ademés de las ACG deben estar
involucrados.
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Para evitar la muerte, las células expuestas
a las ACG pudieran activar mecanismos para
superar aunque sea de manera transitoria, la
reduccion energética y la produccion de especies
reactivas de oxigeno, productos de la inhibicion
del complejo | mitocondrial. Entre estos
mecanismos se encuentran el incremento de la
glicdlisis anaerobia, la expresion de factores
antiapoptdticos y una respuesta antioxidante con
las enzimas superoxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa. Se ha descrito que las ACG
inducen la muerte celular programada, con el
incremento de las proteinas proapoptéticas Bad
y Bax y de inhibidores de la progresion del ciclo
celular, aunque adn no esta claro su mecanismo
de activacion, es posible que sea mediante la via
mitocondrial con la pérdida del potencial de
membrana. Las posibilidades del uso terapéutico
de A. muricata representa un area potencial en el
tratamiento de enfermedades infecciosas y
neurodegenerativas.

Materiales y Métodos
Extracto acuoso (Método infusion)

Pesar 20 gramos de hojas de A. muricata.
Colocar en un vaso de precipitado 100 ml de
agua destilada y se calienta en plancha de
calentamiento. Una vez que el agua haya hervido
verter las hojas y dejar unos segundos, tapar y
retirar de la fuente de calor. Enfriar, filtrar y
envasar en un frasco &mbar.

Extracto etanolico

Secar al aire y posteriormente en horno a 45 °C
y se molieron y tamizaron hasta obtener un polvo
fino. Pesar 20 g del material molido y se realiza
una extraccion con 100 mL de etanol al 95 %
caliente, se deja enfriar para posteriormente
realizar una filtracion en frio y una evaporacion
hasta tener un volumen de 50mL. Se afora el
extracto obtenido a 100 ml con agua destilada
obteniendo un extracto etandlico concentrado.

Cultivo celular

Para este estudio se utilizd un cultivo de células
HeLa ATCC No. CCL-2 (Células de
adenocarcinoma cervicouterino humano), las
cuales fueron cultivadas en medio DMEM con
SFB 10% bajo las condiciones de 5% de CO: a
37°C.

SANCHEZ-RAMOS, Sanjuana, FLORES-VILLAVICENCIO, Lérida
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Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad celular se evalu6 con dos
técnicas diferentes, con Ensayo de actividad
metabolica XTT y determinacion de Biomasa.
Ensayo de actividad metabdlica XTT. La
actividad metabdlica se determind cuantificando
la capacidad de las células para reducir la sal de
tetrazolio XTT amarilla (2,3-bis (2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil) -2-h-tetrazolio-5-
carboxanilida) a formazan, por enzimas
deshidrogenasas (mitocondrias) en ceélulas
metabdlicamente activas.

Después de la incubacion, las células se
lavaron dos veces con PBS precalentado (37°C).
Posteriormente, se determinar la absorcion del
colorante de formazan a una longitud de onda de
490 nm en un espectrofotdmetro de placa de
microtitulacion (Epoch Biotek). Para llevar a
cabo dicho ensayo se utilizé con una placa de 96
pozos con células HelLa expuestas a partir de
100pul de extracto etandlico y acuoso
respectivamente por dilucion seriada a las cuales
se les aplico el ensayo con XTT.

Determinacién de Biomasa

Para la determinacion de Biomasa se lavo cada
pocito con PBS. Se fijaron las muestras con
metanol al 99% por 15 minutos a temperatura
ambiente. La fijacion es esencialmente un
método para la preservacion de la morfologia y
composicion quimica de la celular.

Después se lavd el metanol con PBS. Se
adiciono cristal violeta al 0.001% por 5 minutos,
el cristal violeta tiende a fijarse en los nucleos
celulares, de manera que puede establecerse la
relacion directa entre el numero de células
viables vy la cantidad de cristal violeta fijado.

Se agreg0d 4&cido aceético al 33%por 10
minutos. La determinacion se basa en la
formacion de NADH medido por el aumento de
la absorcion de luz (490 nm). Debido al
equilibrio de la reaccién indicadora precedente,
la cantidad de NAD formado no es linealmente
(directamente) proporcional a la concentracion
de &cido acético. Por ultimo se recuper6 el
sobrenadante y se realiz6 una absorbancia a 570
nm.
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Analisis estructural

Con la finalidad de analizar la estructura celular
se empled la microscopia de campo claro. Las
células se fijaron con 0.05%
Glutaraldehido+4%p-formaldehido en PBS. Se
afiadid azul de metileno durante 5 minutos. Estas
fueron lavadas con PBS nuevamente. Se montd
la preparacion y las muestras se Observaron en
un campo claro, las imagenes fueron adquiridas
con una camara Axiocam ICcl de la marca Carl
Zeiss acoplada al microscopio de Leica DMSL.

Determinacion de proteinas totales

Después de la exposicion de las muestras, se
obtuvo un homogenado total de las células y se
realizo la separacion de las proteinas en geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), usando la
técnica descrita por Laemmli (1970). Finalizada
la corrida, el gel fue tefiido con Azul de
Coomassie para la visualizacion de las proteinas,
la adquisicion de la imagen se realizdé en un
equipo ChemiDoc MP System-BIORAD
utilizando el software Image LabTM software
(BIORAD).

Resultados y Discusién

Figura 1 Células HeLa (CCL-2, adenocarcinoma
cervicouterino humano), cultivadas en medio DMEM con
SFB 10% 37°C y 5% de CO,

Aplicando el analisis estadistico es posible
observar que la viabilidad celular determinada
en la Grafica 1 con el ensayo XTT se ve
mermada por la presencia de los extractos a
comparacion con el control.
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Como se puede observar en la Grafica 2
con la Determinacién de Biomasa, es posible
determinar la cantidad de células que habia en
cada pocito, efectivamente, hubo cierta pérdida
de células pero la biomasa nos indica que habia
cierto nimero especifico de células al finalizar el
experimento.
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Extracto de Annona muricata

CONTROL ACUOSO ETANOLICO

Figura 2 El andlisis morfolégico (Fig. A) que es el control,
comparada con la (Fig. B) y (Fig. C) indica alteraciones en
las células Hela por efecto de los extractos de A. muricata.
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Figura 3 Perfil total de proteinas a partir de células HelLa
expuestas a diferentes concentraciones de los extractos
(etandlico y acuoso) de Annona muricata muestra que no
hay degradacion de las proteinas totales

Conclusiones

En conclusién se observa que los extractos
acuoso Y etandlico procedentes de las hojas de
Annona muricata si causan dafio en la estructura
de la células sin embargo va a depender de la
concentracion, y teniendo un efecto significativo
sobre la actividad metabdlica celular.
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Resumen

Las microcistinas (MCs) son hepatotoxinas
producidas por cianobacterias, capaces de causar
dafios a la salud a corto y largo plazo, se consideran
como un importante contaminante del agua
superando en importancia a los metales pesados y
plaguicidas. La OMS sugiere un limite provisional de
1.0 pug/L y declara que los pacientes con dialisis renal
son un grupo especialmente vulnerable. Es asi que,
se realizé la determinacién de MCs en agua del Lago
de Chapala, (en la zona de Agua Caliente, Poncitlan,
Jal. México). Mediante SPE y UPLC-MS/MS se
registran concentraciones entre 0.60 y 0.013 pg/L de
MC-LR y MC-RR; y dada la capacidad genotdxica,
mutagénica y teratogénica de la toxina, tales niveles
pueden influir sobre la salud de las personas
expuestas por el uso recreacional y consumo de
animales y cultivos contaminados. Se destaca asi la
primera propuesta metodoldgica de estandarizacion
para las MCs y en su caso se sugiere incluir en las
actualizaciones de las Normas Oficiales Mexicanas.

Microcistinas, Riesgo, Salud.

Abstract

Microcystins (MCs) are hepatotoxins produced by
certain types of cyanobacteria, capable of causing
short and long-term damage to the health, they are
considered as an important water pollutant
overtaking heavy metals and pesticides in
importance. A provisional limit concentration of 1.0
po/L is suggested by World Health Organization
(WHO), and renal-dialysis patients are declared as a
vulnerable group. Therefore, MC determination of
water samples of Lake Chapala was carried out
(Agua Caliente, Poncitlan, Jalisco, México). MC-LR
and MC-RR concentrations between 0.60 and 0.013
Mo/l were obtained by SPE and UPLC-MS/MS
methods. The recreational use of the lake and the
consumption of animals and food crops
contaminated by the water could affect the health of
exposed people due to the genotoxic, mutagenic and
teratogenic  potential of MC. The first
methodological proposal for MC standardization is
highlight, and is suggested to be included in the
updates of the Official Mexican Standarts (NOM).

Microcystins, Risk, Health
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Introduccion

A finales del siglo XX, los procesos de
eutrofizacion de las aguas y los crecimientos
masivos de cianobacterias en el fitoplancton
comenzaron a ser muy estudiados, sin embargo,
las investigaciones sobre identificacion y
cuantificacion de las toxinas producidas por las
cianobacterias son posteriores, por lo que so6lo
recientemente se ha reconocido a estos
organismos como un problema de salud pablica
(Cirés y Quesada, 2011).

Las cianotoxinas son consideradas como
los compuestos mas toxicos y preocupantes en
las masas de agua, tanto por su elevada
distribucion como por su alta toxicidad (Pérez, et
al., 2008), capaces de provocar intoxicaciones
masivas en las poblaciones humanas y animales
con resultados incluso fatales, tal como ocurrid
en la ciudad de Caruaru, Brasil en 1996, donde
algunos autores aseguran que ocurrié la
intoxicacion mas grave reportada con 131
intoxicaciones y 52 muertes (Jochimsen, et al.,
1998; Pouria, et al., 1998; Carmichael, 2001;
Azevedo, et al., 2002).

Una de las cianotoxinas que ha captado el
interés de muchos investigadores por su
abundancia, resistencia y toxicidad son las MCs
(figura 1), clasificadas como hepatotoxinas de
bajo peso molecular, producidas
fundamentalmente por los géneros de
cianobacterias: Microcystis sp., Aphanizomenon
sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp. y Nodularia
sp. (Martinez, 2006; Ardanaz, 2010 y Ruiz, et
al., 2010).

Sus células diana son fundamentalmente
los hepatocitos y macrofagos, provocando el
colapso de la organizacién tisular, necrosis y
hemorragia intra-hepatica.
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X Y
MC-RR Arginin Arginin
MC-YR Tryptophan Arginin
MC-LR Leucin Arginin
MC-LA Leucin Alanin

Figura 1 Estructura ciclica de las MCs formada por siete
aminoacidos: D-alanina, D-eritro- S-Metil-Aspartico, 3-
amino-9-metoxi-2, 6, 8-trimetil-10-fenildeca-4, 6-acido
dienoico, D-glutdmico, N-metildehidro-Alanina, con la
formula quimica de “Cyclo (-D-Ala-L-X-D-eritro-S-Me-
Asp-L-Y-ADDA-D-Glu-Mdha) .

Fuente: Recuperada y modificada de De Luca, et al.,
(2010)

Ademas, son potentes inhibidoras de la
fosfatasa proteica tipo 1 y 2A (PP1 y PP2A)
tanto de animales como de plantas superiores;
provocando que su ingesta en altas
concentraciones ocasione la muerte y/o efectos
acumulativos cronicos, como la induccion a la
formacion de tumores hepaticos (Almanza, et
al., 2016).

Algunos de los efectos agudos que se
pueden presentar tras una Unica exposicion a
elevadas concentraciones de MCs son: irritacion
de la piel, ojos, oidos y boca, que suele
involucrar descamacion, erupciones y aparicion
de ampollas. En caso de que ocurriera una
ingesta accidental, algunos de los sintomas méas
comunes incluyen: dafio en el higado
(hepatoenteritis con hepatomegalia, dolor
abdominal y elevacion de enzimas hepaticas
séricas como y-glutamiltransferasa), dafio renal
(acompafiado de pérdida de electrolitos, glucosa,
cetonas y sangre en la orina), afecciones en el
tracto digestivo (gastroenteritis aguda, dolor
abdominal, nauseas, vomitos y diarreas), en el
tracto respiratorio (dolor de garganta, tos seca y
neumonia atipica) y otras afecciones como
episodios alérgicos, sintomas de asma, fiebre,
cefaleas, fatiga y mareos (Chorus y Bartram,
1999; Falconer, 1999, Carmichael, 2001 y
Moreno, 2002).
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Cabe sefalar, que una vez sintetizada y
liberada es muy dificil de eliminar (Vergara, et
al., 2013).

Dada la elevada toxicidad que representan
las MCs y su capacidad para bioacumularse y
biomagnificarse a través de la cadena
alimenticia, algunos paises occidentales las
consideran como uno de los principales
compuestos contaminantes de las aguas dulces,
superando en importancia a los metales pesados
y plaguicidas (Cirés y Quesada, 2001).

Por ello, la OMS (2003) recomienda no
exceder la concentracion de 2 a 4 pg/L de MC-
LR en agua para uso recreativo y sugiere un
limite de seguridad provisional en agua potable
de 1.0 pg/L; ademas sefiala que los pacientes con
dialisis renal son el grupo especialmente
vulnerable a la presencia de estas toxinas en el
agua, debido a que el tratamiento los expone por
via intravenosa a grandes volimenes del liquido
poniendo en riesgo su salud.

Sin embargo, ambos limites de la OMS
excluyen a las demés variedades de MCs, por lo
que no representan el potencial téxico total o real
que pudiese estar presente en una determinada
muestra de agua.

En México, el abordaje normativo que
existe sobre las MCs es escaso y actualmente no
cuenta con normas vigentes que monitoreen y
controlen los niveles en agua para uso y
consumo humano.

Actualmente se encuentra en fase de
proyecto y en proceso de revision la
actualizacion al Proyecto de Norma Oficial
Mexicana PROY-NOM-127-SSA1-2017 “Agua
para uso y consumo humano, limites permisibles
de la calidad del agua”, la cual incluye la
determinacion de MC-LR dentro de sus
parametros y utiliza el limite maximo permisible
propuesto por la OMS (1.0 ug/L).

Del mismo modo, la COFEPRIS (2017)
publicO los Métodos Revisados para la
determinacion de MCs contemplados para el
PROY-NOM-127-SSA1-2017, en los cuales se
propone el analisis de las toxinas mediante el
Ensayo Inmunoenzimatico ADDA, el método de
Cromatografia Liquida/Espectometria de Masas
en Tandem (LC/MS/MS) y el método de
Cromatografia de Liquidos de Alto Rendimiento
(HPLC) con deteccion ultravioleta (UV).
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En lo que respecta a los grupos
vulnerables, los habitantes de la ribera del Lago
de Chapala representan un claro ejemplo del
sector poblacional con mayor susceptibilidad a
las MCs, principalmente debido a los altos
indices de insuficiencia renal (IR) en la
poblacion infantil.

Alrededor del afio de 1990 se detecto en la
poblacion de Agua Caliente este padecimiento
con tendencia a aumentar y a principios del
2016, personal académico de la Universidad de
Guadalajara realizd6 un censo en el que se
contabilizé un total de 950 pobladores, en los
cuales se observo el predominio de IR. Los
resultados obtenidos mostraron que de 394
participantes, un total de 180 nifios fueron
positivos, lo que confirmé una prevalencia de
albuminuria de 3-5 veces mas alta que la
reportada en la literatura internacional; y hasta la
fecha se desconocen datos o estudios capaces de
demostrar las causas del aumento de la
enfermedad en la poblacion (Lozano-Kasten, et
al., 2017).

La pertinencia de este trabajo, se
fundamenta en la presencia de floraciones
potencialmente téxicas de cianobacterias en el
Lago de Chapala. Por lo que se espera encontrar
en el agua la presencia de MCs.

El objetivo de esta investigacion fue
conocer la calidad cianotoxica del lago en la
zona de influencia, asi como realizar una
revision literaria de los posibles efectos a la
salud para los grupos vulnerables expuestos en
la poblacion de Agua Caliente. Por otro lado,
este trabajo representa la primer propuesta
metodoldgica de estandarizacion de la técnica; y
cuyo analisis puede fundamentar la necesidad de
contar con actualizaciones en las Normas
Oficiales Mexicanas y Proyectos de Norma.

Metodologia

El poblado de Agua Caliente, pertenece al
municipio de Poncitlan, Jalisco; este se
localizada en la parte sur del municipio, entre las
coordenadas de latitud Norte 20°18°46.00”N y
longitud Oeste 102°55°43.00” y cuenta con una
extension aproximada de 2 km a lo largo del
Lago de Chapala (figura 2).
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El muestreo se llevo a cabo en la ribera del
lago y para ello se seleccionaron 5 puntos, de los
cuales 3 se ubicaron en las inmediaciones del
poblado y el resto en zonas alejadas y de menor
afluencia por parte de los habitantes. Las
colectas se llevaron a cabo de manera mensual,
comenzando en febrero y concluyendo en mayo
del afio 2018.

Ubicacién de las estaciones de muestreo en la ribera del Lago de Chapala
para la determinacion de Microcistinas

217001

Leyenda
() poblado de
Agua Caliente
O Estaciones de
Muestreo

200000

200

nEmo 755000 260008 265030 717900 00 7140000

Figura 2 Mapa que muestra la ubicacion de los puntos de
muestreo en las inmediaciones del poblado de Agua
Caliente del municipio de Poncitlén, Jalisco

Fuente: Elaboracion propia, mediante el uso del software
QuantumGis®

La toma de muestra se llevé a cabo
siguiendo las recomendaciones del Método 544
de la EPA (Shoemaker, et al., 2015).

Las muestras fueron colectadas lo mas
cercano posible a la orilla de la laguna y se
preservaron en obscuridad y refrigeracion hasta
el momento de su analisis. Cabe resaltar que
actualmente no hay ninguna sugerencia
uniforme entre la literatura sobre como manejar
las muestras para la determinacion de MCs
(Altaner, et al., 2017).

Los andlisis se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Salud Publica, del Instituto de
Salud Publica y Laboral de Navarra, en
Pamplona, Espafia, a cargo de la Dra.
Inmaculada Saiz Martinez.

La metodologia a wusar para la
determinacion es la descrita en el Procedimiento
Normalizado de Trabajo del propio laboratorio,
el cual sefiala dos procesos principales: la
extraccion en fase solida (SPE) y el analisis
mediante cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas en tandem UPLC-
MS/MS.
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Cabe sefialar que una de las técnicas mas
utilizadas es la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, con ella se pueden
determinar variantes individuales de MCs
mediante el uso de estandares con una pureza del
95 % (UNESCO, 2009).

La combinacion de la cromatografia
liquida con métodos de espectrometria de masas
permite la separacion e identificacion de
variables de MCs con mayor confiabilidad.
Convirtiéndose hoy en dia en una técnica
fundamental para la determinacion de
cianotoxinas sin  estdndares  comerciales
disponibles (Almanza, et al., 2016).

Para este trabajo, la extraccion en fase
solida se llevd a cabo mediante el previo
acondicionamiento del cartucho Oasis HLB
empleando metanol y agua destilada, para
posteriormente cargar 50 ml de la muestra a flujo
constante. Posteriormente el cartucho es lavado
con agua destilada para luego eluir con metanol
y llevar a sequedad en corriente de nitrogeno.

Para la elaboracion de la curva de
calibracion se preparararon 5 diluciones a partir
del multipatrén de MCs de 50 ppb segln se
presenta en la tabla 1.

Antes de inyectar al Cromatdgrafo se debe
reconstruir la muestra en 400uL de AcN/Agua,
al 0.1% en &cido férmico y agitar en vortex, para
posteriormente filtrar en viales e inyectar un
volumen de 10uL al sistema UPLC-MS/MS.

Para la recuperacion de los cromatogramas
y tablas de resultados se empleo el programa
MassLynx®.

Concentracion del patron pl del multipatrén de

(Hg/L) 50 ppb

RO 0 0

R1 0.2 200

R2 0.4 400

R3 1.0 1000
R4 2.0 2000
R5 3.0 3000
Control |1.0 1000

Tabla 1 Concentraciones del multipatrén de MCs, blanco
y control para la elaboracién de la curva de calibracion.
Donde RO = blanco de reactivo (50ml de agua destilada
previamente analizada), R1 — R5 = diluciones a partir del
multipatrén de MCs de 50ppb, Control = solucion de
concentracién conocida

Fuente: Instituto de Salud Pdblica y Laboral de Navarra
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Resultados

Puntos y nimero de muestreo

m1.p3 |ml.p4 [ml.p5 |m4.p3 | m5.p1 | m5.p4 | m5.p5
MC-LR[0.28 |0.60 |ND 0.019 |0.24 ]0.184 |0.107
MC- ND 0.015 |0.013 |ND ND ND ND

RR

Tabla 2 Resultados cuantitativos de las muestras que
presentaron valores positivos para las variantes de
microcistinas LR y RR en ug/L, donde ND significa No
Detectable

Fuente: Elaboracién Propia

En la tabla 2 se observan los resultados
cuantitativos de las MC-LR y MC-RR que
oscilaron en un rango de 0.60 a 0.013 pg/L de
MC-LR y MC-RR; donde la concentracion mas
alta correspondi6 a la variante MC-LR y se
encontré en el punto 4 del primer muestreo
(m1.p4).

Hg/L MCs
= N w
PN WO
—
—
ju—
—

., 2016 1

ot
3

2015 =
2015 =/
., 2016 =1
2015 =/

., 2017
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o e B e e

Estudio Actual mm
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Sanchez, e
Song, etal

Backer, et al., 2008
Herrera, e

Turner, et al.

Howard, ef
Schmidt, et a

Limite Méximo de la OMS

Gréafico 1 Comparacion del valor maximo de MCs
encontrado en el Lago de Chapala, con las concentraciones
de MCs en la literatura internacional, durante el estudio de
cuerpos de agua eutrofizados, mediante los anélisis de
HPLC y LC/MS-MS

Fuente: Elaboracion Propia

El gréfico 1 muestra la ubicacion de los
resultados obtenidos en base a la literatura
internacional consultada, evidenciando que las
concentraciones de MCs del area de estudio son
inferiores al valor guia provisional de 1.0 pg/L
MC-LR en agua de bebiday de 2 a 4 pg/L MC-
LR en agua para uso recreativo propuestos por la
OMS.
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Discusioén

En base a las concentraciones de MCs obtenidas
en los analisis, se puede asumir que la poblacion
de Agua Caliente se encuentra aparentemente
exenta de padecer una intoxicacion aguda por el
uso del agua del Lago de Chapala, siguiendo la
guia para medir la probabilidad relativa de
efectos agudos para la salud de la OMS (tabla 3).

Sin embargo tal prediccion del riesgo por
la OMS, ademés de excluir otras variantes de
MCs como MC-RR, Unicamente hace referencia
a los efectos agudos, sin contemplar las
afecciones cronicas de caracter genotoxico,
mutagénico 'y teratogénico, que pueden
suscitarse mediante una exposicion prolongada a
bajas concentraciones de la toxina, durante
largos periodos de tiempos.

Probabilidad Cianobacterias

Relativa de Efectos (células/ml)

Agudos a la Salud

Baja <20,000 <10
Moderada 20,000 — 100,000 10-20
Alta 100,000 — 10,000,000 |20 — 2,000
Muy Alta >10,000,000 >2,000

Tabla 3 Valores guia de la OMS para la Probabilidad
Relativa de Efectos Agudos para la Salud, durante la
exposicion a cianobacterias y MC-LR en aguas destinadas
para el consumo humano y recreacion

Fuente: Recuperado y modificado de Chorus y Bartram,
1999

Los principales efectos crdnicos a los que
la poblacion del area de estudio se podria estar
enfrentando son el cancer primario de higado
(PLC) reconocido como la principal patologia
(OMS, 1998a y Ruiz, et al., 2010), seguido por
afectaciones maternas, embrionarias y fetales,
dadas por la capacidad de las MCs para traspasar
la barrera placentaria, provocando desde la
disminucion de peso corporal y dafio hepatico,
hasta la muerte embrionaria, malformaciones y
retardo en el crecimiento fetal (Moreno, et al.,
2003, Bu, et al., 2006 y Pérez, et al., 2008).

Cabe sefialar, que los niveles cronicos y
subcrénicos de MCs en agua de bebida y bafio
son poco contemplados en las normativas
internacionales, ademéas de ser escasos los
estudios sobre efectos genotdxicos; por ello,
algunos autores como Vergara, et al., (2013)
consideran que la actividad promotora tumoral
de las MCs, sea de primera preocupacion, puesto
que representa una problematica compleja que
debe ser incluida en los programas de monitoreo
de la calidad del agua.
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Dada la peligrosidad de la toxina, algunos
paises e instituciones han adoptado el limite
méaximo recomendado por la OMS (Brooks, et
al., 2016 y 2017); no obstante, autores como
Wiegand, et al., (2000), Moreno, et al., (2003),
Pérez, et al., (2008), Trevino-Garrison, et al.,
(2015), Moy, et al., (2016), Braga (2018) y Stone
(2018) consideran que las MCs representan el
riesgo mas importantes asociado a la calidad del
agua y afirman que un valor guia Unico no es
apropiado; por lo que proponen un valor de 0.01
Mg/L, con el cual se contemplan los riesgos a la
salud a largo plazo.

Por otro lado, puesto que las vias de
exposicion de los seres humanos a las MCs son
generalmente por ingestion directa de agua con
floraciones, por contacto a través del bafio o por
consumo de alimentos contaminados (Turner, et
al., 2018), las principales rutas por las que la
toxina ingresa al organismo son la oral y la
dérmica, permitiendo afirmar que el uso
recreacional de las aguas es la ruta de exposicion
a las MCs mas importante (Almanza, et al.,
2016).

Tomando esto en consideracion, los
resultados obtenidos en el agua del Lago de
Chapala, alertan sobre una posible exposicién
cronica de la toxina por parte de la poblacion.
Principalmente fundamentada en las actividades
y usos que la comunidad hace con el agua del
lago, los cuales involucran desde el bafio y
recreacion, aseo de ropa y utensilios de cocina,
hasta el riego de cultivos y consumo de animales
contaminados (como es el caso de peces y
ganado expuesto).

Sin embargo, aun son necesarios estudios
capaces de elucidar si la comunidad de Agua
Caliente se ha visto afectada por la exposicion
cronica a las MCs, asi como implementar en el
Lago de Chapala programas de vigilancia y
monitoreo, que contemplen metodologias
capaces de capturar la variabilidad espacial y
temporal de las MCs.
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Conclusiones

Las concentraciones de MC-LR y MC-RR
encontradas en el agua del Lago de Chapala
oscilaron entre 0.60 y 0.013 pg/L. Situandose
por debajo del limite provisional de 1.0 pg/L
sugerido por la OMS; alertan sobre una posible
exposicién crénica de la toxina por parte de la
poblacion del area de estudio.

Dada la peligrosidad de las MCs es
necesario que los futuros estudios involucren la
totalidad del cuerpo hidrico asi como periodos
prolongados de andlisis que evidencien el
comportamiento espacio-temporal de las MCs.
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Resumen

En la actualidad hay una gran cantidad de datos
relacionados con los sistemas médicos y se cuenta con
métodos eficientes para encontrar la informacion
apropiada, que ayude a relacionar dicha informacion, en la
elaboracion de un pre diagndstico o diagnéstico médico de
diferentes tipos de enfermedades. La mineria de datos es
una de las mejores soluciones para este proposito. En este
trabajo se presenta un estudio sobre la aplicacion de un
modelo de aprendizaje supervisado de mineria de datos,
para la prediccion de pacientes con diabetes, considerando
varias variables que representan factores de riesgo para el
padecimiento de dicha enfermedad. El modelo se
construyé con los métodos de clasificacion mas conocidos
como, las redes bayesianas, las maquinas de soporte
vectorial, los métodos de potenciacion entre otros. Estos
métodos fueron calibrados con los parametros que
permitia el modelo en la plataforma de desarrollo R, a
través de la técnica denominada cross-validation.

Mineria de datos, Aprendizaje supervisado, diabetes

Abstract

Today there is a large amount of data related to medical
systems and efficient methods are available to find the
appropriate information, which helps to relate this
information, in the preparation of a prediagnosis or
medical diagnosis of different types of diseases. Data
mining is one of the best solutions for this purpose. This
paper presents a study on the application of a supervised
learning model of data mining, for the prediction of
patients with diabetes, considering several variables that
represent risk factors for the suffering of said disease. The
model was built with the best known classification
methods, such as Bayesian networks, support vector
machines, Ada Boost methods among others. These
methods were calibrated with the parameters allowed by
the model in the R development platform, through the
technique called cross-validation.
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Introduccion

Cada vez es més comun, encontrar en las
organizaciones aplicaciones de mineria de datos
utilizadas para el andlisis de la informacion.
Debido a las grandes ventajas, que esta
tecnologia ofrece, en diversas areas, las
relacionadas con el cuidado de la salud también
han optado por su implementacion. En el analisis
de datos médicos hay una gran cantidad de datos
involucrados, incluidos los registros médicos de
los pacientes, los historiales clinicos e incluso
detalles personales de cada uno de ellos.

Con esta informacién, las técnicas de
mineria de datos ayudan a analizar de manera
detallada, los bancos de datos existentes, y
mediante  analisis  estadisticos, se han
identificado factores de riesgo que estan
asociados con enfermedades cardiovasculares
como la diabetes, entre los cuales se encuentran:
la edad, la presion arterial, el colesterol, la
hipertensién, y los antecedentes familiares.
Todos estos estudios ayudan al profesional de la
salud a identificar si en un paciente existe riesgo
de enfermedad, apoyandose en diferentes
técnicas de mineria de datos para obtener una
mayor precision en el prediagnéstico y
diagnostico de este tipo de enfermedades.

La diabetes es considerada un problema de
salud publica mundial y estd considerada la
principal causa de muerte ligada a enfermedades
cardiovasculares. En México el aumento de la
masa grasa, manifestada en exceso de peso
(sobrepeso 'y obesidad) es el problema
nutricional mas frecuente en la poblacién.

El Gobierno ha respondido a este grave
problema de salud, con el desarrollo y puesta en
marcha de una politica nacional de prevencion
de obesidad y sus comorbilidades denominada:
Estrategia Nacional para el Control y la
Prevencién del Sobrepeso, la Obesidad y la
Diabetes. Como base de la evaluacion de ésta
estrategia, para el control la prevencion del
sobrepeso, la obesidad y la diabetes se realiz6 la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de
Medio Camino 2016, enfocada primordialmente
a aportar informacion que permita conocer la
magnitud, distribucion 'y tendencias del
sobrepeso, la obesidad y las enfermedades
cronicas relacionadas con la nutricion y la
evolucion de los factores de riesgo.
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Los datos de esta encuesta de salud, fueron
tomados para la evaluacion del modelo
predictivo de mineria de datos evaluado en este
trabajo.

Factores de riesgo de la diabetes.

La Asociacion Americana de la Diabetes
(American Diabetes Association, ADA) ha
recomendado pautas para la deteccion de la
diabetes y recomienda que se realicen analisis
las personas con un indice de masa corporal
superior a 23 en las mujeres y 25 en los varones,
independientemente de su edad, y que tengan
factores de riesgo adicionales, como presion
arterial, colesterol, antecedentes de
enfermedades cardiacas y parientes cercanos con
diabetes. Las personas mayores de 45 afios, con
controles cada tres afios a partir de entonces [2].

El riesgo relativo de padecer diabetes es de
3.5 para los descendientes familiares de primer
grado de personas con esa enfermedad y de 6.1
cuando lo son ambos progenitores. En el caso del
sobrepeso y la obesidad aumentan el riesgo de
padecer diabetes tipo 2, ya que esto provoca que
las células del cuerpo se vuelvan resistentes a la
insulina y estas no puedan bajar los niveles de
glucosa. El tejido adiposo no sélo actia como
almacén de moléculas grasas, sino que sintetiza
y libera a la sangre numerosas hormonas
relacionadas con el metabolismo y la regulacion
de la ingesta [21].

En relacion al colesterol, las moléculas
involucradas en la fase temprana del desarrollo
de la ateroesclerosis, son las lipoproteinas de
baja densidad (LDL), las mayores moléculas
transportadoras de colesterol en la sangre. El
incremento en las lipoproteinas, esta asociado a
un aumento en el riesgo de muerte por
enfermedad cardiovascular [5].

Modelos de aprendizaje supervisado

El objetivo de un modelo general de aprendizaje
supervisado es, dado un conjunto de registros,
(cada registro contiene una o varias variables
predictoras y una variable de clase llamada
variable a predecir), encontrar la clase a la cual
perteneceria cada registro con el mayor grado de
precision posible [6],[13].
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Existe un enfoque, de aprendizaje
supervisado denominado uno-fuera (Leave-one-
out cross-validation), que implica separar los
datos de manera que para cada iteracion se tenga
solo un registro de pruebay el resto de los datos
para entrenamiento, calculando el error con el
promedio de errores cometidos, y aunque con
este enfoque la estimacion del error es mucho
mas estable, y no tiende de a sobre estimarse,
tiene una desventaja considerable, y es que, el
tiempo de ejecucion es muy alto ya que se tiene
que construir el modelo n veces n dependiendo
de la cantidad de registros considerados para la
evaluacion [25].

El método general de un modelo
predictivo es trabajar con el enfoque (validation
test aproach) tabla de aprendizaje y tabla de
testing, este modelo, se basa en dividir al azar un
conjunto de datos en dos tablas, una tabla de
aprendizaje y una tabla de prueba o testing. En
la tabla de aprendizaje, esta la historia general de
los datos, donde se entrena el modelo aplicando
algun algoritmo de clasificacion, este modelo se
aplica a la tabla de prueba con parte de la
informacion, que se utiliza para evaluar la
calidad los resultados obtenidos del modelo. Los
dos problemas principales a los que se enfrenta
este enfoque son, que la estimacién del error
tiende a ser muy variable dependiendo de cuales
datos se quedaron en la tabla de aprendizaje y
cuales en la tabla de testing. Ademas de que el
error tiende a sobrestimarse [9].

Una propuesta de mejora considerable a
este esquema general de clasificacion, es aplicar
la técnica denominada cross-validation, técnica
propuesta por los doctores Bradley Efron y Rob
Tibshirani de la Universidad de Standford [7],
[14]. Para lo cual proponen el enfoque llamado
validacion cruzada, usando k grupos (k-fold
cross-validation), donde los datos se dividen en
k subconjuntos. Un subconjunto se utiliza como
datos de prueba y el resto (k-1) como datos de
entrenamiento. [Este proceso se repite Kk
iteraciones con cada posible subconjunto de
datos de prueba. El error se calcula con el
promedio de cada iteracion.

1 .
CVoo = ¢ L1 MSE i (1)

Los métodos de clasificacion con los que
se construyd el modelo predictivo de mineria de
datos de describen a continuacion:
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A.  Maquinas de soporte vectorial (MSV)

Es una generalizacion de una técnica llamada
andlisis discriminante, pero obteniendo mejores
resultados, ya que ademas de encontrar el
hiperplano de separacion, se agrega que el
margen de separacion entre clases sea lo mas
amplio posible.

La idea es encontrar una funcion lineal
g(x) que determine el plano de soporte, para
separar los puntos de acuerdo al valor de su
etiqueta en dos hiperplanos diferentes, las
funciones que muestran el célculo del soporte se
muestran a continuacion [20]:

g(x)=w-x+b

para: w-x+b>0, w-x+b<0

w-Xi+b+1 para yi=+1 (hiperplano “positivo”)
w-Xi +b-1 para yi =-1 (hiperplano “negativo”)
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Figura 1 Esquema Maquina se Soporte Vectorial
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Figura 2 Arbol de decision prediccion de diabetes
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Un arbol plantea de forma esquematica las
alternativas disponibles de clasificacion de
variables que se puedan encontrar, Figura 2. Esta
constituido por nodos, donde cada nodo denota
el resultado de una prueba a una variable y cada
rama del arbol representa el resultado de la
prueba anterior. Finalmente cada nodo hoja
indica la clase a la cual pertenece cada registro

[13], [3].

A partir de la tabla de entrenamiento se
construye el é&rbol con el método CART
(Classification and Regression Trees), creado
por Breiman, Friedman, Olsen y Stone en 1984,
aplicando el algoritmo Hunt [3], donde, si todos
los registros Dt pertenecen a la misma clase yt,
entonces t es un nodo hoja que se etiqueta como
yt. Si Dt tiene registros que pertenecen a mas de
una clase, se elige una variable para dividir los
datos en subconjuntos mas pequefios. Este
procedimiento se aplica recursivamente a cada
subconjunto hasta que todos los registros
pertenezcan a una sola clase o hasta alcanzar un
margen aceptable de tolerancia [28], [3].

C. Métodos de consenso (Bagging)

Los métodos Bagging son una forma efectiva de
generar un ensamble de clasificadores, para este
caso en particular, se hace un ensamble de
clasificadores de é&rboles de decision
denominado bosques aleatorios, donde la idea es
tomar m muestras aleatorias con reemplazo
(Boostraps) de los datos originales y luego se
aplica en cada una de ellas un método predictivo
para luego con algin criterio establecer un
consenso de todos los resultados, Figura 3.

El consenso puede ser un promedio o un
promedio ponderado basado en cudl método
obtuvo los mejores resultados. EI consenso mas
usado es el que obtenga la “mayor cantidad de
votos”

Cada muestra de arranque (bootstrap) tiene
el mismo tamafio que los datos originales.
Debido a que el muestreo se realiza con
reemplazo, algunos individuos pueden aparecer
varias veces en el mismo conjunto de
entrenamiento, mientras que otros podrian no
aparecer nunca [17].

Teorema: En promedio, una muestra de
arranque (bootstrap) contiene aproximadamente
63% de los datos de entrenamiento originales.
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Prueba: Cada individuo tiene una
probabilidad de 1-(1—1/n)n de ser seleccionados

en cada Dj. Si n es suficientemente grande, esta
probabilidad convergeal—1/e=0.632.

Instance

o S

Tree-1 Tree- Tree-n

Class-A Class-B Class-B

[ Majority-Voting } |

|
Final-Class |

Figura 3 Esquema Métodos de consenso
D. Meétodos de potenciacion (AdaBoost)

Es un método de clasificacion binario, donde la
idea es tomar una muestra aleatoria de los datos
originales y aplicar sobre ésta un método
clasificatorio, luego aumentar el peso
(potenciar) a los individuos mal clasificados para
que en la siguiente aplicacion del método
clasificatorio se enfoque mas en estos individuos
mal clasificados, mejorando su clasificacion, y
asi sucesivamente.

Finalmente se hace un consenso con un
promedio ponderado de los clasificadores, la
diferencia con los métodos de consenso es que
aqui se aumenta la probabilidad de aquellos
individuos mal clasificados en cambio en los
métodos de consenso todos los individuos tienen
siempre la misma probabilidad (1/n) de ser mal
clasificados.  El clasificador final, es un
promedio ponderado de todas las clasificaciones
anteriores: El algoritmo utilizado es el
denominado AdaBoost.M1 con los siguientes
pasos [10]:

Se inicializan todos los pesos con wi =1/N,
i=1,2,....N

Para m=1 hasta M:
Se corre el clasificador Gm(X) con los pesos wi.

Se calcula el error del clasificador con:

_ N wilEi#Gm (X))
Err,, = N w; (2)
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Se calcula o< —og((1-errpm)/errm) (3) El modelo se cre6 utilizando el paquete
estadistico de R, al cual se le instalé el paquete

Se cargan los pesos Wi w; e« w;x caret que permite crear los grupos de datos o k-
exp[ocn* I(y; # G (xD)]i=1,2,..N () folds necesarios para hacer el proceso de cross

Salida G(x) = sign [Yh=1 Xm Gm (X)] G(X) (5)
E. Métodos KNN

La idea es seleccionar un numero k a priori y se
buscan los k individuos mas cercanos al
individuo que se quiere clasificar. Se cuentan a
qué clase pertenecen dichos individuos y el
individuo a clasificar entra en la clase con
mayoria  encontrada en los k individuos
seleccionados, como puede observarse en la
Figura 4, [27].

.
Clase 1
X ® Q
3z ,x""oa-\ @ Clase2
x f/x x’_.-"-:‘o \oa
I x/ \\. A >
I
£ h.-,‘u ]
x !l ; Pi"’y:‘ »» clase3s
\‘.' > I.r ) >
\\ \'-bh‘# h"
\"-hl- ,.-' >

Figura 4 Clasificacion por KNN
F.  Métodos de Baye

Los modelos bayesianos se basan en el teorema
de Bayes [22]. Sea A1,A2,...,Ak una coleccion
de k eventos mutuamente excluyentes con
P(B)>0 para i=1,..k. Entonces para cualquier
otro evento B para el cual P(B)>0, se calcula la
probabilidad P(A,|B), entonces:

pane) _ _ P(BJ|Aj)P@ay
P®) 3k, P(B|Aj)Pra
i=1,..,k (6)

P(A |B) =

Calibracion del modelo predictivo.

El modelo creado para este conjunto de datos, se
hizo tomando como variables predictoras, la
hipertension, el colesterol, los triglicéridos, los
antecedentes familiares de diabetes y la edad,
para asi poder determinar el valor de la variable
a predecir diabetes.
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validation. En la calibracion del modelo, para el
método de maquinas de soporte vectorial, se
evalu6 con los diferentes kernel (linear,
polinomial, radial bassis o sigmoid) utilizados en
la funcion svm (support vector machine) del
paquete e1071. El kernel que arrojé los mejores
resultados fuel el kernel linear.

En el caso del método de bosques
aleatorios, se utilizo el paquete randomForest y
la clase con el mismo nombre, al igual que con
el método de potenciacion utilizando el paquete
ada. En lo referente al método de arboles de
decision, se utiliz6 el paquete rpart con el
algoritmo CART+Pruning(poda) [11]. En el
método KNN, se utilizo la funcion train.kknn del
paquete kknn, con valor en la variable kmax = 4,
para el numero de vecinos mas cercanos a
considerar en la clasificacion. Finalmente para el
método Bayes, se utilizo el paquete e1071 con la
funcién naiveBayes.

Una vez calibrados los métodos de manera
individual se pusieron a competir entre ellos para
saber cual es el método, que mejor clasifica a los
individuos que padecen diabetes, de aquellos
que no, usando el enfogque validacién cruzada.
El proceso de cross validation se generd 50 veces
para asegurarse que el nivel de error se
estabilizara y dentro de cada proceso de cross
validation se generaron 10 grupos (k-folds). Se
alimento6 el modelo con los datos de la encuesta
nacional de salud y nutricién de medio camino
2016 (ENSANUT MC 2016) [26], en la cual el
rubro de salud, estaba dividido en 3 categorias,
calidad de vida, hipertension y enfermedades
cronicas. La base de datos utilizada fue la de la
categoria enfermedades crénicas, conformada
por 8825 registros pertenecientes a toda la
republica mexicana.

Trabajos relacionados

Efrain Alberto Oviedo Carrascal [4], hizo una
revision de avances y tendencias de la mineria de
datos en el servicio de la salud, entre los
principales avances que menciona estan diversas
técnicas, metodologias y plataformas que han
sido utilizadas en el sector salud.

MEDINA-VELOZ, Gricelda, LUNA-ROSAS, Francisco Javier,
TAVAREZ-AVENDANO, Juan Felipe y MARTINEZ-HERNANDEZ,
Ma. Del Rocio. Prediccion de pacientes con diabetes a través de un
modelo de aprendizaje supervisado de Mineria de Datos. Revista de
Ciencias de la Salud. 2018.



Articulo

26
Revista de Ciencias de la Salud

En [12] se presenta una aplicacién de
mineria de datos a pacientes pre-diabéticos, para
detectar patrones de comportamiento y apoyar la
toma de decisiones en futuros casos de personas
con esta enfermedad, utilizando para el analisis
de datos un clustering con el método Kmeans y
una prediccion con arboles de decision usando
Weka. [1] Expone el desarrollo de las fases de
comprension y preprocesado de datos de la
metodologia CRISP-DM 1.0., con un caso
practico asociado al objetivo de determinar
factores influyentes en el padecimiento de
diabetes, usando como herramienta de apoyo
Microsoft Excel 2007. [19] Barrientos hace una
evaluacion del potencial de Redes Bayesianas
para la clasificacion de datos médicos, utilizando
bases de datos relacionadas con padecimientos
médicos tales como Cancer de Mama, Tumores
Cancerigenos, Diabetes y Hepatitis, para
determinar si las Redes Bayesianas son una
herramienta eficaz y confiable en la toma de
decisiones en el &mbito médico para el
diagnostico y tratamiento. En [18], se hace una
evaluacion del desempefio de los modelos de
clasificacion construidos a partir del uso de
algoritmos de clasificacion provistos R y Rapid
Miner.

Resultados

En los modelos predictivos o de aprendizaje
supervisado, a diferencia de los métodos de
aprendizaje no supervisado, se puede entrenar al
modelo observando sus resultados, con la
intencion de mejorarlos, tanto como sea posible,
a través de la manipulacion de sus parametros
buscando con ello el logro de los objetivos
propuestos.

Deteccitn de casos con diabetes
200

——— A —t—h——

150 w-’\___);,.z'--‘;&‘::-—-‘f

100

) X—-::Wx\) i-x—k——*

,/ NN

0 2 4 6 8 10 12

=== 5VM ——KNN —i— Potenciacién —<—Arboles ——Bosques -Bayes

Figura 5 Resultados de clasificacion en deteccion de
diabetes
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En la seleccion del método mas adecuado,
y que ofrece los mejores resultados para este
conjunto de datos, se encontré que los métodos
de potenciacion, son el método de clasificacion
debido a que mas pacientes con diabetes detecta,
en contra parte, con el método de arboles de
decision que es el que menos casos detecto,
como puede observarse en la figura 5.

Error de Clasificacion
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Figura 6 Resultados de clasificacidn en deteccion de error
de diagnostico

En la Figura 7, se hace un comparativo de
los métodos de clasificacion del modelo
predictivo, que muestra el grado de acierto
generado por cada método comparado con su
grado de error. En la figura se puede observar,
que los métodos de bosques aleatorios y los
métodos de potenciacion, son los que mejor
desempefio han mostrado, siendo minima su
variacion, pero en la grafica mostrada en la
Figura 5, se puede observar claramente, que el
numero de casos con diabetes, detectados por el
método de potenciacion es considerablemente
mayor al nimero de casos detectados por el
método de bosques aleatorios. Lo cual indica
que, en este modelo predictivo, los métodos de
potenciacion, son el método méas adecuado para
evaluar la informacion de pacientes con diabetes
publicada por la encuesta nacional de salud y
nutricion de medio camino 2016 (ENSANUT
MC 2016) [26].

Resultados del modelo de clasificacion

100

80
60
40

Porcentaje

Herror

2 _. _. _. _. wAcierto

Método de clasificacion

Figura 7 Comparativo de clasificacién acierto/error de
resultado de diagnéstico
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Conclusiones

Hoy por hoy, se cuenta con diversos estudios de
mineria de datos, que buscan hacer aportes al
campo de las ciencias de la salud, con el objetivo
de mejorar la calidad de vida de las personas,
previniendo enfermedades, y facilitando la toma
de decisiones, al analizar la informacion
proveniente  de diferentes  fuentes de
informacion, incluyendo la  informacion
publicada por las instituciones de salud pablica.

En este trabajo, se presentd un estudio
sobre la aplicacion de un modelo predictivo de
mineria de datos, a los datos publicados por la
secretaria de salud, referentes a la encuesta
nacional de salud, especificamente en el rubro de
enfermedades crénicas degenerativas como la
diabetes. El modelo predictivo se calibro,
utilizando la técnica de cross validation, y el
método que mejores resultados presentd fue el
método de potenciacion, ya que fue el método
que mas casos de diabetes detecto y el que menos
error de clasificacion produce.
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